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“In order to keep a true perspective of one's importance, everyone should have a dog that will worship
him and a cat that will ignore him”
Dereke Bruce
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DEPURACAO PLASMATICA DE CREATININA EXOGENA EM CAES SUBMETIDOS A
PROTOCOLOS TERAPEUTICOS DE QUIMIOTERAPIA

Resumo

A incidéncia de lesdes oncoldgicas em animais de companhia tem vindo a aumentar nos
dltimos anos, devido principalmente a uma maior longevidade dos mesmos.
Consequentemente, cada vez mais, animais de companhia sdo submetidos a protocolos de
quimioterapia.

O uso de quimioterapia surge com intuito de induzir a remissdo em neoplasias
quimiossensiveis, mas também de forma paliativa, apresentando potenciais efeitos
secundarios nefastos, entre os quais surge a nefrotoxicidade.

O rim é um 6rgao fundamental, no que toca a eliminacdo de xenobioticos. Esta eliminagéo
pode acontecer por filtracdo glomerular, secrecao, reabsorcdo e metabolizacdo a nivel
tubular. Assim, compreende-se que, ligeiras e discretas alteragbes em qualquer uma das
suas fungBes possam ter um papel relevante, no que toca a farmacocinética dos farmacos
com eliminag@o/metabolizac&o renal.

A funcdo renal deve ser sempre avaliada, previamente a realizagdo de um protocolo
guimioterapico, de modo a condicionar as doses, duracdo e escolha do farmaco ou mesmo
a sua realizagdo. Em Medicina Veterinaria, esta avaliacdo é feita, na grande maioria das
vezes, através da medicdo da concentragdo de ureia e creatinina séricas e densidade
urinaria. No entanto, estes parametros apenas se encontram alterados quando h& perda de
pelo menos 65-75% da massa renal funcional.

Por outro lado, estudos em Medicina Humana evidenciam um aumento acentuado na
prevaléncia de insuficiéncia renal em pacientes oncologicos sendo que, o seu diagndstico
precoce é cada vez mais importante para a instituicdo de uma terapéutica adequada de
forma a diminuir a sua progressao. Este diagnéstico pode ser feito, através da avaliacdo da
taxa de filtracdo glomerular (TFG), pela depuracdo de um marcador de filtragdo, sendo
considerado hoje, tanto em Medicina Humana como em veterinaria, 0 método mais preciso
na avaliagédo da fungao renal.

Com este projeto, pretende-se avaliar a funcdo renal através da determinacdo da TFG
através da depuracdo plasmatica de creatinina exdgena em caes submetidos a protocolos
quimioterapicos. Foi escolhido este método uma vez que oferece resultados precisos, €
pouco dispendioso, rapido e conveniente de medir na clinica de rotina do hospital escolar da
FMV.

Palavras-chave: Quimioterapia, nefrotoxicidade, taxa de filtracdo glomerular, depuracéo de

creatinina exdgena, caes



CLEARANCE OF EXOGENOUS CREATININE IN DOGS UNDERGOING THEAPEUTIC
CHEMOTHERAPY PROTOCOLS

Abstract

As pets live longer the incidence of oncological diseases have been increased in the last
years. Consequently our pets are more and more submitted to chemotherapy protocols.

The use of chemotherapy came to lead the mitigation of chemosensible neoplasias, but also
in a palliatve way, presenting potential secondary effects, among them, the nephrotoxity.

The kidney is a fundamental organ because it eliminates xenaobiotics and this elimination can
occur by glomerular filtration, secretion, reabsortion and tubular metabolization. So we can
understand that light and discreet alterations in each of its functions can have a relevant role
in the field of pharmacocinetic of the medicines with renal elimination/metabolization.

The renal function must always be evaluated before a chemotherapy protocol takes place, in
order to regulate the dose, duration and choose of the medicine or even its realization. In
veterinary medicine, in the great majority, this evaluation is done through the measurement
of the BUN and serum creatinine concentration and also the urinary density. However these
parameters are only modified when there is a loss of, at least, 65-75% of the functional renal
mass.

Otherwise, studies in human medicine shows a great increase in the predominance of the
renal insufficiency in oncologic patients, but a premature diagnostic is more and more
important for the use of an suitable therapy in order to reduce its advance.

This diagnostic can be done through the evaluation of the glomerular filtration rate (GFR),
through the clearance of a filtration marker, and it is now considered, not only in human but
also in veterinary medicine, as the most precise evaluation of the renal function.

With this project, we intend to evaluate the renal function through the determination of GFR
through the plasmatic clearance in dogs which are submitted to chemotherapy protocols.
This method was chosen because it gives exact results, it is not very expensive, and it is

quickly and convenient to measure in the routine clinic of the scholar hospital of FMW.

Keywords: Chemotherapy, nephrotoxicity, glomerular filtration rate, clearance of exogenous

creatinine, dogs



Apresentagdes cientificas

Durante a realizac&o deste trabalho, a aluna elaborou um poster (Anexo 1, Figura 12) que

foi exposto no congresso anual 2013 da European Society of Veterinary Oncology
(ESVONC), em Lisboa.
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Breve Descri¢do das atividades desenvolvidas durante o Estagio

A aluna realizou um estdgio extracurricular no Centro Veterinario Beira-Alta e Centro
Veterinario Castro-Daire, com a duracdo de 3 meses. Durante este periodo a aluna passou
pelos servigcos de medicina interna, imagiologia, cirurgia, emergéncias e cuidados intensivos,

auxiliando na realizacéo de todos os procedimentos e participando na discussao de casos.

Posteriormente foi realizado, um segundo estagio extracurricular, no centro de referéncia
Ars Veterinaria, em Barcelona com a duracdo de 3 meses. Este estagio foi constituido por
rotagbes semanais pelos servicos de Medicina Interna, Dermatologia, Oftalmologia,
Traumatologia, Cirurgia e Anestesiologia, Imagiologia, Neurologia e Unidade de Cuidados
Intensivos. Como complemento, a aluna participou na discussao diaria de casos clinicos, no
servico de Medicina Interna. Foram despendidas cerca de 50 horas semanais, hum total de
600 horas, sob a coordenacéo do Dr. Artur Fonte.

Por ultimo, o estégio curricular foi realizado no Hospital Escolar da FMV-UTL, sob a
orientagdo da Doutora Ana Mafalda Gongalves Xavier Félix Lourenco e coorientagéo do Dr.
Gongalo Eduardo Vitor Vicente. O estagio teve inicio em 1 de Margco de 2012, tendo
terminado em 31 de Agosto de 2012, com a duracdo média de 60 horas semanais, num
horario rotativo semanal, representando uma carga horaéria total de, aproximadamente, 1200
horas. Neste realizou-se a rotacdo pelos servigos de Medicina Interna, Imagiologia, Cirurgia
e Internamento, complementado pela participacdo nas consultas de especialidade nas areas
de Oftalmologia, Dermatologia, Animais Exéticos, Endocrinologia, Reproducdo e Neurologia
(Anexo 2).

Paralelamente ao horario cumprido no regime de rotagbes, fazendo-se seguir por um
acompanhamento, extra estagio, desenvolvido de 31 de Agosto de 2012 a 21 de Marc¢o de
2013, o estagio englobou uma componente de investigacao com duas abordagens:

i. Area de experimentacdo — na qual se desenhou um protocolo experimental, na area de
investigacao clinica, realizado em canideos. A fase de selecéo dos individuos, com base na
anamnese, exame fisico e exames complementares, assim como a monitorizacdo dos
individuos selecionados durante o estudo (estimativa da duragéo dos ensaios: 192 horas).

i. Area laboratorial — incluiu a preparacdo de solucbes em camara de fluxo laminar, para
administracdo endovenosa, determinacdo de retas padrdo com base em solucfes, assim
como o processamento de amostras sanguineas recolhidas durante o ensaio, para obtencéo
de resultados ao longo do tempo (estimativa da duracdo do protocolo laboratorial: 120

horas.



O Estagio permitiu alcancar os objetivos, inicialmente propostos, nomeadamente ao
proporcionar a aprendizagem, o treino e o aprofundamento dos conhecimentos na area de

Clinica e Cirurgia de Animais de Companhia.



. Revisdo tedrica

1. Anatomiado rim

O rim é um 6rgdo em forma de feijdo, constituido por um bordo convexo e um bordo
céncavo. E no bordo concavo que se encontra o hilo, por onde entram os nervos e a artéria
renal, e saem a veia renal e os ureteres, sendo constituido por dois ou trés célices que se
unem para formar o bacinete, que vai dar inicio ao ureter (Carneiro e Junqueira, 2008).

O parénquima renal pode ser dividido em duas zonas estruturais e funcionalmente distintas:
0 cortex, que € a zona mais periférica, e a zona subjacente designada por medula. Ambos
sdo formados por um conjunto complexo de tdbulos e vasos com rearranjos distintos. O
intersticio renal, que constitui cerca de 10% do volume renal total, constitui matriz
extracelular de colagénio, rica em proteoglicanos e glicoproteinas. O coOrtex apresenta uma
série de prolongamentos, denominados por colunas de Bertin, que se inserem na medula e
a dividem em varios setores. A medula é constituida por estruturas em forma de cone,
chamadas piramides renais ou de Malpighi. Tém uma aparéncia estriada devido a presenca
de tubulos e vasos sanguineos alinhados e retos. As bases das piramides assentam no
cOrtex e os seus Vértices, designados por papilas renais, projetam-se para o bacinete ou
pelve renal, que constitui a porcdo mais dilatada do ureter. As piramides desaguam as suas
secrecdes nos calices renais, que, por sua vez, se unem formando o bacinete, que recolhe a
urina do tecido renal (Kleinstreuer, 2009) (Figura 1).

O suprimento sanguineo dos rins é feito através da artéria renal, que se origina do quinto
ramo da aorta caudal. Esta subdivide-se em diversos ramos que formam uma rede vascular
responsavel por garantir as necessidades de perfusdo do érgao (Kleinstreuer, 2009). Antes
de alcancar o hilo renal, ramifica-se em ramo dorsal e ramo ventral (Marques-Sampaio et al.
2007) que, posteriormente, se vao ramificando dando origem, por ordem decrescente, a
artéria segmental, a artéria lobar, as artérias interlobares, as artérias arciformes, as artérias
interlobulares e as arteriolas aferentes. Estas Ultimas ramificam-se em capilares que
constituem o glomérulo, formando o inicio da rede tubular do nefrénio. No rim,
contrariamente ao que se passa nos outros 6rgdos, uma arteriola conecta duas redes
capilares. Assim, os capilares glomerulares ddo origem a arteriola eferente, que da origem a
uma nova rede capilar, constituida por capilares peritubulares, que irdo suprir as
necessidades de oxigenacgdo e nutricdo do coOrtex e a vasa reta. Esta ultima, € um conjunto
de feixes de vasos paralelos, que se estende profundamente na medula (Kleinstreuer,
2009). A vasa reta, devido a sua estrutura de feixes vasculares descendentes e
ascendentes, proximos e junto do sistema tubular do nefrénio, desempenha um papel
fundamental na reabsorcédo de constituintes plasmaticos, essenciais para a regulacao do

estado hidrico e eletrolitico do organismo. Estes feixes vasculares, em forma de ansa,
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iniciam-se na vasa reta descendente (VRD), cuja estrutura inicial é similar a arteriolas,
sendo constituidas por muasculo liso que se vai alterando & medida que penetra na medula
interna, comecando a assemelhar-se a capilares. A vasa reta ascendente (VRA), que
transporta o sangue de volta para o sistema venoso, é formada por endotélio fenestrado
semelhante aos capilares glomerulares, que permite a passagem de agua e solutos entre o
plasma e o espaco intersticial (Kleinstreuer, 2009). Deste modo, 0s vasos participam numa
importante troca contracorrente entre os tubulos, permitindo a medula manter um ambiente
hipertdnico, indispensavel para a formacdo de uma urina concentrada (Carneiro & Junqueira
2008).

A drenagem venosa percorre o caminho inverso, iniciando-se nas veias interlobulares,
seguindo para as veias arciformes e veias interlobares, as quais terminam na veia renal que

se une a veia cava inferior (Kleinstreuer, 2009) (Figura 1).

Figura 1: Anatomia do rim canino (Adaptado de Randall, Burggren & French, 2011) e

vascularizag&o do nefronio renal (Adaptado de Clarckson & Flecher, 2011)
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2. Fisiologiado rim

O funcionamento adequado do rim, na manutencdo da homeostasia e excrecdo dos
residuos metabdlicos, esta dependente de um adequado fluxo sanguineo, da producéo de
um filtrado glomerular (ultrafiltrado) a partir do plasma, e da capacidade dos tubulos renais
alterarem a composicao do filtrado através dos mecanismos reabsorcao e secrecao tubular
(Atherton 2012).



2.1- Funcdes do rim

O rim é um 6rgéo fundamental para a conservagdo do volume sanguineo e volume de fluido
extracelular, para a manutencao da presséao arterial sistémica, do hematdcrito, do equilibrio
acido-base e da concentracdo plasmatica de eletrdlitos e minerais e excrecdo de residuos
metabdlicos, quimicos e hormonais (Brown, 2011).

A regulacdo do balanco hidrico e eletrolitico resulta do filtrado glomerular, designado por
ultrafiltrado. Ao passar por um conjunto de tdbulos renais, parte dos constituintes do
ultrafiltrado, como as proteinas de baixo peso molecular, agua e eletrélitos sao reabsorvidos,
e metabolitos dispensaveis ao organismo séo secretados (Cunningham, 2004)

Fatores humorais, como 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), a hormona
antidiurética (ADH) e o pepetideo natriurético atrial (ANP) atuam a nivel renal de forma a
regular a pressao arterial. Assim, em situa¢cdes de hipotensao sistémica, o SRAA é ativado e
a ADH é libertada de forma a aumentar a reabsor¢cdo de agua e solutos pelo rim, e
consequentemente aumentar o volume intravascular. Por outro lado, a nivel atrial quando ha
excesso de volume sanguineo, ocorre a libertacdo ANP, que ao atuar a nivel renal, leva a
perda de sdédio e agua (Verlander, 2009).

O rim é ainda responsavel, através dos fibroblastos intersticiais peritubulares renais tipo 1,
pela producéo da hormona eritropoietina (EPO) (Weidemann and Johnson 2009). Esta induz
a producado de eritrécitos pela medula 6ssea, aumentado o tempo de sobrevivéncia de
células progenitoras hematopoiéticas (Polzin 2009).

O rim é, também, responsavel pela produgcdo da forma ativa da vitamina D, a 1,25-
dihidroxivitamina D3 (calcitriol), possibilitando a esta hormona hipercalcémica a regulacéo

do metabolismo do célcio, a nivel renal e intestinal (Verlander, 2009)

2.2- Fluxo sanguineo renal

Para que o rim desempenhe as suas fungdes homeostaticas e mantenha a sua capacidade
de excrecdo, € necessario um fluxo sanguineo renal (FSR) adequado, assim como a
formacéo de um filtrado glomerular (ultrafiltrado) (Atherton 2012).

Apesar do pequeno tamanho dos rins (cerca de 0,5% do peso vivo), o volume sanguineo
gue lhes chega é extremamente elevado. Estes recebem cerca de 25% do débito cardiaco,
permitindo assim um fluxo de 4 ml/min/g de parénquima renal (Brown et al. 1990; Brown
2011). Este volume sanguineo adicional, para além de fornecer ao rim, nutrientes e oxigénio
e remover produtos residuais do seu metabolismo, disponibiliza uma quantidade suficiente
de plasma para as elevadas taxas de filtracdo glomerular (20% do FSR, segundo Atherton
2012), essenciais para a manutencao do balanco hidrico-eletrolitico (Brown 2012).

Por outro lado, a distribuicdo do FSR néo é uniforme, sendo o fluxo sanguineo na cortical é
elevado do que na medular (Carneiro e Junqueira 2008). No cdo, mais de 90% do FSR
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atinge o cortex, 10% atinge a medula externa e apenas 2% a 3% atinge a medula interna.
Assim, o enorme fluxo sanguineo cortical (FSC) ira permitir ao cortex desempenhar as suas
funcdes de filtragcdo glomerular e o baixo fluxo sanguineo medular (FSM) permitem a
manutencéo da hipertonicidade medular, importante para 0 mecanismo de concentracéo de
urina (DiBartola, 2012a).

2.3- Nefrénio: Unidade Funcional do Rim

O nefronio € considerado a unidade funcional dos rins (Cochran, 2011). O conjunto de
aproximadamente 400,000 nefrénios funcionais no cao (DiBartola, 2012) permite a filtracéo
do plasma através dos capilares glomerulares, & qual se segue a secrecdo e reabsorcao
tubular de eletrélitos, bicarbonato, macromoléculas e agua (Von Hendy-Willson & Pressler,
2011).

2.3.1- Componentes do nefrénio

O nefrénio é constituido pelo corpusculo renal (Figura 2a), formado pelo glomérulo envolvido
pela sua capsula protetora (capsula de Bowman), e por um complexo sistema tubular
(Kleinstreuer, 2009). A capsula de Bowman (CB) faz o contacto com os capilares do
glomérulo sendo constituido por duas laminas de células epiteliais: lamina visceral
(poddcitos) e a lamina parietal (entre as duas fica o espaco urinario ou de Bowman que se
continua com o limen do tGbulo proximal). E no espaco de Bowman que se acumula o
filtrado glomerular, também designado por ultrafiltrado, que prossegue para o tubulo
contornado proximal (TCP), ramo descendente da ansa de Henle (RDH) e ramo ascendente
da ansa de Henle (RAH) (Cochran 2011). As paredes do RDH e da primeira parte do RAH
sdo muito finas, designando-se por ramos finos da ansa de Henle; a segunda parte do ramo
ascendente, que entra no coértex, tem uma parede mais espessa, constituindo o ramo grosso
da ansa de Henle (RGH) (Verlander 2009). Apés este percurso, o filtrado passa para o
tubulo contornado distal (TCD) que, ao unir-se aos TCD de outros nefrénios, dao origem ao
ducto coletor (DC), o qual converge com os restantes ductos - nos ductos papilares - que
terminam na papila renal (Cochran 2011). Todos estes segmentos tubulares tém
propriedades transportadoras distintas e uma heterogeneidade celular, tanto a nivel

estrutural como a nivel funcional (Kleinstreuer, 2009) (Figura 2b).



Figura 2: a) Diagrama de um corpusculo renal (Adaptado de Carneiro & Junqueira, 2008);
b) Diagrama de um nefrénio justaglomerular (Adaptado de Tartaglia & Waugh 2002)
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2.3.2- Tipos de nefrénios

Os nefronios sao classificados, quanto a sua localizacdo corpuscular e profundidade de
penetracdo da ansa de Henle a nivel medular, em dois tipos: corticais e justaglomerulares
(Reece, 2005). Os nefrénios, com o glomérulo na zona externa ou média do cortex, sao
designados de nefrénios corticais e estdo associados a uma ansa de Henle curta que se
estende até a juncao cortico-medular ou medula externa, enquanto os nefrénios com o
glomérulo na zona de transicdo entre o cortex e a medula sdo designados por
justaglomerulares e as suas ansas de Henle longas permitem que se estendam mais
profundamente na medula renal (Figura 2b) (Reece, 2005). As fun¢fes destes dois tipos de
nefrénios sdo distintas, uma vez que, os nefrénios corticais excretam mais solutos e agua e
os nefrénios justaglomerulares tendem a conserva-los, permitindo aos rins manter a
capacidade de concentrar ou diluir a urina, de acordo com as necessidades (Kleinstreuer,
2009; DiBartola, 2012). Pensa-se que os cdes apresentam apenas nefronios com ansas de
Henle longas (DiBartola, 2012).

2.3.3- Aparelho justaglomerular

A juncao do tubulo distal e do glomérulo é conhecida por aparelho justaglomerular (AJG).
Existem varios tipos de células caracteristicas desta localizacdo. As células epiteliais da
zona lateral do tabulo séo coletivamente conhecidas como macula densa e as células da
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arteriola aferente sdo chamadas de células justaglomerulares. O AJG esta associado a
regulacédo da quantidade de sangue que flui para o rim e é filtrado, e a secre¢ao de renina,
uma enzima envolvida na formacdo da hormona angiotensina Il (vasoconstritor) (Reece,
2005).

O espaco entre a méacula densa e as arteriolas e entre os capilares glomerulares é
conhecido como regido mesangial, formada pelas células e matriz mesangiais. As células
mesangiais sdo responsaveis pela secre¢cdo da matriz e, em conjunto com a membrana
basal glomerular, fornecem suporte estrutural. Apresentam também atividade contractil que
ird influenciar o fluxo sanguineo nos capilares glomerulares e, consequentemente, a filtracdo
glomerular. O aparelho justaglomerular esta envolvido em mecanismos de feedback que
participam na regulacdo do FSR e na TFG (Verlander, 2009; Clarkson; Fletcher, 2011 &
DiBartola, 2012a) (Figura 2a).

2.3.4- Inervagao glomerular

A inervacdo do rim consiste quase exclusivamente de fibras simpaticas eferentes que se
encontram nos tubulos, vasos sanguineos e nas células granulares justaglomerulares,
produtoras de renina. Estas participam na regulagéo do FSR, da TFG e da reabsorcdo de
agua e sédio pelo nefrénio (DiBona, 2000).

Um aumento da atividade simpética leva a diminuicio do FSR e TFG através da
vasoconstricdo das arteriolas aferente, e maioritariamente de arteriola eferente (DiBartola,
2012). Inicia, também, a secre¢do de renina, pelas células granulares justaglomerulares que

ird aumentar a reabsorcao de sodio pelos segmentos do nefrénio (DiBona, 2000).

2.4- Formacéao da urina

Os trés processos envolvidos na formacao da urina séo: a filtracdo glomerular, a reabsorcao
tubular e a secrec¢do tubular. A formacéo do ultrafiltrado do plasma é o resultado da filtracao
glomerular. Este, por sua vez, entra no tdbulo proximal, e a sua composicdo vai-se
alterando, por processos de reabsorcéo e secrecdo tubular, passando a ser denominado de
fluido tubular. Estes processos continuam ao longo do nefrénio, de tal forma que o fluido

tubular s6 se torna urina ao entrar no bacinete (Verlander, 2009; Brown, 2011).

2.4.1- Filtracdo Glomerular

O rim exerce uma série de complexos processos, que lhe permite desempenhar a filtragédo
glomerular, segundo as forcas de Starling. A TFG, muitas vezes avaliada na pratica clinica,

constitui 0 exame complementar que melhor avalia a funcéo renal (Verlander 2009). Para



z

compreender este pardmetro € necessario estar-se familiarizado com as estruturas que

constituem o glomérulo, e as for¢as que influenciam a filtracdo glomerular.

2.4.1.1- Permeabilidade seletiva da barreira de filtracdo glomerular

O fluxo sanguineo, ao entrar nos capilares glomerulares, percorre a barreira de filtracdo
onde a agua, electrolitos e outras substancias atravessam a barreira de filtracdo, formando o
ultrafitrado, o primeiro fluido que ir4d dar origem a urina. No entanto, apenas certos
constituintes sanguineos sé@o capazes de atravessar esta barreira Esta barreira é constituida
por células endoteliais dos capilares, pela membrana basal glomerular, e por podécitos da
parede visceral da capsula de Bowman (Figura 3) (Clarkson & Fletcher 2011).

O endotélio dos capilares glomerulares é fenestrado (fenestras com cerca de 50-100 nm de
didmetro) permitindo a passagem de componentes nao-celulares do sangue, para a
segunda camada da parede capilar, a membrana basal glomerular (DiBartola, 2012). Para
além disso, a superficie luminal do endotélio é revestida por sialoglicoproteinas, carregadas
negativamente, que contribuem para a permeabilidade seletiva da barreira de filtracdo
(DiBartola, 2012). A forma das moléculas, também influencia a sua passagem pela barreira
de filtragdo, sendo que, moléculas longas tém tendéncia a passar mais facilmente do que
moléculas mais globosas (Verlander 2009).

A membrana basal, que envolve o endotélio, é constituida pela lamina rara interna (junto ao
endotélio), pela lamina densa e pela lamina rara externa, que origina o epitélio visceral
proximo dos poddcitos. As laminas, a rara interna e a externa, sdo formadas por proteinas
colagénias carregadas negativamente e a lamina densa € constituida por proteinas
colagénias nao polares (DiBartola, 2012). Por ultimo, os poddcitos apresentam um corpo
celular, de onde partem diversos prolongamentos primarios que dao origem a
prolongamentos secundéarios. Estes ultimos, interdigitalizam-se em redor da membrana
basal glomerular e capilares glomerulares, formando as fendas ou diafragmas de filtracédo
(Carneiro e Junqueira 2008). O diametro destas fendas encontra-se entre os 10-30 nm
(DiBartola, 2012) e sao revestidas parcialmente por uma fina membrana com 6 nm de
espessura (Carneiro e Jungueira, 2008).

Em suma, a capacidade de os constituintes sanguineos passarem através da barreira de
filtracdo estd dependente do seu tamanho, da sua forma e da sua carga. A barreira de
filtracdo é impermeavel a moléculas com raio maior que 4 nm, e permite a passagem de
particulas que apresentem um raio inferior a 2 nm (DiBartola, 2012). Como as células
sanguineas e a maioria das proteinas sdo demasiado grandes, e as formas aniénicas das
mesmas sao repelidas pelos componentes anioénicos da barreira de filtracdo, estas ndo irdo

fazer parte constituinte do ultrafiltrado (Brown 2011).



Figura 3: Diagrama da barreira de filtracdo (Adaptado de Carneiro & Junqueira, 2008)
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2.4.1.2- Determinantes da Taxa de Filtracdo Glomerular

A formacédo do ultrafiltrado resulta das forcas de Starling nos capilares glomerulares. Desta
forma, a filtracdo glomerular € conduzida, por um lado, pela pressédo hidrostatica dos
capilares glomerulares e, por outro lado, e em sentido oposto, pelas pressées oncotica
plasmatica e hidrostatica da CB. Estas forcas sdo representadas pela pressao efetiva de
filtracdo (Pf), que é a soma das pressdes hidrostatica e oncética que se opdem ou
favorecem a filtracdo através dos capilares glomerulares.

A pressao hidrostatica dentro dos capilares glomerulares (Pgc) favorece a filtragcdo e atinge
cerca de 55 mmHg, enquanto a presséao hidrostatica no espa¢co de Bowman (Pgs) é maior do
gue a pressao intersticial sistémica (cerca de 20 mmHg) e opde-se a filtracdo; a pressao
oncética nos capilares glomerulares (1gc) também se opde a filtracdo, no entanto, vai
aumentando ao longo do leito capilar, devido a perda de proteina pela barreira de filtracao,
atingindo cerca de 20 mmHg. Por outro lado, a pressdo oncoética no espaco de Bowman
(1r8s) promove a filtragdo, no entanto, é desprezivel, uma vez que o ultrafiltrado raramente
ultrapassa os 10mg/100mL de proteinas (Verlander, 2009; Brown, 2011; Atherton, 2012;

DiBartola, 2012). Assim, a Ps pode ser representada pela seguinte equacao:
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Equacdao 1: Calculo da presséo efetiva de filtracdo
Pr = Pgc — (Ilgs + Mgc)

Considerando isto, a pressao de filtracdo no glomérulo é aproximadamente de 15 mmHg,
sendo similar & pressao dos restantes capilares do organismo. Porém, a TFG, nos capilares
glomerulares, é muito mais elevada do que nos capilares sistémicos. Isto deve-se a
morfologia glomerular e ao facto de, a area de superficie disponivel para a filtracéo e a
permeabilidade do endotélio glomerular, ser muito maior do que a encontrada nos restantes
capilares sistémicos do organismo. Assim, a area de superficie disponivel para a filtracdo e
a permeabilidade inerente do leito capilar influenciam o ritmo da filtracdo e podem ser
representados pela constante de ultrafiltracéo (Kr). Desta forma, a TFG pode ser calculada
pela seguinte equacdo de Starling modificada (Verlander, 2009; Von Hendy-Willson &
Pressler, 2011):
Equacédo 2: Célculo da TFG

TFG = K¢[(Pgc — Pgs) — (Tgc — Mps)] ou TFG = Ky. P

O coeficiente de ultrafiltracdo dos capilares glomerulares € muito mais elevado do que os
restantes capilares do organismo e, consequentemente, a sua taxa de filtracdo ird ser
igualmente maior. No entanto, esta relacdo ndo é constante nem linear, podendo ser
alterada como resposta a hormonas (angiotensina II) ou em caso de doenga (DiBartola,
2012).

2.4.1.3- Regulacao dafiltracdo glomerular e fluxo sanguineo renal

As arteriolas que compdem a vasculatura renal séo de extrema importancia na regulacao do
FSR e da TFG. A medida que a pressdo sistémica varia, a resisténcia dos vasos renais
distais (artérias interlobulares e arteriolas aferentes e eferente) ira adaptar-se, contraindo ou
dilatando de forma a manter o FSR e a TFG inalterados (Kleinstreuer, 2009) (Figura 4).
Desta forma, a pressao hidrostatica glomerular e a pressao oncética glomerular sdo os
determinantes da TFG mais susceptiveis de controlo fisiol6gico, nhomeadamente por
intermédio do sistema nervoso simpatico (SNS), hormonas e autacOides (substancias
vasoactivas libertadas pelo rim) e outros mecanismos de feedback intarrenal ou
autorregulacao renal (Hendy-Willson & Pressler, 2011).

A autorregulacédo refere-se a capacidade que o rim tem de manter o fluxo sanguineo mais
OU menos constante (variacdo <10%) apesar de grandes alteracBes da presséo arterial

(80mmHg-180mmHg) (DiBartola, 2012a; Kleinstreuer, 2009). Os dois mecanismos
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fisiolégicos que contribuem para a autorregulacédo do rim sdo: 0 mecanismo miogénico e o
feedback tubuloglomerular (Hendy-Willson & Pressler, 2011 & DiBartola, 2012a).

O mecanismo micogénico refere-se a capacidade intrinseca dos vasos sanguineos se
contrairem quando a pressdo sanguinea aumenta, pelo que previne o estiramento excessivo
dos vasos e 0 aumento excessivo da GFR e do RBF. Este mecanismo, que ndo é exclusivo
do rim, é indispensavel para manter um tonus vascular basal de forma a assegurar a
perfusdo sanguinea nos 6rgdos principais (Kleinstreuer, 2009). Existe um feedback negativo
extremamente rdpido (1-2 segundos), em que o musculo liso da vasculatura, quando
tensionado, tende a contrair e, quando folgado, tende a relaxar, minimizando as alteracGes
da pressdao hidrostatica glomerular e da TFG (DiBartola, 2012).

O feedback tubuloglomerular € um componente fundamental da autorregulacdo renal e
depende do complexo justaglomerular que, como dito anteriormente, é formado por células
da macula densa (na porgéo inicial do tubulo distal) e células justaglomerulares (localizadas
na parede das arteriolas aferente e eferente). Quando a pressdo sanguinea diminui, a
concentracéo de cloreto de sodio (NaCl) ao nivel da macula densa diminui, o que conduz a
dois efeitos: 1) diminui¢cdo da resisténcia das arteriolas aferentes e consequente aumento da
PGC e da GFR em direcdo a valores normais; 2) aumento da libertacdo de renina pelas
células justaglomerulares, o que ird promover a formacdo de angiotensina Il. Esta por sua
vez ira promover a constricdo da arteriola eferente elevando a PGC e a TFG em direccao a
valores normais (Kleinstreuer, 2009).

Uma das causas mais comuns de diminuicdo da TFG é a diminuicdo da pressao na artéria
renal, secundaria a hipotensdo ou deplecdo de volume. Isto ira levar a ativacdo de
mecanismos neurohumorais, entre 0s quais 0 sistema nervoso simpatico. A inervacdo
simpdtica renal entra na regulacdo das fun¢des do rim, influenciando a hemodinamica renal
através da vasoconstricdo das arteriolas renais e, consequente, diminuicdo do fluxo
sanguineo renal (DiBartola, 2012a). Atua, também, nos tdbulos renais, aumentando a sua
reabsorcao de sédio e o ritmo de secrecdo de renina por parte das células granulares
justaglomerulares (DiBartola, 2012b). A secrec¢éo de renina por sua vez vai ativar o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). A Angiotensina Il, para além de, também favorecer
a reabsorcgéo de sodio nos tubulos proximais, promove a secre¢do da hormona antidiurética
ou vasopressina (ADH) aumentando a reabsorcdo de ureia e agua. Promove, ainda, o
aumento indireto do volume intravascular, ao induzir a secrecdo de aldosterona por parte do
cortex adrenal. Esta ultima aumenta a reabsorcdo de agua e sédio nos DC corticais. Para
além disso, a angiotensina Il € um vasoconstritor sistémico e leva ao aumento da libertacédo
de adrenalina que, por sua vez, aumenta ainda mais a pressao arterial sistémica. O
endotélio, por outro lado, € estimulado tanto pela angiotensina Il como pela ADH e
adrenalina, a produzir e libertar as prostaglandinas vasodilatadoras I, e E,. Estas Ultimas sédo

de extrema importancia como modeladoras do SRAA, mantendo a FSR em estados
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hipovolémicos. A interligacdo destes mecanismos ira aumentar a expansdo de volume
sistémico e consequentemente aumentar a perfusdo renal e a TFG, levando a uma
diminuicdo da libertacdo de adrenalina e angiotensina Il e aumento da secrecdo de
dopamina e peptideo natriurético atrial (ANP). A dopamina promove a dilatacdo das
arteriolas aferente e eferente, diminuindo a vasoconstricao renal induzida pela angiotensina
Il, melhorando a perfusédo renal. Por sua vez, o ANP induz dilatacdo da arteriola aferente e
constricdo da arteriola eferente aumentando a Pcg e a TFG sem alterar a FSR uma vez que
a resisténcia vascular se mantem constante (Hendy-Willson & Pressler, 2011).

Figura 4: Efeitos da alteracdo do tonus das arteriolas eferente e aferente na TFG (GFR) e
FRS (RBF) (Adaptado de DiBartola, 2012)
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2.4.2- Funcéo tubular renal

Grande parte dos solutos de baixo peso molecular essenciais para a fungéo fisiologica
normal do organismo como a glucose, os aminoacidos, e o bicarbonato, sédo livremente
filtrados no glomérulo, no entanto, ndo aparecem na urina. A reabsorcdo tubular é a
responsavel por este acontecimento, sendo que é um processo essencial para a
manutencdo da homeostasia. Mais de 99% da &gua do plasma é filtrada pelos glomérulos e
€ reabsorvida pelos tubulos. Os tubulos proximais e alcas de Henle reabsorvem cerca de
85% da agua e solutos filtrados, ao passo que os DC ajustam a composicao final da urina de

forma a compensar flutuacdes que possam surgir e impedir variagcbes de volume e da
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composicao de fluidos corporais. Se assim nao fosse, haveria a constante necessidade de
repor as perdas em agua e solutos. O processo de reabsorcéo € disposto de forma a que,
proximamente, a reabsor¢cdo ocorra sem ter em conta as necessidades do organismo,
utilizando sistemas de transporte de alta capacidade e baixa afinidade. Ao longo do percurso
tubular estes sistemas de transporte vdo sendo substituidos por outros com baixa
capacidade e alta afinidade, processando a reabsor¢édo de acordo com as necessidades do
organismo (Verlander, 2009; DiBartola, 2012a). Assim, a taxa de reabsorcdo e excrecdo dos
componentes do ultrafiltrado ndo é semelhante nos diferentes segmentos dos tubulos
renais. A principal funcdo dos tubulos proximais é a reabsorcdo, sendo responsaveis por
cerca de dois tercos de solutos e dgua reabsorvidos. Aproximadamente 99% da glucose e
aminoacidos e mais de 90% do bicarbonato sdo reabsorvidos no segmento inicial dos

tdbulos proximais. (DiBartola 2012a).

2.4.3- Mecanismo de concentragdo urinéaria

O mecanismo de concentracdo urinario tem como base o principio fisico de multiplicacdo em
contracorrente cuja base anatomica é a disposicdo em contracorrente dos ramos
ascendente e descendente da ansa e a sua associagdo com os DC (DiBartola, 2012).

A multiplicagcdo em contracorrente € o processo pelo qual o conteddo de dois tubos
adjacentes se desloca em dire¢cbes opostas originando uma concentracdo de solutos
progressivamente maior. O gradiente de concentragéo entre os dois ramos da ansa Henle é
estabelecido com gasto de energia através de trés mecanismos: 1) transporte ativo de sodio
e co-transporte de potassio, cloreto e outros ides ao longo dos ramos ascendentes (porgcéo
grossa); 2) baixa permeabilidade & agua dos ramos ascendentes; 3) alta permeabilidade a
agua dos ramos descendentes (DiBartola, 2012).

Ao sair do tubulo proximal, o fluido tubular passa, entdo, para a ansa de Henle, onde a
osmolaridade da medula renal ira ter um papel decisivo na sua conservagao ou eliminacéo
de agua. A concentracao intersticial da NaCl e consequentemente o gradiente osmotico
corticomendular que permite a reabsor¢do de agua no rim aumenta progressivamente da
cortical para a medular, atingindo o seu maximo na medula interna (1.200 mOsm/Kg). Tal
acontece, como resultado do transporte de NaCl e da reduzida permeabilidade a agua na
porcdo grossa do ramo ascendente. O aumento de pressdo osmética intersticial leva ao
aumento da concentracdo do fluido tubular do ramo descendente pela saida de 4gua para o
intersticio (Reece, 2005; Verlander, 2009).

O fluido tubular, apds percorrer os ramos finos da ansa de Henle, passa para o RGH. Neste,
0 aumento do gradiente osmotico continua através da reabsorcdo ativa de NaCl, por meio
do cotransportador dos ides sddio, potéssio e cloro (NKCC2), e da sua impermeabilidade a

agua (Hasler, 2009). Este processo continua no TCD, de tal forma que a osmolaridade do
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fluido tubular que entra nos ductos coletores é aproximadamente 100 mOsm/Kg de H20,
muito abaixo da osmolaridade do plasma (296 a 300 mOsm/Kg de H,0O) (Verlander, 2009).
Os ductos coletores medulares internos (DCMI), também contribuem para a hipertonicidade
medular através da reabsor¢cdo de ureia. Uma vez que, as porcdes cortical e medular
externa dos DC sd@o impermeaveis a ureia, a sua concentracdo aumenta proporcionalmente
a reabsorcao de 4gua. Assim, é criado um gradiente de reabsorcado de ureia na porcéo
medular interna dos DC, altamente permeavel a mesma. Para além disso, a ADH aumenta
também a permeabilidade a ureia nesta regidao do DC. No entanto, a ureia para além de se
acumular na medula interna, conduzindo a saida de 4gua dos RDH e, consequentemente, a
concentracdo de fluido tubular, volta a entrar no sistema tubular, através de um sistema de
recirculacao de ureia. Ademais, o NaCl pode difundir-se pelo intersticio na por¢cdo medular
interna dos ramos ascendentes, contribuindo também para a reabsor¢cdo de agua nos
ductos coletores (Figura 5) (Yang & Bankir, 2005; Verlander, 2009).

Figura 5: Permeabilidades diferenciais do sistema tubular e mecanismo de concentracdo de
urina (Adaptado de Jamison & Maffly,1979)
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2.4.3.2- Papel da hormona antidiurética no mecanismo de concentragado urinario

A ADH desempenha um papel de extrema importancia na manutencdo do ambiente
hiperosmético na medula interna uma vez que controla a expressdo de um conjunto
diversificado de proteinas chave, localizadas em lugares especificos do nefrénio, que
modelam o0 mecanismo de concentracdo contracorrente.

A ADH regula a quantidade e expressao dos cotransportadores NKCC2 na superficie das

células do RGA, que ira determinar a concentragcdo de NaCl intersticial; coordena a
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expressdo dos canais de sodio epiteliais juntamente com a bomba de sédio e potassio
(Nat+/K+ATPase) no DC; aumenta a permeabilidade da ureia através do aumento da
expressao de transportadores de ureia UT-A; e na membrana apical e UT-A; ha membrana
basolateral do DCMI; aumenta, também a expressao dos transportadores de ureia UT-A; no
RDH e aumenta a reabsor¢cdo de &gua através do aumento da expressao dos
transportadores de agua AQP2 na superficie das células do DC (Hasler, 2009). Desta forma,
a ADH aumenta a reabsorcdo de solutos e intensifica o gradiente osmotico para a
reabsorcao de agua.

3 - Funcéo glomerular

A determinagdo da TFG é o melhor indicador da fung¢éo renal global, uma vez que esta
diretamente relacionado com a massa renal funcional. Esta pode ser determinada por
diversos métodos com sensibilidades, especificidades e disponibilidades muito diferentes
como a determinacdo de ureia e creatinina séricas, a depuracdo de creatinina enddgena e
exogena, a depuracao plasmatica de radioisétopos e a cintigrafia renal, entre outros (Heiene
& Lefebvre, 2007).

3.1- Ureia sérica

A ureia é sintetizada no figado através da amonia originada do catabolismo de proteinas
tanto exdégenas (dieta) como enddgenas. Esta € excretada pelo rim através da filtracdo
glomerular, estando a sua concentragdo sérica inversamente relacionada com a TFG. O
limite maximo da ureia plasmatica é aproximadamente 8-25 mg/dl (DiBartola, 2010).

A determinacdo da concentragdo plasmatica de ureia ndo € um método de diagndstico fiavel
na medicdo da TFG, uma vez que a concentracdo sérica de amodnia € muito variavel e,
portanto, a producéo e excrecdo de ureia ndo é feita a um ritmo constante. Esta pode estar
aumentada quando séo ingeridas dietas com alto teor proteico e, por esta razdo, a sua
medicdo sO deve ser realizada com um jejum prévio de 8 a 12 horas. Estados catabolicos
(jejum prolongado, infecéo, febre), hemorragia gastrointestinal e a administracéo de alguns
farmacos (tetraciclinas, glucocorticéides e agentes antineoplasicos) também podem
aumentar a ureia plasmatica (Heiene & Lefebvre, 2007). Por outro lado, a concentracédo
plasmatica de ureia pode estar diminuida, quando séo ingeridas dietas pobres em proteina,
guando sao administrados esteroides anabdlicos e, também, em caso de insuficiéncia
hepatica grave ou em shunts portossistémicos.

Para além disso, a ureia, pode ser reabsorvida passivamente nos tdbulos renais,
principalmente quando o ritmo de fluxo tubular é lento, como acontece em caso de

desidratacao ou deplecdo de volume. Assim, nestas situacdes, ha diminuicao da depuracao
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de ureia sem gue haja diminuicdo da TFG, sobrestimando a lesdo renal (DiBartola, 2010).
Ademais, como j& foi dito anteriormente, a permeabilidade dos ductos coletores a ureia é
influenciada pela presenca de ADH (Heiene & Lefebvre, 2007).

Devido ao facto de a concentracdo plasmatica de ureia ser influenciada por um conjunto de
variaveis ndo renais, esta ndo é considerada um bom indicador da TFG (DiBartola 2011). A
avaliacdo da funcédo renal, usando apenas a concentracdo de ureia plasmética pode, no
entanto, ser um indicador indireto Gtil e dar alguma informagdo quando determinado

juntamente com a creatinina sérica (Heiene & Lefebvre, 2007).

3.2- Creatinina sérica

A creatinina é produzida através da degradacao da creatina e creatina fosfato presente tanto
no mausculo-esquelético como nos alimentos, estando a sua producdo diaria dependente,
principalmente da massa muscular do animal. O sistema musculo-esquelético contém cerca
de 95% da creatina corporal total. Animais jovens tém menos creatinina sérica do que
adultos, principalmente machos, uma vez que estes Ultimos tém maior massa muscular
(Braun, Lefebvre, & Watson, 2003; DiBartola, 2010). Esta conversdo de creatina em
creatinina ocorre a um ritmo quase constante, sendo minimamente afetada pelo consumo de
proteina, pelo metabolismo e pela atividade fisica. Ao contrario da ureia, a creatinina apenas
é afetada por graus elevados de desidratacdo (> 5%) que sejam capazes de alterar a TFG
(Braun et al., 2003; Heiene & Lefebvre, 2007; Hendy-Willson & Pressler, 2011). Esta é
excretada quase exclusivamente por filtracdo glomerular e a sua concentragcdo sérica varia
inversamente com a taxa de filtracdo glomerular. Por conseguinte, a determinacdo da
depuracdo da creatinina € um bom indicador da TFG (DiBartola, 2010).

Em humanos com insuficiéncia renal cronica, pode ocorrer difusédo de creatinina para o
intestino, onde esta € posteriormente hidrolisada em creatina, e uma parte é reabsorvida e
outra parte é degradada pela flora intestinal e excretada pelas fezes. Todavia, este processo
em cédes nao € significativo, visto que mais de 95% da creatinina administrada € recuperada
pela urina em 24 horas (Braun et al., 2003).

A creatinina pode ser fracamente secretada nos tUbulos renais proximais em caes,
particularmente em machos, o que pode levar a sobrestimacdo da TFG. No entanto,
segundo Finco e seus colaboradores (1991), este processo tem pouca relevancia, mesmo
em machos com insuficiéncia renal crénica. A raga também pode ter impacto na
concentracdo de creatinina sérica. Variagdes intra-individuais e o sexo tém pouca influéncia.
Certos farmacos podem afetar a creatinina plasmatica, ao diminuir a TFG (gentamicina,
anfotericina B, morfina, furosemida entre outras) (Braun et al., 2003).

A medicdo de creatinina é feita através da reagdo com &cido picrico, conhecida por reacao

de Jaffe (Watson et al. 2002). Porém, esta reacdo ndo é especifica para a creatinina,
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medindo um conjunto de outras substancias cromogéneas sanguineas. Apesar de nao
estarem presentes na urina, estas substancias representam aproximadamente 50% da
concentrac@o de creatinina sérica normal. Contudo, quando surge perda de funcéo renal e
diminuicdo da TFG, a creatinina vai aumentando e os cromogéneos mantém-se constantes.
Uma das formas de ultrapassar esta ndo- especificidade da reacdo de Jaffe é através da
medi¢&o da creatinina pelo método enzimético (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

Os valores de concentracdo de creatinina sérica em cées saudaveis encontram-se entre 0.3
a 1.3 mg/dl. O aumento de creatinina e ureia séricos, acima dos valores normais, quando
causas extrarenais formam descartadas, significa que houve uma reducéo de cerca de 75%
do parénquima renal funcional. Posto isto, a determinac¢do da concentracdo de creatinina e
ureia plasmatica sdo pouco sensiveis na determinacdo de estadios precoces de disfuncéo
renal. Ademais, nestes estadios existem grandes alteracBes na TFG, no entanto, apenas
pequenas alteragbes de creatinina sérica. Por outro lado, na doenca renal avancada,
existem grandes alteracdes na creatinina sérica mas pequenas alteracdes da TFG. Assim
sendo, a creatinina torna-se um marcador pouco sensivel na determinacdo da diminuigéo da
TFG ou a sua progressdo em doentes com diminuicdo grave da fung&o renal (Figura 6)
(Heiene & Lefebvre, 2007; DiBartola, 2010).

A sensibilidade da determinacdo da creatinina sérica pode ser aumentada, através de
medi¢bes consecutivas no mesmo paciente, ao longo do tempo. Um aumento maior que
35umol/l (0,40 mg/dl) de creatinina plasmatica, entre duas medicdes consecutivas, em cées
adultos saudéaveis pode ser indicativo de diminuicdo da TFG (Heiene & Lefebvre, 2007).
Esta diminuicdo de sensibilidade da medicdo sérica de creatinina, também pode ser
ultrapassada, através da determinacdao da depuracdo de creatinina enddgena ou exdgena
(Braun et al., 2003).

Apesar disto, a determinacao da concentracdo de creatinina plasmatica, juntamente com a
determinacdo da concentracdo de ureia plasmatica, sdo atualmente, os parametros mais
utilizados na clinica de rotina, para avaliar a funcéo renal. Para além disso, a concentracao
de creatinina plasmética € usada no estadiamento da doenca renal cronica em canideos e

felideos pela International Renal Interest Society (IRIS) (Lefebvre, 2011).
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Figura 6: Relacdo entre a TFG e a concentragdo de creatinina plasméatica
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3.3- Cistatina C

A cistatina C é uma molécula de baixo peso molecular (13 kDa) pertencente a superfamilia
de proteinases inibidoras de cisteina. E sintetizada em todas as células nucleadas a um
ritmo constante e libertada durante processos inflamatérios, quando se processa a
fagocitose. As suas principais fungdes sdo: controlar a inflamagéo, regular o catabolismo
proteico intra e extracelular e a penetracdo de células tumorais. Pode ainda ter alguma
funcdo antiviral e antibacteriana (Wehner, Hartmann & Hirshberger, 2008; Miyagawa,
Takemura & Hirose, 2009a; Salgado et al., 2010). Em humanos, a cistatina C é considerada
melhor marcador indireto da TFG do que a creatinina sérica, principalmente quando estes
apresentam diminuicdes ligeiras a moderadas da TFG. Em Medicina Veterinaria, pelo
contrario, ambos se relacionam bem com a TFG e ambos tém sensibilidades e
especificidades muito semelhantes (0.78 e 0.98 para a cistatina C, e 0.66 e 0.94 para a
creatinina) (Heiene & Lefebvre, 2007). A cistatina C ndo é grandemente influenciada pela
dieta, idade e sexo. No entanto, estudos recentes em humanos mostraram que esta esta
aumentada, em homens de maior estatura e peso, com maior propor¢ao de massa corporal
magra e idade mais avancada (Hawkins, 2011).

A concentracdo sérica de cistatina C, em cades saudaveis, é cerca de 1 mg/dl (DiBartola,
2010). Esta é filtrada livremente nos glomérulos renais, ndo sendo secretada pelos tabulos
renais, no entanto é quase totalmente reabsorvida e catabolizada por estes. Assim sendo, a
determinacdo da sua depuracdo urinaria ndo pode ser medida uma vez que a cistatina C
praticamente ndo é excretada na urina (Salgado et al., 2010). Esta caracteristica pode ser
usada no diagnéstico de lesdes tubulares, em que a sua concentracdo urinaria podera estar

aumentada (Monti, Benchekroun, Berlato & Archer, 2012). A sua concentracdo pode,
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também, ser afetada pela presenca de inflamacdo ou neoplasia (DiBartola, 2010), ao
contrério do que outros estudos indicam (Wehner et al., 2008). Em humanos, existem
evidéncias de que altas doses de glucocorticéides (500mg de metilprednisolona) podem
levar ao seu aumento. Também a funcdo da tiréide parece influenciar a sua concentracédo
sérica. Doentes com hipertiroidismo tém concentracdes de cistatina C sérica aumentadas e
doentes com hipotiroidismo tém concentragfes de cistatina C sérica diminuidas (Salgado et
al., 2010).

Um estudo feito por Wehner e seus colaboradores (2008) em cées, sugeriu que a cistatina C
€ um teste mais sensivel (76% cistatina C sérica e 65% creatinina sérica) na determinacao
da diminuicdo da TFG. No entanto, o facto de a creatinina sérica ter uma maior
especificidade (91%) do que a cistatina C (87%) nédo torna a medi¢cdo da concentracdo de
cistatina C um parametro superior & medicdo da concentracdo de creatinina plasmatica.
Porém, o uso de ambos podera ser uma mais-valia no diagndstico precoce de doenca renal.
Em suma, as vantagens da avaliacdo de cistatina C, como exame de diagnostico, ainda sdo
um pouco controversas em Medicina Veterinaria, necessitando de mais investigacdo. Assim
sendo, para uma avaliacdo mais precisa da TFG, é preferivel usar a depuragdo de um
marcador de filtragdo como a depuracdo de creatinina, em vez de adicionar a lista de

exames complementares a determinacéo de cistatina C (DiBartola, 2010).

3.4- Determinacdo da taxa de filtracdo glomerular

Apesar da determinacédo da TFG ser o parametro que melhor avalia a funcéo renal, a sua
determinagdo é ainda uma ferramenta de diagndstico e maneio da doenga renal pouco
usada em Medicina Veterinaria (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011). Consideracdes
praticas e de financiamento tém limitado o uso destas técnicas a centros de investigagéo, a
alguns hospitais escolares a grandes hospitais privados (Heiene & Moe,1998; Watson et al.,
2002; Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

3.4.1- Definicdo dos conceitos de depuracdo e marcadores de filtragdo glomerular

A funcdo excretéria renal é feita pelo conjunto de processos que constituem a funcéo
glomerular (filtracdo) e a funcdo tubular (secrecdo e absorcdo). Apesar de a funcéo
glomerular e tubular ndo poderem ser determinados diretamente podem, no entanto, ser
estimados através da depuracdo de uma substancia. A depuracao de uma substancia é o
volume de plasma que é limpo dessa substancia por unidade de tempo. Por exemplo, se a
depuracdo € 10 ml/Kg, a quantidade de substancia removida por quilograma sera igual ao
montante presente em 10ml de plasma. A substancia depurada € designada por marcador

de filtracdo (Heiene & Moe, 1998; Linnetz & Graves, 2010). Para ser considerado um
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marcador de filtracdo ideal, este ndo pode ligar-se a proteinas, nao pode entrar nos
eritrécitos e, € apenas excretado pelos rins através da filtragdo glomerular, sem secre¢édo ou
reabsorcdo tubular. Para além disso, ndo pode ser téxico para o organismo nem alterar a
TFG (Heiene & Moe, 1998).

A inulina é considerada o marcador de filtracdo ideal, e a sua depuracdo é a técnica gold
standard para a medicdo da TFG. No entanto, existem varias outras técnicas, tanto em
Medicina Humana como em Medicina Veterinaria, capazes de estimar a TFG. Estas técnicas
diferem no marcador de filtracdo usado, na técnica de amostragem, na rapidez, nos custos,
no modelo farmacocinético e na necessidade de licengcas e instalagcbes especializadas
(Linnetz & Graves, 2010).

Os marcadores de filtrag&o séo classificados em radionuclideos e ndo-radionuclideos. Como
os marcadores radionuclideos requerem instalacdes especializadas, licencas, e pessoal
treinado, o seu uso é limitado. Os marcadores nao-radionuclideos sao subdivididos em
agentes iodados e ndo-iodados. Estes, ao contrario dos anteriores, ndo requerem
instalacdes especiais, licengas ou pessoal treinado. Os agentes iodados sdo classificados

ainda em iénicos ou ndo-iénicos (Tabela 1) (Linnetz & Graves, 2010).

Tabela 1: Marcadores de filtragdo mais comummente usados (Adaptado de Linnetz &
Graves, 2010)

Marcadores radioativos

e Inulina marcada com carbono 14 (**C-Inulina)

e Acido Tc 99m dietilenotriaminapentacetico (**"Tc-DTPA)
e Acido Cr 51 etilenediaminotetraacetico (**Cr-EDTA)
Marcadores nao radioativos

e lodados

o lénicos: lotalamato

o Nao ionico: lohexol, iopamidol
e Nao iodados

Inulina

Creatinina (endégena ou exdgena)

3.4.2- Indicacéo para a determinacéo da TFG

A determinacdo da TFG é ja muito usada no ramo da investigacdo e também o podera vir a

ser na &rea de clinica. Esta esta indicada em pacientes com sintomas clinicos vagos e com

aumentos ligeiros da creatinina sérica. Auxilia na distingdo de doenca renal intrinseca de
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outras causas de poliaria/polidipsia (PU/PD), proteindria ou hematiria em pacientes nao
azotémicos. Pode ajudar na determinacdo de progndstico em pacientes com doenca renal,
diagnosticada previamente. Pode ser Util na monitorizacdo e avaliacdo do ajusto de doses
de farmacos com baixo indice terapéutico e que séo eliminadas pelo rim, ou farmacos
potencialmente nefrotéxicos. O seu uso pode, também, ser uma mais-valia na confirmacgéo
de lesBes renais ap6s um evento especifico, como choque ou cirurgia extensa. Para além
disso, € um exame vantajoso para a avaliacdo da funcdo renal previamente a uma

nefrectomia ou transplante renal (Heiene & Moe, 1998; Heiene & Lefebvre, 2007).

3.4.3- Depuracdo urinaria e depuracao plasmaética

A depuracao urinaria de uma substancia refere-se ao volume de plasma depurado, dessa
mesma substancia, que ird aparecer na urina. A depuracdo urinéria de inulina é o método
classico de referéncia. A inulina € um polimero de frutose, que é eliminado do plasma
exclusivamente através da filtracdo glomerular e cumpre os critérios de um marcador de
filtracdo ideal. E administrada através de infusdo continua, de forma a que a sua
concentragdo plasmética atinja um nivel estacionario e valores constantes. A bexiga é
esvaziada através de algaliacdo, e este procedimento € repetido apds um determinado
periodo de tempo, sendo colhida a urina formada nesse intervalo de tempo. O fluxo de urina
(volume de urina produzida por unidade de tempo), a concentracdo plasmatica e urinaria de
inulina sdo necessarias para calcular a depuracgdo urinaria de inulina, através da seguinte

equacao:

Equacéo 3: Célculo da depuracgédo urinéria de uma substancia
(UxC,)
U=
CP

Em que Dy se refere & depuracdo urinéria, U é o fluxo de urina em ml/min, C, € a
concentra¢do do marcador na urina expresso em mg/ml, e C, é a concentragcdo plasmatica
do marcador expressa em mg/ml (Heiene & Moe, 1998; Linnetz & Graves, 2010, Lefebvre,
2011).

Porém, para que a TFG néo seja subestimada pela realizacdo da depuracgéo urinaria de uma
substancia, € necessario fazer-se a colheita completa de urina. Desta forma, é imperativo o
uso de algalia ou de jaula metabdlica, para a sua colheita periddica. Tal facto torna esta
técnica pouco pratica e, no caso de se optar por algaliar os animais, envolve riscos de
infecd@o urinaria (Heiene & Moe, 1998; Heiene, Lefebvre, 2007; Linnetz & Graves, 2010).

A determinacao de depuracao plasmatica de um marcador de filtragcdo surge assim, como

alternativa a depuracado urinaria, para a determinacdo TFG. Se o marcador de filtracdo é
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unicamente eliminado por via renal, através da filtracdo glomerular, ndo sendo excretado ou
reabsorvido pelos tubulos renais, entdo a depuracéo renal € igual a depuragdo plasmética
(Von Hendy-Willson & Pressler, 2011). A depuracdo plasmatica € determinada através da
medicao do ritmo de desaparecimento de um marcador apos a sua administracéo por bolus
intravenoso. Com esta técnica, apenas sdo necessérias colheitas periddicas de sangue,
sem necessidade de colheitas de urina e algaliacdo. No entanto, o calculo da depuragéo
plasmatica € mais complicado do que o calculo da depuracdo urinaria. Uma curva de
desaparecimento do marcador é gerada através do logaritmo da concentragdo plasmética
do marcador versus o tempo. Usando modelos farmacocinéticos € determinada a area sob a
curva (ASC). A depuracdo plasmatica é calculada dividindo a dose de marcador

administrada (D) pela ASC.

Equacéo 4: Depuracao plasmatica de uma substancia

D
Dplasma = R

Esta curva é determinada através de mdltiplas colheitas de sangue em diversos intervalos
de tempo durante um periodo de tempo previamente definido. O nidmero de colheitas de
sangue e 0s tempos em que estas sdo feitas, ap6s a administracdo do marcador de
filtracdo, estdo dependentes do modelo farmacocinético escolhido (Von Hendy-Willson &
Pressler, 2011, Linnetz & Graves, 2010).

3.4.4- Modelos farmacocinéticos para o célculo da TFG

Matematicamente para o calculo da TFG, o organismo pode ser dividido em diversos
compartimentos, dependendo do modelo farmacocinético aplicado. Assim, apds a
administracdo do marcador de filtracdo este distribui-se pelos véarios compartimentos
fisiol6gicos como o figado, tecido adiposo e matriz extracelular (Heiene & Moe, 1998). A
ASC da concentracdo plasmatica do marcador versus o tempo €, entdo, definida de acordo
com o numero e o tipo de compartimentos usados na constru¢do do modelo aplicado (Von
Hendy-Willson & Pressler, 2011).

No modelo farmacocinético mono-compartimental, assume-se que 0 organismo apenas tem
um compartimento e que o marcador apés administrado é imediatamente distribuido pelo
corpo. Este modelo produz assim, uma curva de concentracdo de marcador, versus tempo
mono-exponencial. Esta é representada por uma linha reta, em que a linha de declive entre
quaisquer dois pontos de tempo é assumida como constante, durante a eliminacdo do
composto. Por este motivo, este modelo torna-se aliciante uma vez que, ndo s&o

necessarias muitas colheitas sanguineas para produzir a curva. No entanto, a distribuicdo
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imediata do marcador de filtracdo, na realidade, ndo ocorre, o que pode conduzir a um erro
clinicamente relevante, no calculo da TFG (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

O modelo farmacocinético bi-compartimental tem em conta a distribuicdo do marcador de
filtracdo pelos tecidos. O decréscimo plasmético do marcador, inicialmente, é devido ao seu
transporte do sistema vascular para os tecidos corporais, seguido pela sua posterior
eliminacdo do organismo. Este sistema €, entdo, representado por duas linhas retas e é
considerado mais preciso do que o mono-compartimental (Figura 7a). No entanto,
alteragbes no volume do fluido extracelular podem impedir a sua resolugdo, devido a uma
redistribuicdo mais lenta, tornando este modelo inadequado (Von Hendy-Willson & Pressler,
2011).

O modelo farmacocinético multi-compartimental considera mais do que dois compartimentos
e cada um destes, é representado por uma linha reta de forma semelhante ao que acontece
no modelo bi-compartimental (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011). No entanto, modelos
com mais de trés compartimentos raramente sdo usados uma vez que 0 aumento de
precisdo no uso de modelos mais complicados é considerado desnecessério (Heiene &
Moe, 1998).

O modelo farmacocinético ndo-compartimental calcula a ASC, usando o método trapezéide,
somando a area de cada trapézio definido pela curva (Figura 7b). Este modelo tem a
vantagem de nao ser necessario definir-se qualquer compartimento, para além de ser mais
preciso quando a depuragdo de um marcador ocorre de forma exponencial. No entanto, tem
a desvantagem de necessitar de colheitas sanguineas frequentes, até a maior parte do
marcador ser eliminado. Isto deve-se ao facto de a porcéo final da curva ser estimada
através da ultima colheita, em que supostamente a concentracdo plasmatica do marcador é
igual a zero. Assim, o término precoce de colheitas sanguineas obrigam a que uma maior
porcao da curva tenha que ser estimada e consequentemente aumenta o erro no calculo da
TFG (Heiene & Moe, 1998; Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

Em suma, o uso de modelos farmacocinéticos veio permitir a determinacdo da TFG através
de métodos mais praticos, simples e rapidos. Através da depuragdo plasmética evita-se a
algaliagdo ou o uso de jaulas metabdlicas para colheita completa de urina (Von Hendy-
Willson & Pressler, 2011).
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Figura 7: Concentragdo plasmatica de iohexol versus tempo num modelo di-compartimental;
b) Concentracdo plasmatica de iohexol versus tempo num modelo ndo comportamental da

concentracao versus tempo (Adaptado de Heiene & Moe, 1988)
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3.4.5- Variabilidade da TFG e sua padronizacao

Existe, ainda hoje, uma grande variabilidade nos valores de referéncia da TFG. Num estudo
realizado por Miyagawa, Takemura e Hirose (2009b), a média da depuracdo plasmatica de
iohexol (DPi) utilizando trés amostras sanguineas no grupo controlo, mostraram resultados
significativamente diferentes. Isto vai de encontro a muitos estudos que comprovam gue 0S
valores de referéncia para a TFG sdo bastante varidveis em caes saudaveis. Isto podera
acontecer, uma vez gue os rins destes cées apresentam uma ampla reserva funcional. Para
além disso, a TFG pode ser afetada por diversos fatores ndo renais como a dieta, o
ambiente, o estado de hidratacdo, o método de medicdo da TFG e o modelo farmacocinético
usado para o célculo a ASC. Por conseguinte, deve-se usar cada cdo como 0 seu préprio
controlo e os valores de referéncia para a TFG deverdo ser estabelecidos por cada
laboratério (Goy-Thollot et al., 2006a; Miyagawa et al., 2009b).

A unidade padréo para a depuragéo e TFG é representada por mililitros por minuto (ml/min).
Porém, a sua utilidade é questionavel uma vez que ndo tem em conta o tamanho corporal,
ou seja, valores de TFG normais num gato podem ser muito diferentes dos valores normais
para um cao. Até dentro da mesma espécie os valores podem diferir muito devido a
diversidade de tamanhos e pesos nas diferentes ragas de cdes. Assim, para ultrapassar
este facto, tanto em Medicina Humana como em Medicina Veterinaria a TFG € sempre
padronizada a alguma medida de tamanho corporal. Em Medicina Humana utiliza-se a area
de superficie corporal (ASupC) e em Medicina Veterinaria utiliza-se a peso corporal (PC).
Desta forma, a TFG em Medicina Veterindria e usualmente expressa em ml/min/Kg,
permitindo a comparagdo de individuos com diferentes portes. Assume-se, assim, que a

captacdo ou depuracdo renal € diretamente proporcional ao peso corporal. No entanto,
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expressar a TFG em termos de PC pode ndo ser a relacdo fisiologica mais correta,
principalmente em cées de porte pequeno (<10Kg) ou grande (>50Kg). Para além disso, a
gordura tem um baixo ritmo metabdlico contribuindo pouco para a TFG. Em humanos, os
valores padrdo da depuracdo sdo representados através da ASupC (ml/min/m? ou
ml/min/1.73m°) uma vez que esta se encontra bem relacionada com o ritmo metabdlico
basal. No entanto, uma estimacéo correta da ASupC em cées ¢é dificil devido a diversidade
de formas e tamanhos encontrados nas diferentes racas. O volume de fluido extracelular,
também tem sido utilizado como método de padroniza¢do, uma vez que a sua regulacéo
estd intimamente ligada a TFG. Todavia, os resultados, utilizando este método, tém sido
controversos € mais estudos sdo necessarios para a sua utilizacdo como método padrao.
Por conseguinte, é necessaria mais investigacdo nesta area de forma a encontrar o método
ideal de padronizacdo para a determinacdo da TFG em veterinaria (Heiene & Moe, 1998;
Goy-Thollot, Chafotte, Besse, Garnier & Barthez, 2006a; Linnetz & Graves, 2010; Von
Hendy-Willson & Pressler, 2011).

3.4.6- Técnicas e marcadores utilizados

3.4.6.1- Inulina

A inulina é um polimero da frutose que preenche grande parte dos critérios necessarios para
um marcador de filtracdo. No entanto, os problemas praticos da inulina e a sua analise
laboratorial limitam o seu uso. Muitas vezes € necessario usar sedacdo para algaliar os
animais e a algaliacdo envolve alguns riscos, como ja foi referido anteriormente. A
necessidade de uma colheita completa e precisa de urina, durante 24 horas através, de
algaliacdo ou utilizacdo de uma jaula metabdlica, torna a depuracdo urinaria de inulina um
exame complementar pouco pratico. Para além disso, a determinacao precisa da depuracéo
urinaria de inulina (DUI) esta dependente do conhecimento da concentracdo plasmatica de
inulina em cada instante em que a urina estd a ser colhida. Este pré-requisito seria
facilmente atingido se a concentragdo de inulina se mantivesse constante durante todo o
procedimento de colheita de urina onde, neste caso, apenas uma colheita de sangue seria
necessaria. Na pratica, a inulina ndo se mantem constante no plasma e para se conseguir
determinar corretamente a TFG, sdo necessarias mais do que uma colheita sanguinea.
AlteragBes repentinas, tanto na concentragdo plasmatica de inulina como no ritmo de fluxo
de urina podem afetar a precisdo da medicado da depuracgéo urinéria (Von Hendy-Willson &
Pressler, 2011).

Um estudo reportado em 2003 (Buranakarl, Kijtawornrat, Nampimoon, Chaiyabutr, Bovee,
2003) avaliou a validade do uso da depuragédo plasmética de inulina (DPI) administrada

numa injecdo Unica comparando com a depuracdo urinaria de creatinina exdgena (PUCEX)
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em cées com fluxo renal reduzido. Este estudo concluiu que, a determinagdo da TFG
através da DPI se encontra estreitamente relacionada com a depuracdo urindria de
creatinina exdgena.

O desenvolvimento de um ensaio enzimatico da inulina veio permitir 0 seu uso em
procedimentos de rotina. Este utiliza o polifrutosan-S (Sinistrina) que € um polifructosan
similar & inulina. Um estudo (Haller, Muller, Binder, Estelberger, & Arnold, 1998) refere que a
sua depuracdo, usando o método de injecao Unica, € um exame complementar util no
diagndstico de doencga renal em estadio precoce. Para além disso, elimina a necessidade de
colheita de urina, que, por sua vez, pode ser uma fonte de erro. Apenas € necessario
administrar pequenos volumes e 0 equipamento necessario € pouco dispendioso. Nesse
estudo, a depuracdo plasmatica da Sinistrina, foi considerado um método pouco
dispendioso, simples e preciso.

Recentemente, a inulina tornou-se comercialmente disponivel através de um método
enzimatico automatizado (Kimata, Mizuguchi, Hattori, Teshima, & Orita, 2009) e novos
estudos tém sido feitos de forma a determinar a TFG pela depuragéo plasmatica de inulina
sem necessidade de colheita de urina (Nishida, Uechi, Kono, Harada, & Fujiwara, 2012).
Segundo Nishida e seus colaboradores (2012), a TFG pode ser estimada pela infuséo ou
depuragdo plasmética de inulina em caes saudaveis, no entanto, mais estudos s&o
necessarios em animais com doenca renal. Valores reportados para a DUl encontram-se
entre 3.39 + 0.73 e 4.60 + 0.15 mL/min/Kg em cées saudaveis (Linnetz, Graves, 2010).

Nos ultimos anos, diferentes marcadores tém sido também validados como alternativa a
depuracéo de inulina, incluindo a creatinina, marcadores radioativos como o *™Tc-pentetate
e o *'Cr-EDTA e marcadores iodados de meio de contraste radiograficos (Goy-Thollot,
Chafotte, Besse, Garnier, Barthez, 2006a)

3.4.6.2- Creatinina

A depuracdo tanto urinaria como plasmatica de creatinina endégena e/ou exdgena tem sido
muito estudada nos Udltimos anos, uma vez que é uma substancia acessivel e a sua
determinagéo € simples e pouco dispendiosa. Para além disso, cumpre a maioria dos pré-
requisitos para ser considerada um bom marcador de filtragdo. A potencial desvantagem da
creatinina, como referido anteriormente, prende-se com o facto de esta poder ser secretada
nos tabulos renais, principalmente em machos (Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

A depuracgéo urinaria de inulina e creatinina séo considerados os métodos de referéncia na
medicdo da TFG em humanos e animais. No entanto, a depuragdo urindria de creatinina
endégena (DUCEd) apresenta as mesmas desvantagens da DUI, sendo estes métodos
muito pouco praticos em cenarios clinicos (Miyagawa, Takemura & Hirose, 2009b). Para

além disso, a indicacdo para este teste surge em pacientes ndo azotémicos com suspeita de
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doenca renal em e que a persisténcia sérica de cromogéneos sanguineos podem influenciar
os resultados da TFG, contribuindo para valores falsamente menores da TFG. Este facto,
como dito anteriormente, pode ser evitado pela determinacdo de creatinina pelo método
enzimatico, apesar de a medicao de creatinina enddégena por este método também ter tido
resultados bastante controversos quando comparados com a DUI. Apesar de a precisao da
DUCEd ainda néo ter sido completamente estabelecida esta é cada vez menos utilizada,
uma vez que novos métodos tém surgido com resultados mais fiaveis e faceis de executar
(DiBartola, 2010; Von Hendy-Willson & Pressler, 2011).

Para ultrapassar os problemas inerentes & DUCEd, desenvolveu-se o método de depuragéao
de creatinina exogena (DCE). Para a sua realizacdo, é necessario a administracdo de
creatinina exégena por via subcutanea (SC), via endovenosa (IV), por bolus, ou infusdo
continua, de forma a aumentar a creatinina plasmatica ao ponto de o0os cromogéneos
sanguineos poderem ser considerados insignificantes. A sua depuragdo pode,
posteriormente, ser avaliada pelo método plasméatico ou urinario uma vez que ambas as
técnicas apresentam boa correlagdo com a DUI (Finco, Coulter, Barsanti, 1981; Finco et. al.,
1991; Watson, Lefebvre, Concordet, Laroute, Ferré, Braun, Conchou, & Toutain, 2002; Von
Hendy-Wilson & Pressler, 2011).

A depuracdo plasmatica de creatinina exégena (DPCEXx) tem sido alvo de muitos estudos
uma vez que € um método de determinacdo da TFG simples, facilmente acessivel e sem
grandes custos. Esta pode ser medida através da analise farmacocinética da curva
representada pela concentragdo plasmatica de creatinina exdgena-tempo. A caracterizacdo
desta curva é conseguida, determinando a concentracdo de creatinina exégena plasmatica,
ao longo do tempo, através de colheitas multiplas e seriadas de sangue (Finco, 2005). A
DPCEXx ou sobrestima a TFG ou leva a resultados muito similares quando comparado com a
DUI e portanto foi considerado um bom indicador da TFG em cées (Watson et al., 2002;
Finco, 2005). Tem a vantagem de ndo necessitar de colheitas de urina, sendo uma técnica
mais simples e préatica de executar num cenério clinico. Contudo, a sua precisdo esta
dependente do modelo farmacocinético utilizado para o céalculo da ASC de concentracédo de
creatinina plasmatica-tempo, do nimero e do arbitrio das colheitas sanguineas feitas para o
seu calculo. As colheitas sanguineas devem prolongar-se por um periodo superior a 10
horas em animais com disfunc¢éo renal (diminuicdo da TFG em 60-70%). No entanto, em
cdes nao azotémicos podera ser adequado prolongar as colheitas sanguineas por um
periodo inferior a 10 horas, porém, esta hipétese requer validagdo (Watson et al., 2002;
DiBartola, 2010 Von Hendy-Wilson & Pressler, 2011).

Segundo Lefebvre e seus colaboradores (2004), a média de valores TFG determinada pela
DPCEx em cées saudaveis é de 3,0 £ 0,68 mL/kg/min

Neste trabalho, escolheu-se a DPCEXx para avaliar a funcao renal, uma vez que € um dos

métodos considerados de referéncia na medicdo da TFG. Para além disso, a sua
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determinacdo € facil e pouco dispendiosa e principalmente, por 0s equipamentos
necessarios para a sua medicdo, se encontrarem disponiveis no laboratério de farmacologia

e toxicologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

3.4.6.3- Marcadores radioativos

Os radiois6topos podem ser usados para estimar a TFG em caes, através da depuracdo
plasmatica dos mesmos ou através da cintigrafia renal. Esta Ultima baseia-se na captacdo
do marcador radioativo pelo rim (Daniel, Mitchell, Mawby, Sackman, Schmidt, 1999). Os
marcadores radioativos tém ganho popularidade ao longo dos anos, uma vez que a sua
concentracdo plasmatica é facil de aceder (Barthez, Chew, & DiBartola, 2001). A depuracao
plasmética destes agentes tém as mesmas vantagens e limitagbes, como descrito
anteriormente, no entanto os procedimentos que utilizam radioisétopos, exigem
conhecimentos técnicos e equipamentos especializados, geralmente disponiveis em
institutos de referéncia, que trabalhem com medicina nuclear.

O | ou '®-iotalamato, &cido *'Cr-etilenodiaminatetracetico (EDTA) e o &cido *"Tc-
dietilenediaminatetracetico (DTPA) s&o exemplos de marcadores de filtracdo aceites para a
determinagéo da TFG em caes.

O | ou **|-iotalamato foram os primeiros marcadores radioativos a serem investigados
para a determinacdo da TFG, no entanto, estes foram substituidos por agentes mais
recentes como o EDTA e o DTPA. O iotalamato € um agente radioativo de contraste com
um elevado potencial de toxicidade quando comparado com 0s novos agentes de contraste.
Os nuclideos iodados tém tempos de semivida longos (60 dias para o [**’l] e 8 dias para o
[**Y1]), tornando-os indesejados por razdes de seguranca (Heiene, Moe, 1998; Daniel et al.,
1999; Von Hendy-Willson, Pressler, 2011).

O ¥"Tc-DTPA (também conhecido como *™Tc-pentetato) é largamente utilizado como
marcador de filtracdo para a medicdo da TFG e é excretado exclusivamente por filtracédo
glomerular, sem sofrer absor¢édo ou excrecao tubular, estando a sua depuragéo diretamente
relacionada com a TFG (McAfee, Grossman, Gagne, Zens, Subramanian, Thomas,
Fernandez, & Roskopf, 1981; Daniel et al., 1999; Kampa, Bostrom, Lord, Wennstrom,
Ohagen, Maripuu, 2003). Para além disso, apesar de os marcadores radioativos serem
muito estaveis no sangue e, como tal, facilmente armazenados e/ou enviados para
laboratorios especializados em medicina nuclear, o tempo de semivida do **"Tc-DTPA é
apenas de cerca de 6 horas (Von Hendy-Willson, Pressler, 2011). A porcdo de *"Tc-DTPA
ligada a proteinas € importante, uma vez que esta fica indisponivel para a filtracdo
glomerular, subestimando a TFG. Em cées, apenas uma quantidade minima (<10%) de
¥MTc-DTPA liga-se a proteinas, ndo sendo significante para influenciar a TFG (Daniel et al.,
1999; Kampa et al., 2003).
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A determinacdo da TFG pela depuracdo plasmatica de " Tc-DTPA (DP*™Tc-DTPA) apds a
sua administracdo IV foi validada tanto em humanos como em cavalos, cédes e gatos,
posteriormente a ter sido comparada com a DUI (Barthez et al., 1998; Kampa et al., 2003;
Barthez, Chew, & DiBartola, 2001). Os valores da DP**"Tc-DTPA s#o altamente variaveis
em cdaes. Diferencas na técnica usada para a determinacdo da TFG, podem constituir uma
explicagdo plausivel para as variagoes destes valores. Para além disso, TFG pode variar de
cdo para cao e no mesmo animal em alturas diferentes (Kampa, Bostrom, Lord, Wennstrom,
Ohagen, Maripuu, 2003; Finco 2005).

Um beneficio adicional do uso de marcadores radioativos é a possibilidade de se realizar
uma cintigrafia renal com o uso de uma camara gama, para estimar tanto a TFG individual
de cada rim como a TFG global, através da percentagem de absorcao da dose de marcador
por cada rim. Para além da determinacdo da TFG, esta também oferece informacfes sobre
fluxo sanguineo renal, anatomia e integridade da fungédo do sistema coletor (Daniel et al.,
1999; Daniel et al.,1999). A determinagédo da TFG por cintigrafia tem a vantagem clinica, de
ser um método rapido e ndo invasivo, sem necessidade de colheitas sangue ou de urina. No
entanto, a sua realizacdo pode apresentar maior margem de erro devido a inexperiéncia do
operador e problemas relacionados com a prépria técnica. Ademais, ao contrario do que
acontece com a depuracdo plasmatica dos mesmos marcadores, as medigcbes na camara
gama requerem aquisicdo de imagem quase imediatamente apds a administragdo do
marcador (1-3 minutos apdés administracdo IV). Este facto € considerado por alguns
investigadores um problema, visto que ha possibilidade de secrecéo de **"Tc-DTPA para a
bexiga dentro desse tempo, 0 que pode contribuir para a uma maior variabilidade da TFG
entre cdes. Por outro lado, em caso de obstrucéo renal a porcédo de *™Tc-DTPA captada
pelo rim ndo conseguird sair deste e assim, pode sobrestimar a TFG (Barthez, Hornof,
Cowgill, Neal, Mickel, 1998; Von Hendy-Willson, Pressler, 2011). Para além disso, os
valores da TFG podem variar consideravelmente no mesmo animal com fungéo renal normal
ou perto do normal, devido aos mecanismos de autorregulagédo, que alteram a TFG para
acomodar as alteragbes no fluxo e pressdo sanguinea renal. Desta forma, em scans
repetidos, os valores deverdo variar. Estas pequenas variacdes irdo causar variabilidade
fisiol6gica dentro de um certo intervalo de valores para o0 mesmo cdo. A perda desta
variabilidade seria evidéncia de insuficiéncia renal iminente (Barthez et al., 1998). Como tal,
a cintigrafia renal € um método menos preciso quando comparado com o método de
depuracdo plasmatica de um marcador de filtracdo (Barthez, et al., 1998; Von Hendy-
Willson, Pressler, 2011).
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3.4.6.4-lohexol

O iohexol é um agente de meio de contraste, iodado, ndo iénico e de baixa osmolaridade,
gue pode ser usado como marcador de filtracdo para a determinacéo da TFG. O sucesso na
obtencdo de estimativas precisas e reproduziveis da TFG em seres humanos, usando
iohexol, tem estimulado a realizacdo de estudos semelhantes em animais (Von Hendy-
Willson, Pressler, 2011). O iohexol tem sido 0 meio de contraste radiografico ndo radioativo
mais comumente usado. Este é particularmente, adequado para usar em cenarios clinicos
uma vez que se encontra comercialmente disponivel e acessivel, para além de permitir a
analise de amostras de pequeno volume. Estes compostos iodados, como o iohexol, sdo
muito estaveis em amostras plasmaticas, podendo ser refrigerados durante 2 semanas
(Heiene & Moe,1998) ou congelados indefinidamente sem afetar a analise (Braselton, Stuart
& Kruger, 1997; Linnetz & Graves, 2010; Von Hendy-Willson, Pressler, 2011). A porcdo de
iohexol, que se liga a proteinas é inferior a 1% e € excretada inalterada na urina possuindo
um tempo de semi-vida em média de 74 minutos (Rocco, Buckalew, Moore, & Shihabi,
1996a; Von Hendy-Willson, Pressler, 2011). Uma vez que o iohexol € um marcador ndo
ibnico e apresenta baixa osmolaridade, € bastante seguro e é raro surgirem efeitos adversos
com a sua administracdo, mesmo em pacientes com funcdo renal comprometida (Linnetz &
Graves, 2010; Von Hendy-Willson, Pressler, 2011).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para determinar a concentragdo de iohexol em
amostras de urina, soro e plasma. Estes incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Shihabi, Thompson & Constantinescu, 1993; Gaspari et al., 1995; Annesley &
Clayton, 2009), a espectroscopia de emissdo atémica (inductively coupled plasma-atomic
emission spectroscopy — ICP-AES) (Braselton et al., 1997), a electroforese capilar (EC)
(Shihabi & Constantinescu, 1992; Rocco, Buckalew, Vardaman, Moore & Shihabi, 1996b), o
método de cérico-arsenito (Back, Masson, & Nilsson-Ehle, 1988; Brown, Haberman & Finco,
2001), a fluorescéncia de raio-X (Brown et al., 1996; Frennby, 1997; Miyagawa, Takemura,
Hirose, 2009b) e a cintilacdo de contadores gama.

Os valores normais para a DPi em cées sdo 1,7-4,1 ml/min/kg (Goy-Thollot2006a). N&o foi
observada qualquer diminuicdo da DPi com a idade, em cées, no entanto evidéncias
sugerem que caes de porte muito pequeno podem ter DPi mais altas do que caes de grande
porte (Bexfield et al., 2008).

Finalmente, o gadolinio, um agente de contraste usado em estudos de imagem de contraste
de ressonancia magnética, pode ser Gtil como alternativa ao marcador iohexol, tanto por via
direta, através da medicdo da sua depuracdo plasmatica ou através da sua ligacdo a um
radionuclideo. Os estudos sobre este marcador sdo no entanto ainda limitados (Nolan,
Ross, Vaccaro, Groman & Reinhardt, 2009; Magnotti, Connell, & Marietta, 2009).
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4 - Doenca renal cronica

A doenca renal crénica (DRC), caracterizada por uma deterioragcdo progressiva e irreversivel
da TFG, € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em caes.
Independentemente da causa ou causas que possam levar a DRC, esta é caracterizada por
lesBes funcionais e/ou estruturais irreversiveis em um ou ambos os rins (Nelson & Couto,
2006a; Cortadellas, Fernandez del Palacio, Talavera & Baydn, 2008; Cortadellas, 2009;
Polzin, 2010).

A prevaléncia da DRC em cées atinge cerca de 0,5-1,5% e aumenta com a idade. Em
instituicdes de referéncia, a DRC afeta cerca de 10% dos cées geriatricos (Brown, 2007b).
Tanto em Medicina Veterinaria como em Medicina Humana, a insuficiéncia renal crénica é
definida como: 1) lesBes renais que se estendem por um periodo de pelo menos 3 meses,
com ou sem diminuicdo da TFG ou 2) diminuicdo da TFG superior a 50% e em humanos
uma TFG igual ou inferior a 60 mL/min/1,73m?, persistindo durante pelo menos 3 meses
(Polzin, 2010; KDIGO, 2013). Por sua vez, lesbes renais sédo definidos como: 1) alteracbes
microscopicas ou macroscopicas detetadas por bidpsia renal ou visualizacao direta dos rins
ou 2) existéncia de marcadores de lesdo renal detetados no sangue, na urina ou em estudos
de imagem (Anexo 3 — Tabela 28) (Polzin, 2009).

Apesar de a DRC ser conhecida pela sua irreversibilidade o seu curso € lento. Posto isto, é
de extrema importancia, um diagnostico precoce de forma a aplicarem-se medidas
terapéuticas de suporte, de forma a retardar e estabilizar a sua progresséo, permitindo ao
animal viver com qualidade de vida o maximo de tempo possivel (Nelson, & Couto, 2009;
Polzin, 2010).

4.1- Etiologia

A detecdo precoce da DRC e sua etiologia primaria juntamente com realizacdo de uma
terapéutica dirigida a causa primaria, responsavel pela perda de fungdo renal, seria o
cendrio clinico mais desejado (Polzin, 2011). No entanto, na grande maioria dos casos, a
causa da DRC é dificil de determinar, uma vez que a maioria dos pacientes com DRC sé&o
diagnosticados relativamente tarde no curso da doenca e a causa primaria, que levou a
lesdo renal inicial, jA ndo € possivel de identificar. Isto deve-se essencialmente a trés
particularidades do rim. A primeira é devido a interdependéncia existente entre as varias
estruturas dos nefrénios (glomérulos, capilares peritubulares, tibulos e tecido intersticial), o
que faz com que qualquer lesdo aquele nivel afete inevitavelmente as restantes, resultando
num exame histopatolégico inconclusivo. A segunda prende-se com o facto de,
independentemente dos agentes etiologicos, as respostas funcionais e morfolégicas do

parénquima renal serem em numero limitado. A terceira particularidade do rim deve-se ao
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facto de, apds a maturacdo dos nefrénios, a qual ocorre aproximadamente ao més de idade,
ndo poderem ser formados novos nefronios, para substituir outros que foram
irreversivelmente afetados pela doenga (Polzin, 2010; Polzin 2011).

Apesar da irreversibilidade das les6es renais associadas a DRC, é de extrema importancia
ter-se conhecimento das diversas causas que podem levar ao seu desenvolvimento, e
determinar se a etiologia ainda esta ativa. De acordo com alguns autores, as principais
causas de IRC (Anexo 2 — Tabela 28) em cées, podem ser divididas em dois grandes
grupos: Doencas renais congénitas ou familiares e causas adquiridas. Destes grandes
grupos, encontramos as doencas imunoldgicas, neoplasias, quer primérias quer
secundarias, substancias nefrotoxicas, causas inflamatérias ou infecciosas, isquémia renal,

obstrucdo ao fluxo urinario, entre outras (Nelson & Couto, 2009; Polzin, 2010).

4.2- Fisiopatologia

A perda da funcéo renal, que ocorre na DRC, é caracterizada por um declinio progressivo na
quantidade de nefronios funcionais. A reducdo no nimero de nefrénios funcionais deve-se,
inicialmente, ao resultado de uma doencga primaria que afeta o rim ou rins do paciente. A
perda continua de nefrénios, que ocorre subsequentemente ao decréscimo do numero de
nefronios remanescentes, é designada de "progressédo espontanea” da DRC. Esta ocorre
em parte como consequéncia de adaptacfes estruturais, funcionais e metabdlicas que
atenuam, inicialmente, o declinio da fung&o renal que acompanha a perda de nefrénios. As
respostas renais adaptativas sao vantajosas a curto prazo, uma vez que ajudam a manter a
funcéo renal global. Os rins adaptam-se a perda de nefronios, através do recrutamento dos
nefronios remanescentes, para tentar recuperar a maior parte da funcdo perdida (Polzin,
2010; Polzin 2011).

Porém, a longo prazo, estas adaptacdes tornam-se deletérias, visto que os nefronios
funcionais sobreviventes irdo aumentar a sua TFG individual (hiperfiltracdo) de forma a
manter a TFG global (Figura 8a). A hiperfiltracdo dos nefronios remanescentes ir4 levar ao
aumento de perda de proteina por cada nefrénio funcional. A filtragdo aumentada de
proteinas através dos glomérulos é téxica para o rim e pode contribuir, ainda mais, para a
progressdo da doenga renal. O aumento da carga filtrada de proteina sobrecarrega as
células tubulares proximais, conduzindo a rutura de lisossomas e exposicdo das células
tubulares e intersticio renal a enzimas prejudiciais, que, consequentemente, levam a
hialinizacao e esclerose glomerular e a progressao espontanea da DRC (Figura 8b) (Nelson
& Couto, 2009; Chew, DiBartola, & Schenck, 2011; Polzin, 2011). O rim torna-se insuficiente
guando a diminuicdo do numero de nefrénios e consequente diminuicdo da TFG, resulta

num aumento das concentracdes de substancias, que normalmente sdo eliminadas do
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organismo por excrecao renal, ou seja, quando cerca de 75% dos nefrénios funcionais foram
irreversivelmente lesados (Nelson & Couto, 2009; Polzin, 2010).

A TFG em humanos, com estagios iniciais da doenca glomerular secundaria a lapus
eritematoso ou diabetes mellitus, tal como acontece nos animais, é altamente variavel,
podendo observar-se pacientes com hiperfiltracdo glomerular compensatéria, pacientes com
TFG normal ou outros com TFG diminuida (Cottiero, Madaio, Levey, 1995; Taniwaki et al.,
2000). Um estudo, levado a cabo por Cortadellas e seus colaboradores (2008), que
avaliaram a TFG em cdes com leishmaniose, através da DCE alcangcam conclusdes
similares. Nestes animais, tal como nos homélogos humanos, observou-se diminuigdes da
TFG, mas também hiperfiltracdo glomerular. Assim, casos de hiperfiltracdo glomerular
podem nao refletir uma normalizacdo da TFG mas implicar uma perda clinicamente

importante da capacidade de filtracdo dos pacientes.

Figura 8: a) AlteracBes adaptativas dos nefronios associadas a perdas estruturais
(Adaptado de Chew, DiBartola, & Schenck, 2011); b) hipétese para a perda progressiva da
TFG e aumento das lesfes renais na DRC (Adaptado de Chew, DiBartola, & Schenck, 2011)
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4.3 — Consequéncias clinicas e métodos de diagnéstico

Qualquer agente etiologico que afete o rim, é suscetivel de alterar tanto a sua estrutura
como a sua fungéo. E, no entanto, a manutencdo ou ndo da funcéo renal que dita o impacto
desta doenca no paciente, podendo apresentar iniUmeras consequéncias clinicas (Tabela 2).
A detecéo e confirmacdo precoce de DRC, requer uma triagem elaborada com aplicacdo

criteriosa de exames complementares, incluindo testes de funcdo renal, urianalise,
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imagiologia do sistema urinario e biopsia renal (Tabela 3). Embora a terapia especifica,
dirigida & eliminag&o ou controlo da causa primaria, ndo altere substancialmente as lesdes

renais existentes, é importante, no contexto, minimizar os danos nos nefrénios (Polzin,
2011).

Tabela 2: Consequéncias clinicas da DRC (Polzin, 2010)

Afecdes do trato
gastrointestinal

Alteracdes ha
concentracéo e
producdo urinaria

Consequéncias
cardiovasculares e
hipertenséo arterial

Alteracfes
neuromusculares

Alteracdes
hematoldgicas

Hiperparatiroidismo
secundario

Anorexia, ndusea, vomito (e consequentemente perda de peso),
diarreia, melena, hematoquézia, ulceracdo da mucosa oral,
estomatite e halitose.

Polidria-polidipsia, nocturia, incontinéncia urinaria, diminuicdo da
densidade urinaria (nhormalmente para valores inferiores a 1.035).

Os valores ndo devem exceder 160-170 mmHg de pressdo
sistélica. A partir deste valor o risco de lesdo de 6rgados aumenta.
A pressdo arterial é classificada por categorias de risco no
sistema de estadiamento IRIS em 4 etapas, cada uma refletindo
sucessivamente de 0-3, risco minimo, baixo, moderado ou
elevado de hipertensdo associada a lesao de érgéo.
Encefalopatias, neuropatias, miopatias

Anemia (ndo regenerativa, normocromica e normocitica) e
hemorragias secundarias a urémia (diateses hemorragicas,
hematémese, melena, hematoquézia)

Osteodistrofia renal, fraqueza e letargia. E consequéncia de uma

retencdo de fésforo e de uma diminuicdo na producdo de
calcitriol.

Tabela 3: Métodos de diagnéstico da DRC

Apresentacgao laboratorial

Acidose metabdlica, azotémia, hiperfosfatémia, normocalémia ou hipocalémia,
hipermagnesiémia, hipercalcémia ou hipocalcémia

Testes de funcéo renal

Medicéo da TGF pela depuragédo de um marcador de filtracdo (inulina, creatinina, etc.),
principalmente se houver suspeita de DRC, sem alterac6es nos parametros bioquimicos
(estadio 1 e inicio do estadio 2 da classificacdo da IRC pela IRIS). Os valores de
referéncia da TFG, através da DPCEX, encontram-se entre 2,32 — 3,68 ml/min/Kg

Radiologia e
Ecografia

(Lefebvre et al., 2004).

Métodos magioldgicos
Radiologia: Rins de tamanho diminuido; Ecografia: Aumento da
ecogenecidade, corticais difusamente hiperecogénicas com
perda do limite cortico-medular.

Biopsiarenal

S0 se justifica quando o resultado do exame influencia o tratamento ou prognostico da

doenca.
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4.4 - Estadiamento da doencga renal crénica

O estadiamento da DRC deve ser realizado apés o diagndstico, no sentido de facilitar a

escolha de um tratamento apropriado para cada paciente, bem como uma monitorizagdo

adequada (International Renal Interest Society (IRIS) (2007)).

Numa primeira fase, o estadiamento baseia-se na medi¢cdo, em jejum, de creatinina

plasmética, pelo menos, duas vezes no paciente estavel e hidratado. Depois, é feito outro

estadiamento de IRC, desta vez com base na proteinUria e pressao sanguinea.

As tabelas seguintes, representam a classificacdo/estadiamento da IRC (Tabelas 4, 5 e 6).

Encontram-se em anexo, ilustracdes representativas da mesma (Anexo 3 - Figuras 12 e 13).

Tabela 4: Estadiamento com base na concentracdo de creatinina plasmatica (IRIS, 2007)

Estadiamento Creatina Descricéo
plasméatica
umol/l
Auséncia de azotémia. Presengca de uma outra
anomalia renal. Exemplo: incapacidade de
<125 . ~ . e
1 concentracdo sem causa nao renal identificavel,
palpacao renal anormal, ou achados imagiologicos
renais anormais; proteintria de origem renal;
achados de biopsia renal anormais.
> 125 - 179 Azotémia renal ligeira. Sinais clinicos normalmente
ligeiros ou ausentes.
3 180 - 439 Azotémia renal moderada. Varios sinais clinicos
sistémicos podem estar presentes.
> 440 Azotémia renal grave. Muitos sinais clinicos extra-

renais estao presentes
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Tabela 5: Substadiamento com base nos valores de proteinuria (IRIS, 2007)

Valores de UPC Estadiamaneto
<0.2 N&o-proteinarico (NP)
0.2-05 Borderline-proteinurico (BP)
>0.5 Proteindrico (P)

Tabela 6: Substadiamento com base nos valores de pressao sanguinea (PS) (IRIS, 2007)

PS PS Substadiamento
sistdlica diastdlica
<150 <95 <10 mm Hg acima do VR Risco minimo (N)
150 - 159 95 -99 10 - 20 mm Hg acima do Risco baixo (L)
VR
160-179 100 -119 20 - 40 mm Hg acima do Risco médio (M)
VR
180 120 40 mm Hg acima do VR Risco elevado (H)
Sem evidéncia de complicacbes ou lesdes organicas Sem complicagdes (nc)
Evidéncia de complica¢cGes ou lesdes organicas Complicacdes (c)
Presséo sanguinea ndo medida Risco ndo determinado
(RND)

Apesar de ainda ser muito pouco usada como teste de diagnéstico precoce de DRC, a TFG
pode ser medida com maior precisdo usando a depuracdo plasmatica de creatinina, iohexol,
inulina, ou de outras substancias excretadas exclusivamente por filtragcdo glomerular, como
referido anteriormente. A medicdo da TFG, através da depuracdo plasmatica de um
marcador de filtracdo fornece uma medida precisa de disfuncdo renal em pacientes com
DRC estadio 1, onde as determinacdes de creatinina sérica sdo notoriamente insensiveis.
Proporciona também, uma base para o ajuste das doses de medicamentos potencialmente
nefrotoxicos e sdo excretados principalmente pelos rins (Anexo 3 — Tabela 30).
Adicionalmente, sdo um excelente meio de avaliar a progressao da DRC (Polzin, 2010).

Em humanos, o estadiamento é feito com base na presenca ou auséncia de marcadores de
doenca renal e nos niveis da TFG. Assim, todos os individuos com TFG <60 mL/min/ 1,73m?
hd pelo menos 3 meses, sdo classificados como tendo doenca renal crénica,
independentemente da presencga ou auséncia de leséo renal (KDIGO, 2013).

Em Medicina Veterinaria, o sistema de estadiamento poderd ser melhorado, se for

concebido um método prético de forma a ajustar as concentragdes plasméticas de creatinina
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tendo em conta a condi¢do corporal e a massa muscular, uma vez que estes influenciam a
taxa de producédo de creatinina. Estes fatores de corre¢do estdo disponiveis em Medicina
Humana, em equagfes capazes de calcular com precisdo a TFG. No entanto, devido a
diversidade de espécies, ragas e tamanhos existentes em veterinaria, torna a elaboragao
destas equacdes demasiado complexa. O grupo IRIS espera que a medi¢édo da TFG através
da depuracgdo plasmatica de um marcador de filtragdo possa vir a substituir a concentragcéo
plasmatica de creatinina como critério principal para o estadiamento. A validacdo de
métodos praticos de medicdo da TFG, que possam ser aplicados em cenarios clinicos, esta

em curso e representara um avanco significativo em nefrologia veterinaria (Elliot, 2007).

5- Quimioterapia e seus principios gerais

A quimioterapia antineoplasica tornou-se, nas Ultimas décadas, um método eficaz e cada
vez mais utilizado no tratamento de tumores, permitindo um prolongamento da esperanca
média de vida e uma melhoria da qualidade de vida de animais afetados por neoplasias
malignas.

Antes da instituicdo de qualquer tipo de tratamento, o clinico tem de ter em conta o tipo
histolégico do tumor, o seu comportamento biol6gico, o estadio clinico, o grau de
malignidade e a localizagdo. Além dos fatores relacionados com o tumor, muitos outros
fatores podem influenciar a terapéutica a seguir. Neles séo incluidos os fatores relacionados
com o paciente, com o0 proprietario, instalacbes e tratamentos disponiveis (tabela 7)
(Coppoc, 2009; Nelson & Couto, 2009).

Para além disso, como dito na introducdo, a quimioterapia pode ter diferentes objetivos
terapéuticos (terapia de inducdo, adjuvante, primaria, manutengdo, consolidacdo ou de
resgate), consoante a sensibilidade da neoplasia a quimioterapia (Tabela 8), se ha
possibilidade ou ndo de excisdo cirdrgica e se existe ou ndo presenca de mestastases
(North & Banks, 2009; Gustafson & Rodney, 2012).
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Tabela 7: Fatores que afetam a estratégia terapéutica (adaptado de Coppoc, 2009)

Paciente Espécie, raca, idade, sexo, estado de saude, fungéo

Hipéteses de tratamento (cirurgia, radioterapia,

Instalacbes/ o . - e
quimioterapia), acompanhamento meédico, proximidade

Tratamentos

Disponiveis

Capacidade de cuidar do animal, relagdo com o animal,

Proprietario o . . . ;
P condi¢des de vida, compromisso, estatuto financeiro

Tabela 8: Sensibilidade a quimioterapia dos diferentes tipos de tumores (adaptado de Morris
& Dobson, 2001)

Tipo de tumor
Quimiossensibilidade

Linfoma

Mieloma

Formas de leucemia

(Tumor venéreo transmissivel)

Alta

Sarcomas de elevado grau (por ex.

osteossarcoma, hemangiossarcoma

Moderada . g )
Mastocitoma

Sarcomas de crescimento lento

Carcinomas

Baixa
Melanomas

5.1- Mecanismo de agéo

A maioria dos medicamentos citotoxicos atua sobre as fases de crescimento e divisdo
celular. Tanto tecidos normais como tecidos neoplasicos contém células que estdo em
proliferagcdo ativa e células que estdo em repouso, encontrando-se assim em ciclos celulares
diferentes. Um ciclo celular é constituido por 5 fases designadas por fase M, fase GO, fase
G1, fase S e fase G2. A fase M é a fase em que ocorre a mitose. A fase GO é quando a
célula se encontra em descanso. Na fase G1 é a fase inter-mit6tica, onde ocorre a sintese
do acido ribonucleico (RNA) e proteinas. A fase S é o periodo no qual ocorre a sintese do

acido desoxirribonucleico (DNA). Finalmente, na fase G2 surge um segundo periodo de
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sintese de RNA e proteinas (Chun, Garrett, & Vail, 2007; Dobson, Hohenhaus, & Peaston,
2008).

O mecanismo de acdo dos farmacos antineoplasicos é direcionado a células em diviséo,
através da interferéncia com processos envolvidos na progressao do ciclo celular. Os
mecanismos de acdo podem, assim, ser divididos em trés categorias: farmacos
independentes do ciclo celular, apesar de téxicos para todo o tipo de células séo
especialmente toxicos para células em divisdo através da lesdo do DNA, impedindo a
replicacdo celular ou induzindo apoptose (ou ambos); farmacos dependentes do ciclo
celular, em que as células tém de se encontrar em divisdo para que estes farmacos sejam
eficazes, e farmacos dependentes da fase do ciclo celular, que apenas atuam numa das
fases do ciclo celular (Gaffney, 2004; Chu net al., 2007; Dobson et al,2008).

Células que se encontram na fase GO e células que ja ndo sédo capazes de se dividir mas
que, no entanto, contribuem para o volume do tumor, sdo consideradas resistentes a
quimioterapia. Assim, tumores com elevado indice mitético sdo mais sensiveis a
quimioterapia do que tumores com baixo indice mitético. Desta forma, é de extrema
importancia perceber como atuam os farmacos antineoplasicos e estar-se familiarizado com
as diferentes fases do ciclo celular, de forma a selecionar o melhor tratamento para cada
caso (Chun et al., 2007).

Em geral, as combinacdes de agentes citotdxicos tém demonstrado ser mais eficazes na
terapia do cancro do que o uso de um agente Unico. A combinacao de farmacos é escolhida
com base nos seguintes principios: o farmaco deve ser efetivo para o tumor em questao;
deve ter mecanismos de acdo distintos de forma a maximizar o numero de células
eliminadas; a sua combinacdo ndo deve provocar sobreposicdo de toxicidade, ou a
administracao dos farmacos deve ser programada de modo a compensa-la; a dose maxima
deve ser usada, sempre que possivel. A resposta global pode ser aumentada com maior
duragéo da remissdo e da sobrevida, sem um aumento na toxicidade (Morris & Dobson,
2001; Nelson & Couto, 2006b; Lana & Dobson, 2011).

5.2 - Nefrotoxicidade associada a farmacos antineoplasicos

Em Medicina Humana a funcao renal de pacientes oncolégicos com neoplasias malignas e
submetidos a tratamentos antineoplasicos tem sido muito estudada, evidenciando-se uma
elevada incidéncia de doenca renal nestes pacientes (Launay-Vacher et al., 2004; Launay-
Vacher et al., 2007). Contudo, poucos tém sido os estudos realizados sobre a funcéo renal
em animais na mesma situagao.

Se por um lado, em humanos ha evidéncias de um aumento da prevaléncia de insuficiéncia

renal em pacientes com neoplasias, por outro, os farmacos citotoxicos utilizados no seu
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tratamento, sdo muitas vezes nefrotoxicos (Launay-Vacher et al., 2004; Launay-Vacher et
al., 2007).

5.2.1 - Fatores de risco que potenciam a nefrotoxicidade

A nefrotoxicidade dos agentes quimioterapéuticos na maioria dos casos, esti associada a
lesBes renais que se desenvolvem a partir de toxicidade inata destes medicamentos. Porém,
fatores de risco inerentes ao paciente e metabolismo renal destes farmacos podem também
contribuir para o aumento da nefrotoxicidade (Anexo 4 — Tabela 31), estando normalmente
presentes mais do que um destes fatores (Perazella, & Moeckel, 2010).

5.2.1.1 - Fatores do Paciente

Com o avango da idade, ocorrem alteragfes no organismo, responsaveis por uma menor
capacidade de concentrar urina, tais como a reducdo da quantidade agua corporal total e
diminuicdo da massa tubular, atrofia glomerular, aumento da espessura das paredes
capilares do glomérulo, hipertensdo e aumento da resisténcia vascular, diminuicdo da
resposta a ADH, diminuicdo do diametro tubular (Almeida, 2001; Balducci, 2007; Perazella,
& Moeckel, 2010).

Por outro lado, situag6es que levam a deplec¢éo de volume circulante real ou efetivo (vomito,
diarreia, uso de diuréticos, insuficiéncia hepética etc.) aumentam o risco de nefrotoxicidade,
uma vez que para além de levarem a alteragbes da prefusao renal, tornando o rim mais
susceptivel e vulneravel, aumentam a quantidade de farmaco livre em circulacdo, o que
pode conduzir a sua sobredosagem e consequentemente potenciar danos que este possa
ter a nivel renal (Polzin, 2010; Perazella, & Moeckel, 2010).

A hipoperfusdo renal e a azotémia pré-renal aumentam o risco de nefrotoxicidade de
farmacos excretadas maioritariamente pelo rim. Os distarbios metabdlicos, resultantes de
certos tumores, também aumentam a vulnerabilidade renal para certos medicamentos e
potenciais toxinas. A hipercalcemia grave, um sindrome paraneoplasico frequentemente
associado ao linfoma, ao adenocarcinoma dos sacos anais, ao mieloma multiplo e ao
timoma, provoca vasoconstricdo arteriolar aferente e perda renal de sddio/agua, levando a
doenca pré-renal, que podera ser potenciada pelo uso de farmacos nefrotdxicos. A acidose
metabdlica sistémica pode diminuir o pH da urina e aumentar a deposic¢ao intratubular de
cristais devido a farmacos, tal como 0 metotrexato e seus metabolitos, os quais séo
insoliveis em pH baixo (Feldman, & Nelson, 2004; Chun, 2010; Perazella, & Moeckel,
2010). A lesado renal aguda subjacente e a DRC séo fatores de risco importantes para o

aumento da vulnerabilidade a dosagem de farmacos nefrotoxicos, uma vez que ha uma
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exposicdo excessiva de farmacos a um numero limitado de nefrénios (Polzin, 2011;
Perazella, & Moeckel, 2010).

A composi¢cdo genética do paciente também pode aumentar a vulnerabilidade renal a
toxinas potencialmente nefrotdxicas. Existem individuos com diferentes sensibilidades a
farmacos, que podem afectar a sua metabolizacdo e eliminacdo e promover a

nefrotoxicidade (Perazella, & Moeckel, 2010).

5.2.1.2- Fatores ligados ao metabolismo renal dos farmacos

O mecanismo pelo qual o rim metaboliza e excreta varios farmacos também pode aumentar
a nefrotoxicidade. A exposicao renal ocorre devido a elevada taxa de libertacdo de farmaco,
em resultado do fluxo de sangue renal elevado, que se aproxima de 25% do débito cardiaco.
Por outro lado, o cortex recebe cerca de 90% do fluxo sanguineo renal. Muitas células
renais, em particular as dos tabulos proximais, da ansa de Henle ascendente e do DCM,
partilham um ambiente relativamente hip6xico, devido as altas necessidades metabdlicas
requeridas por processos de transporte ativos e diminuigdo do fluxo sanguineo nas regioes
da medula interna. Essa carga de trabalho celular excessiva e 0 ambiente hipdxico, torna o
rim mais suscetivel & exposicdo de substancias potencialmente nefrotoxicas. Para além
disso, os processos de secre¢do e absorcao tubular podem aumentar a concentracdo dos
compostos parenterais e seus metabolitos dentro das células, contribuindo, ainda mais, para
a sua toxicidade renal. O sistema contracorrente pode, também, concentrar toxinas na
medula renal que por si sO ja € uma zona do parénquima renal mais sensivel, devido ao seu
ambiente hipotoxico, comparativamente com a zona cortical. Desta forma, o aumento da
concentracdo destas toxinas no parénquima renal promove a lesédo tanto por toxicidade
direta como por lesbes isquémicas (Nelson & Couto, 2009; Perazella, & Moeckel, 2010;
Brown, 2011).

5.3.1.3 - Fatores associados a toxicidade inata dos farmacos anti-neoplasicos

As caracteristicas subjacentes dos farmacos antineoplasicos, desempenham igualmente um
papel importante no desenvolvimento de nefrotoxicidade. A quimioterapia convencional
implica 0 uso prolongado de farmacos em doses elevadas, o que predispde o rim a lesdes
por exposicdo em excesso, mesmo na auséncia de outros riscos (Perazella & Moeckel,
2010).

Como dito anteriormente, a quimioterapia apresenta melhores resultados quando séo
usados protocolos de associacbes de farmacos, no entanto estas associacfes, também

contribuem para o aumento nefrotoxicidade (Perazella & Moeckel, 2010; Polzin, 2010).
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Em humanos, o fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) produzido pelos podécitos,
€ necessario para manter a funcdo das células endoteliais fenestradas normais e é
particularmente importante para o funcionamento normal da membrana basal glomerular. A
reduc@o do FCEV, ou dos seus efeitos através dos varios farmacos anti-angiogénicas, leva
a perda do fendtipo fenestrado endotelial saudavel e promove lesdo microvascular,
causando proteinaria e doenca renal (Sugimoto et al., 2003). A expressao reduzida de
nefrina nas fendas diafragmaticas, devido a estes farmacos, também pode contribuir ainda
mais para a proteinuria e lesdo renal (Huber et al., 2003; Hussain et al., 2009).

5.2- Grupos de farmacos antineoplésicos

Os farmacos antineoplasicos sdo divididos em diferentes grupos consoante o seu
mecanismo de agdo (Anexo 4 - Tabela 32). De seguida, sao referidos com mais detalhe, os

farmacos que foram usados no tratamento quimioterapico dos animais deste estudo.

5.2.1- Antibiéticos antineoplasicos

Os antibidticos antineoplasicos sdo compostos de produtos naturais a partir de fermentagéo
microbiana. Neste incluem-se as antraciclinas, mitomicinas, actinomicinas que geraram
compostos clinicamente Gteis com diversos mecanismos de acgéo. Incluidos nesta revisédo
estdo a antraciclina doxorrubicina e um anélogo sintético da antracenodionas

(mitoxantrona), actinomicina D e epirrubicina (Gustafson & Page, 2012).

5.2.1.1- Antraciclinas

As antraciclinas sdo agentes antineoplasicos com um largo espectro de atividade. A
doxorrubicina e a actinomicina D sdo derivadas de Streptomyces spp. e a mitoxantrona,
idarrubicina e epirrubicina sdo anélogos sintéticos das antraciclinas. A idarrubicina e
epirrubicina apresentam um mecanismo de acdo semelhante e ndo sdo usadas na pratica
diaria oncolégica. As duas antraciclinas mais comumente usadas em oncologia veterinaria
sao a doxorrubicina e a mitoxantrona (Dobson et al., 2008).

A doxorrubicina € um antibidtico com véarios mecanismos de acao e independente do ciclo
celular. Atua intercalando-se nas cadeias de DNA, inibindo as RNA e DNA polimerases e
topoisomerase Il, promovendo a alquilacdo de ADN e geracdo de formacdo de radicais
livres, perturbando a homeostase do célcio celular, inibindo a tioredoxina redutase através
da interagdo com os componentes da membrana plasmatica (Dobson et al., 2008; Gustafson
& Page, 2012). A taxa de administracdo de doxorrubicina é importante uma vez que 0s

efeitos tdxicos do farmaco estdo relacionados com o seu pico de concentragdo. Assim, €
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recomendado diluir o medicamento em cloreto de sodio a 0,9% e infundir durante 30-60 min
de forma a minimizar os efeitos secundarios toxicos. A doxorrubicina é metabolizada no
figado e excretada na bilis. No céo, apenas 3% do farmaco € excretado na urina (Dobson et
al, 2008). O medicamento pode ser utilizado sozinho ou em protocolos de combinagéo para
o linfoma, linfossarcoma, carcinoma da tirdide, hemangiossarcoma, osteossarcoma,
carcinoma mamario, carcinoma espinocelular e carcinoma das células de transi¢édo (Klein,
2003; Henry, 2003; Sorenmo, 2003; Kent, Strom, London & Seguin, 2004; Gustafson &
Page, 2012). A administracdo de doxorrubicina pode estar associada a presenca de
hipersensibilidade, mielossupressdo (neutropenia com nadir de 7 a 10 dias apés
administracdo), toxicidade gastrointestinal (GIl). Para além disso, pode surgir
cardiotoxicidade relacionada com a dose cumulativa (< 240 mg/m2). Esta Ultima ocorre em
cerca de 3 a 18% dos caes, frequentemente sob a forma de arritmias ap6s 6 a 9 meses da
sua administracdo. Estas arritmias sdo mais frequentes se ja existirem problemas cardiacos,
se se realizar em simultdneo tratamento com radiagdo na regido toracica, ou se for
administrada em simultdneo a ciclofosfamida. A cardiotoxicidade pode manifestar-se
também como insuficiéncia cardiaca congestiva, degeneracdo do miocardio ou fibrose. A
administracdo perivascular de doxorrubicina € um problema grave. O extravasamento
provoca necrose extensa dos tecidos perivasculares, que pode levar & amputagdo do
membro afetado.

A mitoxantrona é um analogo sintético da doxorrubicina, produzida com o objetivo de
encontrar uma alternativa menos toxica. Ao contrario da doxorrubicina a formacdo de
radicais livres ndo esta envolvida na citotoxicidade da mitoxantrona, apresentando um
espetro de acdo antineoplasico mais reduzido (Coppoc, 2009). Este farmaco é metabolizado
pelo figado e eliminado pelas fezes e urina. Apresenta toxicidade Gl dose-dependente,
mielossupressédo e a cardiotoxicidade n&o se manifesta em cées. Tem sido usada no
tratamento de linfoma (como auxiliar do tratamento ou como substituta da doxorrubicina),
carcinoma das células escamosas e carcinoma das células de transi¢cdo (Chun et al., 2007,
Gustafson & Page, 2012).

5.2.2 — Agentes anti-microttbulos

5.2.2.1- Alcaloides da vinca

Os alcaloides de vica sdo derivados da planta Vinca Rosea. Nesta classe encontramos a
vimblastina, vincristina e vinorelbina que, apesar de semelhantes estruturalmente,
apresentam eficicias antineoplasicas e toxicidades muito distintas. Estes farmacos atuam
ao ligar-se aos microtubulos impedindo a formag¢do do fuso acromatico, e consequente

inibicdo da divisdo celular, sendo dependentes do ciclo celular. Apesar de especificas da
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fase M, os efeitos citoliticos sdo também exercidos nas outras fases do ciclo celular como
resultado da destruicdo da fungéo de microtubulos (Dobson et al., 2008; Coppoc, 2009).

A vincristina € um dos farmacos antineoplasicos mais utilizados em Medicina Veterinaria. E
excretada do figado para as fezes na forma inativa, devendo-se ter cautela ao usar este
farmaco quando existe disfuncdo hepética (Lana & Dobson, 2011). E o farmaco de eleicéo
no tratamento do tumor venéreo transmissivel (Coppoc, 2009) e faz parte de protocolos de
associacao de farmacos para o tratamento de linfoma, leucemia, sarcomas e mastocitomas.
Também € usado no tratamento de trombocitopenia, uma vez que provoca a libertagéo
prematura de plaguetas a partir dos megacariocitos. A vincristina € uma substancia
vesicante e deve ser tomado cuidado na sua administracdo para evitar extravasdo do
farmaco. Outros efeitos secundarios incluem alopécia, toxicidade Gl e neuropatia periférica
(Lana & Dobson, 2011).

A vimblastina é excretada na bilis e metabolizada no trato intestinal. Uma pequena parte da
vimblastina ndo metabolizada é excretada na urina (Lana & Dobson, 2011). E utilizada, em
combinagdo com a prednisolona, no tratamento de mastocitoma canino, e pode ser usada
nos protocolos do tratamento de linfoma como alternativa a vincristina quando ha suspeita
de neuropatia. Também foi descrita a sua utilizagdo em carcinomas de células escamosas
tonsilares. E um farmaco bem tolerado, com raros efeitos Gl. Pode surgir mielossupresséo
ligeira com neutropenia e trombocitopenia com um nadir de 4 a 7 dias ap6s a sua
administragdo. E igualmente um farmaco vesicante provocando necrose local dos tecidos se

ocorrer extravasamento (Chun et al., 2007; Dobson et al., 2008).

5.2.3- Corticoesterodides

5.2.3.1- Prednisona

A prednisona ou prednisolona é um corticosteroide que presumivelmente induz morte de
células cancerosas hematopoiéticas através da interagdo com o recetor citoplasmatico
inibindo a sintese de DNA e a inducdo de apoptose. Mecanismos de inducao de apoptose
por corticosteroides em neoplasias hematolégicas ainda ndo sao totalmente compreendidos,
e multiplos mecanismos existem pelos quais as células tumorais de origem hematopoiética
podem resistir a morte induzida por esteroides. A prednisona é convertida na sua forma
ativa, prednisolona, no figado (Gustafson & Page, 2012). Os corticosteroides, na maioria das
vezes a prednisolona, tém sido utilizados com duas finalidades terapéuticas: tratamento
paliativo de tumores néo linféides (como tumores cerebrais), na diminuicdo da inflamacéo e
do edema e ainda no tratamento, usando o0s seus efeitos citotoxicos, de tumores
linforreticulares e mastocitomas. Outras indicacbes da sua utilizagdo, em oncologia

veterinaria, aplicam-se a manutengéo da euglicémia em isulinomas e também na diminuigéo
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da tumefacédo e dor quando surge osteopatia hipertréfica como sindrome paraneoplasico. O
seu uso, a longo prazo, com doses elevadas, pode conduzir ao aparecimento de
hiperadrenocorticismo iatrogénico e a toxicidade. Esta ultima inclui Ulceras Gl, osteoporose,
aumento da suscetibilidade a infe¢8es, polidipsia, polidria, polifagia e taquipneia. (Chun et
al., 2007; Coppoc, 2009).

5.2.4- Outros

5.2.4.1- Compostos platinados

Os compostos platinados tém um mecanismo de acdo semelhante aos agentes alquilantes.
Sao eficazes contra células em divisdo e em repouso, atuando independentemente do ciclo
celular. A cisplatina foi o primeiro composto inorganico usado como um agente
antineoplasico, em Medicina Veterinaria, mas um outro analogo de platina, a carboplatina,
foi rapidamente substituindo a sua utilizag&o clinica (Dobson et al., 2008).

A carboplatina atua ao gerar ligagbes cruzadas dentro e entre as cadeias de DNA e,
consequentemente, inibindo a sintese proteica, sendo um farmaco independente do ciclo
celular. A sua principal via de excregcdo € através da filtragdo glomerular e
aproximadamente 70% da dose administrada é excretada na urina em 4 dias. A carboplatina
€ um analogo mais potente menos emetizante e muito menos nefrotéxica do que a cisplatina
(Dobson et al., 2008; Lana & Dobson, 2011). A eficacia da carboplatina no tratamento do
osteossarcoma canino € proximo a da cisplatina. Contudo, deve ser utilizada com precaucéo
em cdes com doenga renal, uma vez que pode exacerbar a nefropatia preexistente. A
carboplatina também demonstrou ser eficaz contra melanomas caninos e alguns
carcinomas. No entanto, o carcinoma de células transicdo da bexiga ndo responde a
carboplatina (Chun et al., 2007; Dobson et al., 2008). O principal efeito adverso da
carboplatina é a mielossupressao dose-limitante. Afeta os neutréfilos e plaquetas, com um
nadir entre os 11 e os 14 dias apés a administracdo (Page et al., 1993; Chun et al., 2007,
Lana & Dobson, 2011). Em Medicina Veterindria a sua nefrotoxicidade ndo tem sido
relatada. No entanto, deve ser usada com cautela em doentes renais, uma vez que é
excretada pelo rim. Em Medicina Humana a nefrotoxicidade é um dos possiveis efeitos
secundarios associado a carboplatina e a sua dose é corrigida de acordo com a depuracao

de creatinina (Dobson et al., 2008).

5.2.4.2- L-asparginase

A L-asparaginase tem como fungdo a hidrolise da L-asparagina em acido aspéartico e

amoniaco, esgotando os niveis de asparagina circulante. Esta € um aminoacido essencial
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ao crescimento de células tumorais que ndo possuem a enzima L-asparagina sintetase
(Coppoc, 2009). E eliminada pela urina e fezes. A toxicidade associada ao tratamento com
L-asparaginase é devida a reagfBes de hipersensibilidade que se manifestam por vomito,
diarreia, urticaria, edema, prurido, dispneia, hipotensdo e raramente colapso (Chun et al.,
2007). A hipersensibilidade pode ser gerida através de pré-tratamento com anti-histaminicos
e dexametasona, embora os proprietarios devam ser alertados para monitorizar o céo
durante 1 a 4 horas ap0s o tratamento. Outros sinais de toxicidade mais raros sao
pancreatite e mielossupressao (principalmente se combinada com a vincristina) e alteragdes
de coagulacdo (Duval et al.,, 2002; Chun et al., 2007). A L-asparaginase € usada
exclusivamente em doencas linfoproliferativas. A fim de evitar o desenvolvimento de
resisténcia a L-asparaginase € muitas vezes utilizada apenas em doentes com recidiva de
linfoma (Gustafson & Page, 2012).

5.2.5. Novas abordagens e farmacos em estudo

5.2.5.1. Quimioterapia metronémica

Os farmacos citotoxicos usados na quimioterapia convencional sdo concebidos, para serem
utilizados na dose maxima tolerada (DMT), de forma a inibir ou matar células que se dividem
rapidamente, sendo administrados em intervalos definidos, de acordo com a recuperagéo de
tecidos normais, dos seus efeitos citotoxicos (Shimizu & Oku, 2004).

A palavra metronémica é derivada da palavra "metrébnomao”, um relégio que mede o tempo
musical, produzindo pulsos de duracgéo regular, ajustaveis em batimentos por minuto. Estes
pulsos representam um pulso sonoro fixo e regular. A quimioterapia metronémica baseia-se
na administracdo frequente de farmacos citostaticos em doses abaixo do DMT e sem
pausas prolongadas entre administracdes. Assim, alcanca-se um baixo nivel de
concentragcdo sanguinea do farmaco sem efeitos colaterais toxicos significativos. A
administracdo do quimioterapico metronomicamente permite a eliminacdo de periodos
longos entre doses, periodos durante os quais podem surgir alteragdes oportunistas nas
células tumorais (Mutsaers, 2007). Desta forma, a quimioterapia metronémica difere da
quimioterapia citotoxica convencional na frequéncia da dose, farmacocinética, células-alvo,

intencdo de tratamento e toxicidade para o paciente (Tabela 9) (Bahl & Bakhshi, 2012).
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Tabela 9: Sumario das diferencas entre a quimioterapia metronémica e quimioterapia

citotoxica convencional (Adaptado de Bahl & Bakhshi, 2012)

Quimioterapia metronémica Quimioterapia convencional

Frequéncia de
administracao Dose continua (diariamente) Intervalada (de 2 em 2 ou de 3
em 3 semanas)

Dose Mais baixa do que em regimes Dose alta em regime de DMT
convencionais de DMT

ZEUNEHREIEN Concentracdo plasmética do farmaco Aumento e diminui¢éo da
mantida no organismo ao longo do concentracao plasmatica do
tempo farmaco
Células alvo Células endoteliais da vasculatura do Células tumorais em
tumor em crescimento proliferacédo
IO EGENEIEM  Significativamente menos toxicos e A toxicidade & um problema
0 paciente diminuicéo da necessidade de terapia uma vez que as doses sao
de suporte usadas em MTD
Intencéo do Controlo do tumor Erradicagéo do tumor

tratamento

5.2.5.2 Inibidores da tirosina quinase (PTKI)

Um progresso substancial no campo da biologia molecular permitiu a identificacdo de
alteracdes importantes em células neoplasicas, que envolvem proteinas celulares
reguladoras da transducgdo de sinal, da sobrevivéncia celular e da proliferacdo de células.
Tais anomalias envolvem, frequentemente, uma classe de proteinas conhecidas por tirosina
guinases, que fazem a fosforilagdo de outras proteinas na célula, bem como a regulacéo de
uma variedade de processos celulares. Embora os PTKI tenham sido extensivamente
utilizados em seres humanos, a sua aplicagdo em veterinaria é relativamente recente. O
toceranib, masitinib, e imatinib, tém sido utilizados com sucesso em caes (London, 2009).
Dois dos PTKI, o masitinib (Masivet) e o toceranib (Palladia), encontram-se licenciados para
utilizacdo veterinéria no tratamento de mastocitomas caninos (Hahn et al., 2008; Hahn et al.,
2010; EPAR, 2013).
Segundo um estudo feito por Hahn e seus colaboradores (2010), o masitinib é eficaz no
tratamento de mastocitomas caninos ndo operaveis e mostrou evidéncias de melhorar a
sobrevivéncia a longo prazo, independentemente do subtipo de mastocitoma.
A cirurgia continua a ser uma opcao aconselhavel, sempre que possivel. No entanto,
guando o tumor ndo é operavel, o0 masitinib provou ser significativamente eficaz em retardar
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a progressao do tumor (75 dias no grupo placebo e 118 dias no grupo tratado com o
masitinib) (Hahn et al., 2008)

Os efeitos secundarios mais frequentes, associados ao masitinib sdo reacdes
gastrointestinais (vOmitos e diarreia) e queda do pélo. Durante a terapéutica com o masitinib,
deverd haver uma monitorizacdo dos efeitos secundérios, por parte do médico veterinario
nomeadamente sindrome de perda de proteina (duas vezes por semana, durante 0S
primeiros 3 meses e posteriormente mensalmente). O masitinib esta contra-indicado em
caso de doencga renal, doenca hepética, animais anémicos ou com neutropenia (Ogilvie &
Ahn, 2010).

O toceranib também € utilizado para tratar cdes com mastocitoma. Esta indicado para
mastocitomas de elevado grau (2 ou 3), em recidivas, ou em mastocitomas inoperaveis.
Caes tratados com o Palladia tiveram maiores taxas de resposta (37%) do que os caes
tratados com placebo (8%) apds seis semanas de tratamento. Uma resposta completa
(desaparecimento do tumor) foi observada em cerca de 8% e uma resposta parcial (redugéo
do tumor) foi observada em cerca de 29% dos cédes tratados com o medicamento
veterinario. O tempo de recidiva, também foi maior (nove a dez semanas, em média) do que
agueles que receberam placebo (trés semanas em média) (London et al.,, 2009; EPAR,
2013).

Os efeitos colaterais mais comuns do toceranib sdo toxicidade Gl (diarreia e vomito),
imunossupresséo e claudicacdo (EPAR, 2013).
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Il. Depuracdo Plasmatica de Creatinina Exdgena em Cdes Submetidos a

Protocolos Terapéuticos de Quimioterapia

1. Desenho experimental

O presente estudo foi realizado no Hospital Escolar e, simultaneamente, no Laboratério de
Farmacologia e Toxicologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica
de Lisboa durante o estagio curricular de 1 de Marco a 31 de Agosto, fazendo-se seguir por
um acompanhamento, extra estagio, desenvolvido de 31 de Agosto a 21 de Margo. Foi
realizado de acordo com os principios da Comisséo Etica e Bem-estar desta instituicio, da
qual teve autorizacdo e tendo em consideragdo o disposto na Diretiva - 2010/63/EU do
Parlamento Europeu e do Conselho.

Este estudo incide sobre animais submetidos a protocolos com farmacos antineoplasicos,
nos quais se avaliou a DPCEx para a monitorizacdo da funcdo renal antes e durante a
realizacdo do mesmo. O estudo foi desenhado para ocorrer em duas fases, tendo-se
avaliado os seguintes parametros:

e DPCEX previamente a realizacdo de quimioterapia (T0). Antes de iniciar esta fase foi
necessario avaliar o estado de hidratacdo do paciente, através de um bom exame
fisico, quantificag@o da ureia e creatinina séricas;

e DPCEx durante as sessfes de quimioterapia com farmacos com acao

potencialmente nefrotéxica.

1.1 Objetivo geral

Sendo a depuracdo de creatinina exdgena um exame complementar de fungdo renal ainda
pouco usado em Medicina Veterinaria, esta dissertacao teve como principais objetivos a
transmissao de informacao acerca deste método, e a apresentacao de 6 casos clinicos, com
0s gquais se pretende compreender de que forma protocolos quimioterapia podem beneficiar

de uma monitorizagdo mais precisa e controlada da fung&o renal.

1.2 Objetivos especificos

Como evidenciado na segunda parte deste trabalho, a nefrotoxicidade pode ocorrer por
exposi¢cdo a determinados agentes quimioterapicos. Infelizmente, a nefrotoxicidade destes
agentes continua a ser um efeito adverso significativo, e as vezes limitante da eficicia da
terapéutica.

Por esse motivo e pelo facto de ser escassa a bibliografia referente a avaliagdo da funcao

renal em pacientes submetidos a protocolos antineoplasicos, neste trabalho pretendeu-se
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avaliar a DPCEXx antes e durante as sessfes de quimioterapia realizada em 6 caes, com 0s
seguintes objetivos:

e Montar a técnica de DPCEXx

e Avaliar a funcdo renal antes de os animais iniciarem os protocolos de quimioterapia;

e Avaliar se durante os protocolos de quimioterapia existe alteracdo da filtracdo renal,

¢ Introduzir esta nova abordagem de diagnéstico, como estudo preliminar, para futuros

estudos mais detalhados.

2. Materiais e métodos

2.1 Montagem da técnica de DPCEX

Para a montagem da técnica de DPCEx foram usados 4 cades saudaveis do canil de
farmacologia da FMV. Estes foram seleccionados através da anamnese e exame fisico
detalhado focado no estado de hidratacdo, assim como nos valores das bioquimicas de
ureia e creatinina seéricas. Nestes mesmos animais foram feitos diversos ensaios
experimentais com recolha de amostras que se estenderam por 10 horas, 8 horas e 6 horas,
feitos em semanas diferentes. As amostras sanguineas, colhidas nestes animais, serviram
para a determinacdo do comprimento de onda de leitura das amostras no espectrofotometro,
como para o célculo da reta de calibragdo necessaria para o doseamento de creatinina

exégena nas amostras de plasma.

2.2 Animais

O grupo de animais estudados foi constituido por 6 canideos diagnosticados com 4 tipos
diferentes de neoplasias no Hospital Escolar da FMV em 2012-2013. Trés dos animais
foram diagnosticados com mastocitoma, dos quais dois de grau Il (MIl) e um de grau Il e
grau | (MI), um com melanoma maligno (MM), um com linfoma multicéntrico (LM) e um com

carcinoma mamario de grau lll (CMIII) (Tabela 10).
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Tabela 10: Neoplasia diagnosticada em cada individuo da amostra de caes

Caes Tumor
1 Ml
2 Ml
3 Ml + MII
4 LM
5 MM
6 CMmill

2.1.2 Critérios de inclusao

Neste estudo apenas foram incluidos caes, machos ou fémeas, a iniciarem pela primeira vez
0 protocolo quimioterapico. Foram selecionados com base na anamnese, exame fisico
detalhado, especialmente focado no estado de hidratagdo do paciente, assim como nos
valores de creatinina e ureia séricas. O estado de hidratacdo foi sempre avaliado no inicio
do protocolo, mas também ao longo das varias sessdes através de um bom exame fisico.
Se algum dos pacientes, ao longo destas, apresentasse uma desidratagdo superior a 5%
esta seria imediatamente corrigida através de fluidoterapia adequada a cada caso. Os
animais incluidos no estudo serviram como seu préprio controlo pela realizacao do ensaio

experimental TO.

2.1.3 Critérios de excluséo

Foram excluidos neste estudo cées, que ja tinham iniciado o protocolo quimioterapico, que
tenham realizado tratamentos potencialmente nefrotoxicos (p. ex. Aines) ha mais de 4
semanas seguidas, ou que apresentassem diagndstico de disfuncdo renal. Foram ainda
excluidos animais com alteracfes pré-renais os quais foram prontamente corrigidos através

de fluidoterapia.
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2.2. Avaliacdo da depuracédo plasmatica de creatinina

De acordo com o cronograma 1 foram colhidas amostras de sangue em varios momentos
temporais. A avaliagcdo de DPCEx foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Watson e seus colaboradores (2002) e Lefebvre e seus colaboradores (2004), e com o
consentimento esclarecido dos proprietarios dos animais e de acordo com o cronograma a
seguir apresentado.

Cronograma 1: Semanas em que foram realizadas as colheitas sanguineas a) referente ao
cdo com linfoma; b) referente aos cdes com mastocitoma e c) referentes aos caes com

melanoma maligno e carcinoma mamario

Tempo em semanas
a)

*
L")
* O

+ ¥ o=y
-
o
-
N

Tempo em semanas

b)
0 2 5 7 1
* x x * *
+ + + + +

Tem PO em semanas

c)
0 3 6 9 12
* * ® * *
+ + + + +

Legenda: * Avaliacdo da TFG; + Protocolo de quimioterapia

A avaliacdo da TFG foi realizada nos dias em que os animais eram submetidos a
administracdo dos farmacos antineoplasicos de acordo com o protocolo respectivo, mas
previamente a sua administracao.

2.2.1 Material e equipamentos

Reagentes:
e Soro fisioldgico NaCl a 0,9% BBraun®
e Creatinina exégena Sigma-Alorich®
e Acido picrico Alorich Chemistry®
e Hidroxido de s6dio Merk®
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Equipamentos:

e Camara de fluxo laminar aura VF48 — Bioair®

e Espectrofotometro UV-Vis Spectra Max 340 pc — Molecular Devices® com software

SoftMax® para Windows98

e Balanca de precisdo Shimadzu Aux 220 - Unibloc®

¢ Centrifuga Hermile Z200 M/H — Q Labo®

e Pipeta de precisdo Jcn cons 20-200 Seal pette®
Material diverso: seringas de 20 e 50 mL, frascos de vidro estéreis com tampa; tubos secos;
barquinhas de pesagem; baldes volumétricos de 50 ml; espatulas; e membrana esterilizante
0,22um Milipore Express® PES Membrane MILLEX®GP; tubos colheita com heparina, tubos
Eppendorf.

2.2.2 Solucéo de creatinina exdégena

A solucdo de creatinina exdgena foi preparada numa concentracdo de 80mg/mL. A solugéo
foi esterilizada através de membrana esterilizante 0,22um Millipore Express® PES
Membrane MILLEX®GP para frasco de vidro esterilizado, em camara de fluxo laminar. A
solugdo final foi colocada numa seringa 20 mL Romed® Holland para posterior
administracado do volume correspondente a dose em funcdo do peso do animal (80mg/Kg).
Cada solucao foi preparada imediatamente antes de cada ensaio.

2.2.3. Administracdo endovenosa da solucéo de creatinina exégena

A creatinina exdgena (solucdo 80 mg/mL de soro fisiologico a 0,9%) foi administrada numa

das veias cefalicas, em bolus endovenoso na dose 80 mg/Kg de peso vivo.

2.2.4 Colheita de amostra

As amostras de sangue foram colhidas, por meio de cateter posicionado em veia periférica
contralateral a utilizada para administracdo da solu¢éo de creatinina exdgena, e colocadas
em tubos de recolha com heparina. Os tempos de colheita estdo representados nos

cronogramas que se seguem.
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Cronograma 2: Ensaio experimental TO

Tempo (min.) 0 15 60 120 180 240 300 360

Colheitas X X X X X X X X

Sanguineas (1mL)

Cronograma 3: Ensaio experimental durante a administragédo do farmaco antineoplésico

Tempo (min.) 0 15 60 120 180 240 300 360

Administracdo X

Creatinina
Exdégena

As amostras foram posteriormente centrifugadas a 600 G durante 20 minutos. As amostras
de plasma demasiado hemolizadas foram rejeitadas. Do plasma obtido foram colhidas pelo
menos trés aliquotas (50 ul cada) de cada amostra, colocadas em tubo de Eppendorf e
congeladas a -20 °C (Figura 9).

Figura 9: Tubos Eppendorf com amostras de plasma correspondentes a um animal,
colhidos em tempos seriados, prontas a serem congeladas (original)
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2.2.5. Doseamento de creatinina exdgena nas amostras de plasma

As concentragdes de creatinina plasmatica foram doseadas pelo método Jaffe, também
designado por método cinético de picrato alcalino, adaptado de Watson 2002. Numa placa
de 96 pocilhos foram colocadas as amostras em estudo. De seguida adicionaram-se, em
cada pogo 50ul de solucdo 8,8 mM de &cido picrico e 50 pl de solugéo foi colocada num
pocilho de uma placa de 96 pocilhos (Microplate 96 well Greiner labortechnik®) juntamente
com 50 pl de &cido picrico e 50 pl de solugéo 0,4 M de hidroxido de sodio (Figura 10). Uma
hora apds o inicio da reagdo colorimétrica ter sido iniciada, fez-se a leitura da absorvéncia
das amostras no comprimento de onda de 490 nm, no espectrofotbmetro Spectra Max 340
PC.

Figura 10: Placa de 96 pocilhos com 96 amostras de plasma, correspondentes a 4 animais
diferentes, apos a reacao de Jaffe (Original)

Este procedimento foi também realizado para solugcbes de creatinina exdgena (0,2; 0,1;
0,05; 0,025; 0,0125 mg/mL e 6,25; 3,125 e 1,56 pg/ml) utilizadas para calcular a equacao da
reta de calibracdo do método. Para este calculo foram utilizados os valores (logaritmizados)
da absorvéncia no comprimento de onda 490 nm para cada concentracdo de creatinina
exdgena.

A partir dos resultados obtidos, calculou-se pelo método de minimos quadrados a reta de
calibragéo.

O método foi validado de acordo com o referido nas normas de orientagdo adequadas (VICH
Topic GL2, 1998) (Tabela 11).
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Tabela 11: Resultados da validac&o da equacéo da reta

Especificidade Avaliagcao Creatinina 490 nm

Limite de Detegao (ug/ml): 0.78

Limite de Quantificacdo (ug/ml): 1.56
Y=0,0112x+0,0048;
R,=0,9997

Gama de Trabalho: 1,56 -100 ug/ml
Exatiddo — Recuperagéo 99.70%

Precisédo — Repetibilidade CV<=84%
Curvas de calibracao entre retas CV<=116%

Linearidade

2.2.6. Célculo da TFG

Os valores de concentragcdo plasmatica da creatinina exdgena foram calculados por
interpolacéo, dos valores obtidos, na reta de calibragdo. Os valores obtidos foram depois
utilizados para calcular o valor da ASC. Estes calculos foram realizados utilizando software
apropriado para analise ndo compartimental (Heinzel, Woloszczak & Thomann, 1993). A
equacdo 5 representa o célculo da TFG em que D é a dose de creatinina exdgena

administrada.

Equacédo 5: Calculo da TFG

TFG = b
T ASC

O valor da TFG assumiu-se como idéntico ao valor da depuragdo obtido de acordo com o

referido por varios autores (Watson, 2002; Lefebvre et al., 2004; Heiene & Lefebvre, 2007).

3. Resultados

3.1 Caracterizagdo da amostra

3.1.1 Peso e género

A mostra de seis cdes no inicio do estudo apresentou um peso vivo médio 19,1 com um
maximo de 44,8 Kg e um minimo de 5,4 Kg. Em todas as sessdes de quimioterapia os
animais foram pesados, sendo que este parametro ndo foi constante em todas as colheitas
(Tabela 12).
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Tabela 12: Peso em Kg da amostra de cées ao longo das colheitas

Dia das colheitas

e 1o 20 3¢ 40 5¢ 6°
1 22,7 22,8 22,7 22,9
2 25,2 25,4 25,2 24,9 25,4
3 8,3 8,5 8,5 8,7 8,7
4 8,5 8,3 7,9 7,7 78 78
5 5,4 4,9 4,3 4,4 4,5
6 44,8 45,1

Do total da amostra de cées duas (33%) eram fémeas e quatro (67%) eram machos (Gréfico
1).

Gréfico 1: Género da amostra de caes

B Macho Fémea

3.1.2. Idade eraga

A amostra de caes tinha uma idade média de 10,5 anos, com um maximo de 13 anos e um
minimo de 7 anos. Dois dos cdes eram de raca indeterminada, um Husky siberiano, um

Labrador retriever, um Carlino e um Pequinés (Tabela 13).
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Tabela 13: Idade em anos e raga correspondente a cada individuo da amostra de caes

Cdes Idade (anos) Raca
1 7 Indeterminada
2 12 Husky siberiano
3 10 Carlino
4 11 Indeterminada
5 13 Pequinés
6 10 Labrador retriever

3.1.3 Protocolo antineoplasico

Para os diferentes tipos de tumores foram utilizados diferentes protocolos com farmacos
antineoplasicos. Para 0 mastocitoma usou-se a associacdo de prednisolona e vimblastina
(PV), para o melanoma maligno a associacdo de doxorrubicina e carboplatina (DC), para o
linfoma multicéntrico a associacdo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisolona (CHOP) e para o carcinoma mamario foi administrada mitroxantrona (Mi) como
farmaco unico (Tabela 14).
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Tabela 14: Caracteristicas da populacdo estudo

|
dade Raga Género  Tumor Protocolo
(anos)
1 7 Indeterminada  Macho Ml PV
2 12 Husky siberiano  Macho Ml PV
3 10 Carlino Fémea Mle Mill PV
4 11 Indeterminada  Macho LM CHOP
5 13 Pequenés Macho MM DC
6 10 Labrador retiever Fémea CMIlI Mi

Na presenca de sinais indicativos de toxicidade farmacoldgica, como anorexia, vomito,
diarreia, prostracdo grave, anemia, neutropenia ou trombocitopenia, o tratamento foi
interrompido por uma semana (até normalizacdo do estado clinico), ou substituido por um
farmaco menos toxico pertencente ao protocolo utilizado. Nos animais que apresentaram
sinais de resisténcia aos farmacos utilizados foi administrado um farmaco de resgate (L-
asparaginase no caso do linfoma e masitinib no caso do mastocitoma). Durante o curso do
estudo, nenhum animal atrasou a administragdo dos farmacos durante o protocolo
quimioterapico em 2 animais (33,33%) (animais 3 e 4) associou-se a administracdo de
masitinib e L-asparaginase respetivamente. Um animal estudado, o cdo 6 (16,67%) faleceu
durante o periodo de colheitas, entre a 22 e a 32 sesséo de quimioterapia.

A avaliacdo da TFG foi realizada nos dias em que se realizaram as sessdes de
guimioterapia, tal como previsto. Nos cdes com mastocitomas foi realizada nas semanas 0,
2, 5,7 e 11, no cao com linfoma mdltiplo nas semanas 0, 2, 5, 7, 10 e 12. Nos cdes com
melanoma maligno e com carcinoma mamario, uma vez que a administracdo dos farmacos
antineoplasicos era realizada de trés em trés semanas, a TFG foi avaliada de trés em trés
semanas. No entanto, o individuo com carcinoma mamario faleceu entre a 22 e a 32 sessao
de quimioterapia so tendo sido realizadas dois dias de colheitas sanguineas, uma a semana

0 e outra a semana 3 (semana 0, 3, 6, 9 e 12).
60



3.1.4 Ureia e Creatinina

Em todos os individuos da amostra de cées, os valores da concentracdo plasmatica de
creatinina e ureia, antes do inicio do protocolo quimioterapico, encontravam-se dentro do
intervalo de referéncia (creatinina entre 0.5 e 1.4 mg/dl; ureia entre 0 a 54 mg/dl) (Tabela
15).

Tabela 15: Creatinina e ureia plasmatica de cada animal antes de iniciar o protocolo

guimioterapico

Animais Creatinina Ureia
(mg/dl) (mg/dl)

1 1,12 48

2 0,8 45

3 0,7 17

4 1 67

5 0,6 19

6 0,77 48

Média 0,83166667 40,6666667

DV 0,19353725 19,2319179

3.2. Céalculo da concentracdo plasmatica de creatinina exdégena

Para o célculo da concentrac@o de creatinina exdgena foi necessério, em primeiro lugar,
calcular a reta de calibragdo com respetiva equacao da reta e coeficiente de determinacéo
cujo resultado se apresenta no gréafico 2 e os resultados da sua validacdo na Tabela 11
anteriormente apresentada.

61



Grafico 2 - Representacao gréfica da reta de calibra¢éo (em escala semi-logaritmica) da

creatinina no plasma, respetiva equacéo e coeficiente de determinacgéo
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Para quantificacdo da creatinina nas amostras de plasma utilizou-se a equacao
y=0,0112x+0,048, em que y corresponde ao valor da absorvéncia lida aos 490 nm, e X 0

valor da concentracdo de creatinina correspondente.

3.3 Resultados dos parametros da avaliagéo da fungéo renal

De um total de 27 experiéncias realizadas, avaliou-se a TFG e o tempo de semivida da
creatinina (T1.Cr) (Gréafico 3; Anexo 5 - Tabela 33).
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Grafico 3: Variagéo do T1/2 da creatinina e da TFG da amostra de cées, ao longo do

protocolo quimioterapico
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3.3.1. TFG, Tempo de semivida da creatinina (T%Cr)

A TFG média avaliada em todos os animais, nos diferentes dias foi 4,8+1,4 ml/min/Kg com
um maximo 2,73 ml/min/Kg e minimo 0,94 ml/min/Kg, T12Cr médio foi 116,3+23,8 minutos

com um maximo de 172 minutos e um minimo de 82 minutos (Grafico 4).

Grafico 4: a) Distribuicdo da TFG em ml/min/Kg, do total da amostra de caes nos diversos
dias das colheitas sanguineas; b) Distribuigcdo do T,,Cr em minutos (min.), do total da

amostra de caes nos diversos dias das colheitas sanguineas
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4. Discussdao dos resultados

Surpreendentemente, em todos os animais deste estudo houve, pelo menos, um momento
durante o protocolo com farmacos antineoplasicos, em que a TFG esteve acima do limite
superior normal. No entanto, em nenhuma ocasido houve valores da TFG abaixo do limite
inferior normal. Estes resultados poderao indicar que houve uma deterioracdo precoce da
funcdo renal excretora, que levou o rim a compensar através da hiperfiltragdo. A posterior
diminuicdo da TFG para valores de referéncia pode, como ja foi dito, ter dois significados. O
primeiro é que tenha havido normalizacdo da TFG, uma vez que a lesdo renal ndo foi
suficientemente grave para afetar o 6rgdo, ou nem sequer houve lesdo do mesmo, e o
segundo é que esta diminuicdo, para valores normais, podera ser o reflexo de uma fase
mais avancada de uma lesdo glomerular preexistente, caracterizada anteriormente por
hiperfiltracdo glomerular.

Por outro lado, e uma vez que a totalidade dos farmacos utilizados sdo de excregéo renal,
uma hiperfiltracdo glomerular podera refletir uma excrecdo mais rapida do farmaco
antineoplasico, e consequentemente uma subdosagem do mesmo. E licito pensar que tal
podera resultar em falhas terapéuticas e mesmo ao indesejavel desenvolvimento de
resisténcias aos farmacos por parte das células neoplasicas.

As diferengas na TFG entre animais poderao ter sido influenciadas por diversos fatores néo-
renais como a ingestéo de proteinas, estado de hidratagdo, o equilibrio de sddio, bem como
0 género. Ademais, o tempo entre administracdes também poderé ter alguma influéncia na
TFG. A variabilidade de protocolos instituidos nos diferentes animais, também podera ter
sido um factor que contribuiu estes resultados.

Apesar de a producdo de creatinina ocorrer a um ritmo quase constante, sendo apenas
minimamente afetada pelo consumo de proteina (Hendy-Willson & Pressler, 2011), uma
dieta rica em proteina leva a um aumento da TFG em cées (Brown et al., 1991).

Uma vez que este trabalho foi realizado em animais doentes do hospital escolar, e que
varios fatores eram ja requeridos para a realizacao do estudo (a quimioterapia em si, 0
namero de horas necessérias para o estudo, a administracdo de creatinina exdgena e a
necessidade de colheita de amostras sanguineas seriadas) coadjuvado com o estado
emocional dos proprietarios face a neoplasia diagnosticada no seu animal, ndo foi solicitado
aos proprietarios que mantivessem 0s seus animais em jejum de 12 horas, previamente a
realizacdo do estudo.

No presente estudo, a ingestdo de 4gua nao foi controlada, mas esta estava disponivel ad
libitum. Uma vez que o estado de hidratagdo num céo ndo pode ser determinado com
precisdo por meio do exame fisico, o efeito de hidratagdo deve ser minimizado pela
administracdo de fluidos para corrigir potenciais défices. Neste estudo ndo houve nenhum
animal com valores de TFG inferiores a 2,32 ml/min/ Kg, sugerindo que os cdes mantiveram

0 seu estado de hidratagdo normal durante a realizagdo do mesmo.
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A ingestdo de alimentos ndo foi controlada como era nosso desejo, no entanto, se a
variagdo na TFG em dias diferentes foi provocada por diferencas na ingestdo de proteinas,
esta apenas podera ser devida a uma diferenca na quantidade de comida que cada cao
consumiu nos diferentes dias do exame, uma vez que ndo houve mudanca nem da ragao
nem dos horérios de refei¢cdo ao longo do estudo.

No nosso estudo nao foi possivel avaliar o efeito da idade nos par@metros em estudo, uma
vez que a amostra é demasiado pequena e h& pouca diferenca de idades entre os animais.
Sabemos no entanto que a idade também pode afetar a TFG uma vez que a capacidade de
adaptacdo do rim aos fatores exégenos e enddégenos vai diminuindo com a idade (Polzin &
Osborne, 1995; Chew & DiBartola, 2009; Polzin, 2011). No entanto, esta nao é
necessariamente uma manifestacdo especifica de doenca, sendo um fenémeno biolégico
ligado & senescéncia celular e do érgdo. A diminuicdo do tamanho e volume renal, com a
idade, resulta numa diminuicdo na area de filtragdo da membrana basal glomerular, e
diminuicdo da permeabilidade (Lubran, 1995). No entanto, doencas especificas podem ser
sobrepostas no processo de envelhecimento normal e influenciar o declinio da TFG de cada
individuo (Glassock & Winearls, 2009).

A composicao corporal dos cdes deste estudo foi bastante variavel. Alguns animais eram
obesos e outros bastante magros, com um intervalo de peso corporal de 5,4 a 44,8 kg. Mas
mais uma vez a amostra é demasiado pequena para tirar conclusdes acerca da relacdo
entre a TFG e ao peso corporal. O peso corporal € um fator fisiologico relevante que afeta a
funcdo renal em cées. Tal deve-se a diversas questdes como o facto de a gordura ter uma
baixa taxa metabdlica, o que contribui pouco para TFG. E, de facto, hoje em dia, verifica-se
uma elevada taxa de obesidade em cées. Por outro lado, had também uma enorme
diversidade de tamanhos e peso corporal em funcdo das ragas. No entanto o peso corporal
é utilizado em Medicina Veterinaria na padronizacdo dos valores da TFG, contribuindo para
a variabilidade da mesma, nestes animais (Lefebvre, 2010). A primeira evidéncia do efeito
do peso corporal na TFG numa grande populacédo de caes saudaveis foi relatada em 2004
(Lefebvre et al., 2004). A TFG foi estimada em 113 cades usando a depuragéo plasmética de
creatinina exdgena, tendo os animais sido divididos em quatro categorias de peso corporal:
Mini, Medium, Maxi e Gigante. Os valores da TFG correspondentes (média = DP) foram 3,66
+ 0,47, 3,04 + 0,52, 2,53 + 0,42 e 2,35 £ 0,56 ml / min/kg, prospectivamente. Bexfield e
colaboradores (2008) obtiveram resultados semelhantes em 118 cdes adultos saudaveis
utilizando a depuragéo plasmética do iohexol para estimar a TFG. Também foi detetada uma
relacdo linear negativa significativa entre o peso corporal e TFG estimada. Assim, quanto
maior for o peso corporal, menor serq a TFG (expressos em ml/min/kg).

O impacto que os diferentes protocolos administrados poderéo ter tido no organismo de
cada animal também podera ter sido um fator que contribuiu para grande variabilidade dos

valores de TFG. No entanto, seria necessario uma amostra maior e mais homogénea, para
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obter resultados estatisticamente significativos. Para além disso, seria necessario avaliar a
funcéo renal em todas as semanas em que se administrou um farmaco diferente para avaliar
o impacto individual de cada farmaco na funcéo renal.

Finalmente, verificou-se ainda uma grande variabilidade da TFG entre animais assim como
no mesmo individuo ao longo do tempo. Desta forma, para além dos fatores que afetam os
cdes de forma diferente e que podem contribuir para a variabilidade entre eles, como a
conformacgéo corporal, a relagdo da TFG com o peso vivo e diferencas fisiolégicas
intrinsecas, parecem existir fatores que, ao longo do tempo, véo contribuir para uma grande
variabilidade no proprio individuo. Esta variabilidade observada no mesmo individuo pode
ser devida ao facto de todos os animais apresentarem doenca neoplasica e serem
submetidos a tratamento com farmacos antineoplasicos aos quais poderado ter respondido

de forma diferente.

4.1. Analise individual da TFG

Devido ao pequeno tamanho da amostra ndo foi possivel avaliar estatisticamente as
diferencas observadas nos valores da TFG. Assim, optou-se por fazer uma avaliagdo
individual da TFG em cada animal, ao longo do tempo em que foi decorrendo o protocolo
quimioterapico.

No canideo 1, verificou-se a ocorréncia de hemolise nas amostras sanguineas da primeira
colheita, o que ndo permitiu quantificar corretamente as concentragfes de creatinina nas
mesmas, invalidado o calculo do valor da TFG, nesse dia. Assim, o estudo da funcao renal
do céo 1 iniciou-se na 22 colheita, e portanto, na semana em que foi administrada, pela
terceira vez a vimblastina (administrou-se na semana 0, na semana 1). A TFG
correspondente a essa semana foi de 4,38 ml/min/Kg, valor superior ao valor do limite
maximo considerado de referéncia (3,65 ml/min/Kg). Ao longo das semanas seguintes este
valor foi aumentando até atingir os 5,99 ml/min/Kg na semana 7, ap0s a qual desceu
radicalmente para 2,87 ml/min/Kg. Assim, como descrito na bibliografia, parece ter havido
uma hiperfiltracdo, de forma a compensar uma possivel leséo renal. Como nédo se conseguiu
calcular o valor da 12 semana, na qual se avalia a funcdo renal sem a influéncia da
guimioterapia, ndo se sabe se esta lesdo ja existiria antes do inicio da administracdo de
farmacos antineoplasicos ou se a hiperfiltragdo se iniciou apds o seu inicio. Se for este
altimo o caso, podemos supor que a administracdo de vimblastina e prednisolona neste
animal podera ter tido consequéncias nefastas no rim, que o levou a hiperfiltrar de forma a
compensar a lesdo. Da semana 7 para a semana 11, houve uma diminuicdo da TFG para
valores normais. Neste caso, um acompanhamento mais prolongado deste animal teria sido
vantajoso para perceber se a TFG diminuiu ainda mais ou se se manteve dentro dos valores

de referéncia.
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No canideo 2, a funcdo renal foi avaliada antes de se iniciar o protocolo quimioterapico e
durante o mesmo. Desta forma, na semana 0, em que ndo houve influéncia de farmacos
antineoplasicos, a TFG foi de 3,22 ml/min/Kg, encontrando-se dentro dos valores de
referéncia. No entanto, na semana 2, correspondente a 32 sessao de quimioterapia, a TFG
subiu para valores acima dos valores de referéncia (5,62 ml/min/Kg). Na semana 5, desceu
(3,33 ml/min/Kg) novamente para valores de referéncia, tendo voltado a subir na semana 7
(5,59 ml/min/Kg) e voltando novamente a descer (3,26 ml/min/Kg). Neste animal, observou-
se apenas duas alturas, ao longo do periodo do protocolo quimioterapico, em que a TFG foi
superior ao valor de referéncia. Assim, a quimioterapia neste animal parece ter afetado de
forma ligeira o rim, uma vez que este foi conseguindo recuperar a sua funcédo. No entanto,
dever-se-ia ter estendido o periodo de avaliacdo da funcédo renal, de forma a perceber se a
TFG deste animal se manteve normal apos o término da quimioterapia. O individuo 3, antes
de iniciar o protocolo quimioterapico, apresentava uma TFG dentro dos valores de referéncia
(2,73 ml/min/Kg), a qual aumentou significativamente na semana 2 (6,93 ml/min/Kg), ndo
tendo sido muito diferente na semana 5 (7,07 ml/min/Kg). Na semana 7 a TFG desceu
ligeiramente (4,22 ml/min/Kg) e voltou a subir substancialmente na semana 11 (6,36
ml/min/Kg). O padrdo da TFG deste animal, ao longo da quimioterapia, foi bastante diferente
dos anteriores; no entanto as circunstancias foram, também, diferentes uma vez que este
animal ndo respondeu bem a quimioterapia, tendo havido recidiva do mastocitoma e
crescimento do mesmo ao longo das semanas. Como tal, foi adicionado atempadamente um
farmaco de resgate (masitinib) na 42 sessao de quimioterapia (semana 3). Assim, este
individuo, apesar de ter uma TFG normal antes de iniciar a quimioterapia, manteve valores
acima dos valores de referéncia durante todo o periodo do protocolo quimioterapico. Mais
uma vez, teria sido vantajoso ter realizado um estudo prolongado para saber se houve ou
ndo alteracdo permanente da TFG, ou se a hiperfiltracdo apresentada foi devida, a lesdes
gue terdo regredido apés o término da quimioterapia, ndo apresentando assim
consequéncias graves.

No animal 4 a TFG, antes do inicio da quimioterapia, ja se apresentava bastante acima do
limite maximo de referéncia (4,98 ml/min/Kg), tendo descido para valores normais (3,46
ml/min/Kg) na semana 2. Na semana 5, a TFG voltou a aumentar significativamente (6,73
ml/min/Kg) e manteve-se alta até a semana 12. A este animal, ao contrario dos ultimos trés
que apresentavam mastocitoma, foi-lhe diagnosticado linfoma multicéntrico. Como referido
anteriormente, ndo sdo apenas os farmacos antineoplasicos que podem estar associados a
lesdo renal, mas também a propria neoplasia em si, assim como fatores ligados ao paciente.
Neste animal o valor aumentado da TFG antes do inicio do protocolo poderia corresponder a
uma alteracdo da funcao excretora do rim, secundaria a um outro, ou outros fatores que néo
a quimioterapia. O rim podera ter conseguido normalizar na semana 2, no entanto, e até a

semana 12 (semana na qual se terminaram as colheitas) a TFG manteve-se sempre

67



aumentada. Podemos supor que este animal inicialmente ja apresentava alguma alteracéo
da funcéo renal que se podera ter agravado ao longo das semanas, devido a administracédo
semanal de farmacos antineoplasicos.

O animal 5 teve um percurso bastante diferente dos outros. A semelhanca do cdo 4
apresentou TFG elevadas antes do inicio da quimioterapia tendo baixado para valores
normais até a semana 9, na qual voltou a aumentar (5,61 ml/min/Kg) e voltando novamente
a descer na Ultima semana de tratamento para valores normais (3,55 ml/min/Kg).

Por ultimo, no animal 6 apenas foi possivel realizar duas colheitas, uma vez que o0 seu
estado piorou bastante apds a 22 sessdo de quimioterapia tendo acabado por falecer. No
entanto, teve um percurso inicial muito semelhante aos dois anteriores. Comegou com
valores de TFG acima do limite maximo de referéncia (5,5 ml/min/Kg), tendo normalizado a
TFG na 22 sessao de quimioterapia.

Curiosamente os dois animais com TFG mais elevadas foram o animal 3 e o animal 4,
sendo 0s mesmos animais que nao responderam a quimioterapia, e que tiveram que iniciar
farmacos de resgate.

Como dito anteriormente, o tempo entre administragbes também podera ter alguma
influéncia na TFG. Assim, podemos constatar que o animal 5, cujo intervalo entre
administracdes dos farmacos antineoplasicos foi de 3 semanas, e portanto um periodo mais
alargado comparando com os outros individuos, foi o que apresentou TFG mais baixas,
inclusive, em 3 das 5 semanas em que se avaliou a funcao renal, registaram-se valores de
TFG dentro dos intervalos de referéncia. Por conseguinte, os animais 3 e 4, cujo intervalo
entre as administracdes foi semanal, foram os individuos que mantiveram TFG elevadas,
praticamente ao longo de todo o protocolo quimioterapico.

Os individuos 1 e 2 tiveram um padréo de TFG muito semelhante, com semanas em que a
TFG sobe acima de valores normais e outras em que parece haver uma normalizacdo da
fungéo renal. Em ambos foi diagnosticado mastocitoma e foram submetidos ao mesmo

protocolo e ambos tiveram boas respostas a quimioterapia.

5. Conclusbes

A interacdo entre a funcdo renal e a neoplasia é complexa. Para além do tratamento
quimioterapico poder incluir farmacos potencialmente nefrotéxicos, tem sido demonstrado
gue a funcdo renal é afetada também por fatores do metabolismo renal dos farmacos
antineoplasicos, da presenca da propria neoplasia ou fatores inerentes ao paciente, e mais
do que um destes fatores pode contribuir para aumentar o risco de nefrotoxicidade (Henry,
2010; Perazella & Moeckel, 2010). Assim, a funcdo renal pode encontrar-se alterada antes

do inicio do protocolo quimioterapico, como aconteceu em trés animais do nosso estudo,
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passando despercebida na maioria das vezes devido a falta de sensibilidade dos exames
complementares usados rotineiramente na avaliacdo desta.

A TFG sofreu alteragbes, em todos os animais do estudo, durante os protocolos com
farmacos antineoplasicos. Valores de TFG acima do valor de referéncia sugerem que
podera ter havido uma hiperfiltragdo de origem compensatoria.

Uma vez que o0s animais com menor intervalo entre administracbes foram os que
apresentaram os maiores valores de TFG e maior numero de TFG com valores elevados,
parece haver uma relagéo inversa entre a necessidade de hiperfiltragcdo e o tempo decorrido
administracoes.

Finalmente, os animais com piores respostas ao tratamento foram os animais que, ao longo
do protocolo, tiveram maior nimero e valores mais elevados da TFG. A existéncia do
fendmeno de hiperfiltracdo, detetado pela existéncia de valores de TFG acima do limiar
normal, podera estar eventualmente relacionado com um pior prognostico terapéutico e com
a necessidade de recorrer a farmacos de resgate.

Este estudo pode ser considerado um estudo prévio que permitird abrir caminho para a
investigac@o nesta area que é de extrema importancia. Para isso seria necessario desenhar
um novo plano experimental, com uma amostra muito maior e homogénea e ter um grupo-
controlo de animais saudaveis. Para além disso, teria sido interessante analisar a TFG
juntamente com a creatinina sérica, para avaliar se ha correlacdo entre estes dois
parametros, e perceber se a creatinina sérica, efetivamente, ndo influéncia de forma

significativa os valores da TFG calculados através da DPCEX.

6. Consideracg0es finais e perspetivas futuras

A informacdo retirada de Medicina Humana, associada a uma crescente utilizacdo e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas em pacientes oncoldgicos veterinarios,
torna imperativo um melhor conhecimento do impacto da quimioterapia na fungéo renal.
Assim, no futuro seria interessante avaliar a funcéo renal da DPCEx numa amostra maior e
mais homogénea de forma a tirar conclusdes estatisticamente significativas e possiveis de
extrapolar para a populagdo canina. Apesar do grande numero de doengas neoplasicas
diagnosticadas em canideos, a quimioterapia nem sempre esta indicada ou é acessivel aos
proprietarios. O ideal seria reduzir os tipos de neoplasias da amostra de canideos para uma
ou duas e associar a cada um dos tipos de neoplasias, no maximo dois tipos diferentes de
protocolos quimioterapicos.

Como referido anteriormente, muitos sdo os fatores que podem contribuir para a doenca
renal. Assim, em estudos futuros deverd haver uma maior homogeneidade em relacdo ao
tamanho e peso corporal dos animais, todos os animais deverdo fazer jejum de 12 horas

antes da realizacdo do estudo, e deverd quantificar-se a concentracdo de creatinina
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endogena, antes de todas as colheitas. Ademais para garantir que a desidratacdo nao é um
fator de variabilidade, durante a realizagdo do estudo deverdo ser administrados fluidos em
todos os animais.

Segundo os resultados, o tratamento com farmacos antineoplasicos resulta frequentemente
em hiperfiltracdo, embora ndo se saiba se esta alteracdo é suficiente para lesar
permanentemente o rim, ou se € apenas uma alteragdo tempordria que o rim é capaz de
ultrapassar, apos o término do tratamento quimioterapico. A avaliacdo da funcéo renal apés
o término do protocolo quimioterapico, também seria um ponto interessante a estudar no
futuro, de forma a perceber se a fungdo renal € ou ndo irreversivelmente alterada pelo
mesmo.

Serd também importante, avaliar a funcdo renal num grupo controlo para analisar a
variabilidade dos valores da TFG, ao longo do tempo, em animais saudaveis.

Futuramente poderdo também ser comparados diferentes marcadores de filtracdo de forma
a perceber qual o mais adequado para a clinica de rotina.

Para além disso, sendo este exame complementar mais preciso na avaliagdo da funcao
renal, a sua aplicagcdo em outras areas como por exemplo em pos-cirurgicos, geriatria,
cuidados intensivos, entre outras, seria uma mais-valia de forma a poder-se ajustar o

tratamento de cada animal de acordo com a sua funcgéo renal.
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Anexo 1: ApresentacOes cientificas

Figura 11: Poster apresentado no ESVONC

INTRODUCTION

Pets submitted to chemotherapy protocols are potential exposed to severe drug side effects. Nephrotoxicity is of special concern
Fwith many of these drugs. Therefore renal function should be closely assessed both previously and throughout chemotherapy.
Plasma clearance of exogenous creatinine has been accepted as an accurate, simple method for assessment of glomerular

filtration rate (GFR) the gold standard test of renal function. Our goal with this study is to use plasma clearance of exogenous

creatinine to evaluate renal function in animals with neoplastic disease as they undergo chemotherapy protocols (with potential

nephrotoxic drugs) and look for early signs of renal damage.

MATERIAL & METHODS

In this study, 6 client-owned dogs (2 females and 4 males) aged between 7 and
13 years old (mean=10,5) admitted for chemotherapeutic treatment were
included.

Chemotherapy protocols used were Vinblastin+prednisolone (for mast cells
tumor), CHOP (for lymphoma), carboplatin+doxorrubicin (for melanoma) and
mitroxantrone (for mammary carcinoma).

B
6

Tumour

Mast cells Tumour- grade Il
Mast cells Tumour- grade Il
Mast cells Tumour- grade II
and grade |
Multicentric Lymphoma

Malign melanoma
Mammary carcinoma

S WA

Protocol

Vinblastin+prednisolone
Vinblastin+prednisolone
Vinblastin+prednisolone
+ Masitinib
CHOP + L-asparginase

Doxorrubicin+carboplatin
Mitroxantone

Plasma clearance of exogenous creatinine was assessed for each chemotherapy cycle. Creatinine solution (80mg/kg BW) was
administered by IV bolus (80mg/ml saline). Blood samples were collected at 15, 60, 120, 180, 240, 300 and 360 minutes after
creatinine IV administration. Plasma creatinine concentrations were measured via the kinetic alkaline picrate method (1). Plasma

creatinine clearance was determined by non compartmental approach using appropriated software (TOPFIT).
T — "
*®

RESULTS & DISCUSSION e

For measurement of plasma creatinine concentration the method was
validated according to published guidelines (2). The linearity range was
1,56-100 pg/mL and the quantitation limit was 1,56 pg/mL. Within-
and between day coefficients of variation were <10%.

Fig. 4. - GFR per animal in each chamotherapy session

Fig.2.

Y= 00112 000434 % % o
#=0999)

e The GFR calculated for all animals was 4.3 (+ 1.2) ml/min/kg (Fig 3). This h
5 « is in accordance with the findings of other authors regarding clinical
AR : conditions with renal dysfunction (3). In some animals increased GFR

=. was frequently observed that could indicate transient glomerular |
hyperfiltration, witch seems to resolve with time (Fig.4). However, this
does not imply that there is no loss in filtration capacity in the long-term.

R (ml/min/Kg)

CONCLUSIONS

It can be concluded that renal function is likely to be affected by chemotherapy. However some variability was observed between
and within animals. Some variables like tumor type, chemotherapy protocol and other individual parameters (age, body weight,
ydration state, protein intake) could explain the variability observed. In our opinion more studies of GFR evaluation are need

these variables in accoiill

taking
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Anexo 2: Estatistica descritiva da casuistica acompanhada durante o estagio
curricular realizado no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria, no
periodo de 1 de Margo até 31 de Agosto de 2012

1 - Estatistica descritiva referente a casuistica nas diferentes areas de Medicina
Preventiva, Patologia Cirurgica e Patologia Médica

Gréfico 5: Frequéncia relativa (%) dos casos clinicos acompanhados nas areas de Medicina

Preventiva, Patologia Médica e Patologia Cirdrgica

B Patologia Cirurgica
B Medicina Preventiva

1 Patologia Médica
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2 - Estatistica descritiva referente a casuistica na area de Medicina Preventiva

Gréfico 6: Frequéncia relativa (%) dos casos clinicos acompanhados nas areas de Medicina

Preventiva referente a vacinagéo e identificagdo eletronica, por espécie.
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3 - Estatistica descritiva referente a casuistica na area de Patologia Médica

Gréfico 7: Frequéncias relativas (%) das diferentes espécies animais na area da Patologia

Médica.
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Grafico 8: Frequéncias relativas (%) dos casos acompanhados nas diferentes areas da
Patologia.
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Grafico 9: Frequéncias relativas (%) dos casos acompanhados nas diferentes areas da

Patologia Médica, por espécie

B Canideos

M Felideos

W Outros

88




4 - Estatistica descritiva referente a casuistica na area da Medicina Laboratorial

Gréfico 10: Frequéncias relativas (%) das analises efetuadas no ambito da Medicina

Laboratorial.
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Gréfico 11: Frequéncias relativas (%) das analises efetuadas no ambito da Medicina

Laboratorial, por espécie.
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Tabela 16: Frequéncias relativas (%) referentes ao Painel Bioquimico Sanguineo efetuado,

por espécie
Parametro FR Canideos FR (%) Felideos (FR%)
(%)
AST (Aspartato 11 68 32
aminotransferase)
ALT (Alanina aminotransferase) 14 72 28
FA (Fosfatase alcalina) 13 66 34
GGT (Gama glutamil transferase) 1.9 39 61
Glucose 13.8 65 35
Ureia 18 45 55
Creatinina 19 43 57
Potassio 7 65 35
Bilirrubina 0.8 70 30
Colesterol 0.6 100 0
Proteinas totais 0.9 86 14

Tabela 17: Frequéncias relativas (%) referentes aos exames seroldgicos efetuados, em

canideos e respetivos resultados.

FR (%) Positivo Negativo
FR (%) FR (%)
Dirofilariose
Leishmaniose
Parvovirose/ Coronovirose
Esgana
Hemoparasitas (Babesia, Erlichia,

Rickettsia)

Brucela

A.N.A (Anticorpos anti-nucleares)
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Tabela 18: Frequéncias relativas (%) referentes aos exames seroldgicos efetuados, em
canideos e respetivos resultados

FR (%) Positivo Negativos
FR (%) FR (%)

FIV (Imunodeficiéncia felina) / FeLV (Leucemia felina)

FeLV (Leucemia felina)

PIF (Peritonite infeciosa felina)

Tabela 19: Frequéncias relativas (%) referentes aos diversos tipos de urianalise efetuadas,

por espécie
Canideo FR (%) Felideo FR (%) Outros FR (%)
Urinatipo | 22 78 0
Urina tipo Il 28 72 0
Urina tipo Il 34 66 0

5 - Estatistica descritiva referente a casuistica na area da Imagiologia

Grafico 12: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada na area de

Imagiologia.
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Grafico 13: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada na area de

Imagiologia, por espécie
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Grafico 14: Frequéncias relativas (%) referentes aos exames de radiologia simples, por

espécie
Regido anatomica Local FR Canideo Felideo Outros
(%) FR (%) FR (%) FR (%)
Cranio 2 81 3 16
Coluna vertebral 8 86 14 0
Tbrax 21 74 26 0
Abdémen 24 79 21 0
e Art. Escapulo- 2 100 0 0
;é Umeral
=B Membro anterior 7 75 25 0
E
=B Art. Umero- 4 100 0 0
= Radio-Ulnar
Pélvis 10 76 24 0
S
% Art. Coxo- 7 77 23 0
= Femural
Art. Femuro- 4 84 16 0
_8 Tibio-Patelar
%_ Membro 6 62 38 0
= Posterior
o]
%E) Art. Tibio-Téarsica 3 59 41 0
Panoramico 2 61 39

Tabela 20: Frequéncias relativas (%) referentes a outros exames realizados e/ou

interpretados, por espécie

FR (%) Canideo Felideo
FR (%) FR (%)
Eletrocardiograma

Teste de Fluoresceina

TAC (Tomografia axial

computorizada)
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6 - Estatistica descritiva referente a casuistica na area da Patologia Cirdrgica

Gréfico 15: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada em Patologia

Cirargica
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Gréfico 16: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada em Patologia

Cirurgica, por espécie
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Tabela 21: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada no ambito da
Cirurgia Geral, por area e espécie

Intervencao FR Canideos Felideos Outros

cirdrgica (%) FR (%) FR (%)

Estomatologia/ Destartarizacao

Dentisteria
Exodontia 5,4 16 84 0
Dermatologia 3,5 Mastocitoma 0,5 100 0 0
cutanea
% Hemangiossarcoma 0,5 0 100 0
@
0
Noédulo cutaneo 2,5 100 0 0
Sistema Gl 2,5 Laparotomia 1 88 11 0
exploratéria
Biopsia 0,5 100 0 0
Enterotomia 1 100 0 0
Sistema 0,9 Herniorrafia perineal 0,9 100 0 0
muscular
Teriogenologia L] Cesariana 2 100 0 0
Mastectomia 61,7 87 10 3
Ovariohisterectomia 36,3 34 64 2
Outros 0,4 Esplenectomia 0,4
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Tabela 22: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada no ambito da

Ortopedia/Traumatologia, por area e espécie

Artrologia

Osteologia

FR
(%)

23

77

Desmoplastia

Osteossintese

Intervencao FR
cirargica (%)
Artroplastia com 17

ressecao da cabeca

do fémur

Ligamento cruzado 15
cranial

Ligamento colateral 15
lateral

Trocleoplastia com 1,5
sutura de

imbricamento da

capsula (luxagéo

patelar medial)

Panartrodese 1,5
Tibiotarsica

Amputacéo 1,2
(caudectomia)

Radio-Ulnar 6,5
llfaca 19,5
Femural 36,8
Tibial 10,4

Remocao de placa e 2,6
parafusos

Canideos
FR (%)

68

100

100

100

100

100

100

88

37

66

85

Felideos
FR (%)

32

12

58

34

15

Outros

96



Tabela 23: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada no ambito da

neurocirurgia, por espécie

Intervencéao FR Localizacao FR Canideos Felideos Outros

cirdrgica (%) (Vértebras) ) FR (%) FR (%)

Hemilaminectomia T12-T13

lateral
T13-L1 50 100 0 0

Tabela 24: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada no ambito da

Cirurgia Oftalmica

Intervencéo cirargica FR (%) Canideos Felideos Outros
FR (%) FR (%)

Blefaroplastia
(correcao do entropion)

Enucleacéo

Tarsorrafia

Tabela 25: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada no ambito da

Pequena Cirurgia

Intervencéo cirargica FR (%) Canideos Felideos
FR (%) FR (%)

Exérese de nédulos

cutaneos

Remocéao de agulhas
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7 - Estatistica descritiva referente a casuistica de Procedimentos Médicos

Tabela 26: Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica dos procedimentos médicos,

por espécie
Procedimentos médicos FR (%) Canideos Felideos Outros
FR (%) FR (%)
Abdominocentese 8 66 34 0
Algaliagéo 14 35 65 0
Colocacéo de dreno 7 84 6 0
Colocacgéo de sonda de 14 0 100 0
didlise pleural
Corte de bico 0,6 0 0 100
(Ranfoplastia)
Colocacéo de sonda de 1.4 100 0 0
didlise peritoneal
Dialise peritoneal 14 100 0 0
Enema 8,8 85 15 0
Lavagem vesical 10,3 40 60 0
Oxigenioterapia 13,5 44 56 0
Reanimacdo Cérebro- 12,7 66 34 0
Cérdio-Respiratoria
Reducéo de fratura 1,1 0 0 100
fechada
Toracocentese 7,5 29 71 0
Transfusdo sanguinea 12,3 100 0 0
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Tabela 27: Frequéncias absolutas e relativas (%) referentes ao ato de Eutanasia, por

espécie

Canideos Felideos Outros

FA FR FA FR FA FR
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Eutanasia 28 17 60 11 0,38 0 0
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Anexo 3: Doencga renal cronica

Tabela 28: Marcadores de lesdo renal (adaptado de Polzin, 2010)

Marcadores sanguineos

Concentracao de ureia sérica elevada
Concentracao de creatinina sérica elevada
Hiperfosfatémia

Hipercalémia ou hipocalémia

Acidose metabolica

Hipoalbuminémia

Marcadores urinarios

Capacidade de concentragao urinaria diminuida
Proteinuria

Cilindraria

Hematuria renal

pH urinario inapropriado

Concentracéo de glicose na urina inapropriada
Cistinaria

Marcadores Imagioldgicos - Alteragcées no rim

Tamanho

Forma
Localizagéo
Densidade

NUmero
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Tabela 29: Causas de Insuficiéncia renal cronica (Adaptado de Polzin, 2010)

Causas familiares ou co nitas

Amiloidose nos shar pei e beagle

Cistadenocarcinoma do pastor alemao

Displasia renal no shi tzu, lhasa apso, golden retrievers, chow
chows e outros

Glomerulopatia no english cocker spaniel, doberman pinscher, bull
terriers, soft-coated wheaton terriers, samoyedos

Sindrome de Fanconi nos basenjis

Doenca poliquistica nos cairn terriers

Causas Adquiridas

Infecciosas

Bacteriana
Micotica — blastomicose
Leptospirose
Leishmaniose
Glomerulopatia por complexos-imunes
Amiloidose
Neoplasia
Linfossarcoma
Carcinoma das células renais
Nefroblastoma
Outros
Sequela de insuficiéncia renal aguda
Hidronefrose bilateral
Granulomas de castracao
Carcinoma das células de transicao
Nefrolitiase
Poliquistico
Hipercalcémia
Maligna

Hiperparatiroidismo primario

Idiopética
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Figura 12: Sistema de estadiamento da DRC (IRIS)

IRIS International Renal Interest Society CATS

Staging System for Chronic Kidney Disease (CKD)

STEP 1. Staging is initially based on fasting plasma creatinine assessed on at least two occasions in the stable patient.

Plasma creatinine
Renal function mol, i
remaining* l:n g/d/fj 0ld Terminology**
Normal renal function

Early renal disease:
No biochemical evidence.

Renal insufficiency:
No azotaemia. Decreased GFR;
poor concentrating ability.

Early renal failure:
Mild azotaemia. Mal-adaptions can lead to
hyperparathyroidism and hypokalaemia.

Uraemic renal failure: Moderate to
severe azotaemia. Systemic signs
2950 present: e.g. bone pain, uraemic
gastritis, anaemia, metabolic acidosis.

<10%
> 440 End-stage renal failure:
STAGE 4 Increasing risk of systemic clinical
250 signs and uraemic crisis.

STEP 2. Cases are then sub-staged based on proteinuria and blood pressure.
Note that UP/C and blood pressure vary independently of each other and the stage of CKD, so that any level of proteinuria or hypertension can occur at any stage of CKD ie. at any level of azotaemia.

Urine protein/creatinine ratio (up)
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

L 1 1 1 1
NON-PROTEINURIC BORDERLINE PROTEINURIC IT

Risk of end organ damage from hypertension (systlic blood pressure mm Hg)
130 140 150 160 170 180 130

L 1 1
T v T T

Adapted from the Manual of Canine & Feline Nephrology & Urology (Fig: 5.5) 2nd Edition edited by J. Elliott & G. Grauer (2006} with permission of the British Small Animal Veterinary Association.

*The relative percentages of residual function are conceptual estimates only. **This terminology has been used previously without precise definition and should be replaced by the numerical staging system.

Supported by Novartis Animal Heaith Inc. www.iris-kidney.com
Based on IRIS 2006 staging of CKD.
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Figura 13: Substadiamento da DRC em caes (IRC)
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STEP 1. Staging is irstially based on fasting plasma crestinine assessed an &t least bwo occasions in the stable patient.
STEP 2. Cases are then sub-staged based on proteinuria and blood pressure.

Plasma creatining concentration
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211] 00 125 150 180 200 250 300 350 400 440 450 500
1 1 I
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Zome other renal abnormality | Clinical signs | Many systemic cinical | Increasing risk of
present &g inadecuaie | usualymid | signs may be present | systemic chnical signs
concenirating aiiity;  leg PR}, | and weenic crisis
abnormal renal palpesion i or may be i i
zhsent
1 1 |
il = — I T T f -
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Plasima 2raadining concenTations spply 10 awidage si2a Bogs = Those o 2xiTama S2a My sary. $8. L
Suppariad by Mowartts Animal Health Inc. mﬁ'uﬂmm
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Tabela 30 - Agentes terapéuticos potencialmente nefrotoxicos (adaptado de Polzin, 2010)

Antibiéticos

Aminoglicosideos

Penicilinas
Nafcilina
Cefalosporinas
Fluorquinolonas
Carbapenems
Rifampicina
Tetraciclinas
Vancomicina

Aztreonam

Antivirais
Aciclovir
Foscarnet
Antiprotozoarios
Pentamidina
Sulfadiazina

Trimtoprim-
sulfametoxazole

Dapsona
Tiacetarsemida

Anti-
inflamatérios
nao esteroides
(Aines)

Antineoplasicos
Cisplatina
Carboplatina
Metotrexato
Doxorrubicina
Adriamicina
Azatioprina
Imunossupressores
Ciclosporina
FK506
Interleuquina (IL)-2

Inibidores da enzima
conversora da
angiotensina (IECA)

Antifangicos
Anfotericina B
Diuréticos
Manitol
Outros
Dextran 40
Alopurinol
Cimetidina
Apomorfina
Deferoxamina
Streptoquinase

Agentes de
radiocontraste
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Anexo 4: Nefrotoxicidade associados a quimioterapia

Tabela 31: Fatores de risco para o desenvolvimento de nefrotoxicidade associados a

guimioterapia (Adaptado de Perazella & Moeckel, 2010)

Fatores inerentes ao paciente

Idade avancada

Sindrome nefrético, cirrose, colangiohepatite
Doenca renal aguda ou crénica
Deplecéo do volume sanguineo circulante
Diminuicdo da TFG
Aumento da reabsorcao tubular de toxinas
Diminuigcéo do ritmo de fluxo de urina tubular distal
AlteracBes metabolicas
Hipocalémia; hipomagnesémia; Hipocalcémia; hipercalcémia
pH de urina &cido ou alcalino
Genes de resposta imunitéaria
Aumento de reaces alérgicas a farmacos
Farmacogenética a favor da toxicidade do farmaco/toxina
Mutacdo de genes do sistema enzimatico citocromo P450 renal e hepatico

Mutacdes de genes nos transportadores de proteina e transportadores renais

Metabolizacdo e excrecdao renal dos farmacos

Elevado débito sanguineo renal (e taxa de entrega do farmaco aos rins)

Ambiente renal relativamente hipdxico

Aumento da concentracdo de farmaco/toxina na medula renal e intersticio
Biotransformagdo de substancias de espécies reativas a oxigénio, causando estresse
oxidativo

Captacéo de toxinas pelo tubulo proximal

Exposicdo a doses elevadas do farmaco

Tratamento prolongado

Farmacos insolluveis ou metabolito sob forma de cristais dentro dos lumens
intratubulares

Potente efeito nefrotéxico direto do farmaco ou toxina

Combinacdes de farmacos podem potenciar nefrotoxicidade

Aines, aminoglicosideos e agentes de contraste
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Classe

Tabela 32: Classes e subclasses dos farmacos antineoplasicos

Subclasse

Farmaco

Vias de

excregao

Toxicidade

Referéncias

Agentes Mostardas de Azoto | Ciclofosfamida Sistema Mielossupresséo; irritacdo da (Chun etal., 2007;
. Lo . A & Dobson et al,
alquilantes urindrio bexiga (cistite hemorragica
2008; Coppoc,
estéril); teratogénica; 2009)
embriogénica
Mecloretamina Sistema Mielossupressao; sustancia (Chunetal., 2007;
L . . Dobson et al,
urinario vesicante para os tecidos ; 2008)
toxicidade gastrointestinal (Gl)
Clorambucilo Sistema Toxicidade Gl e cerebelar; (Dobson et al,
P q ~ 2008; Coppoc,
urinario e | mielossupressao;
2009; Lana &
fezes Dobson, 2011)
Nitrosoureias Lomustina Sistema Toxicidade GlI, hepatica e renal; | (Chunetal., 2007;
L, . ~ Dobson et al,
urinario mielossupressao
2008; Coppoc,
2009; Lana &
Dobson, 2011)
Carmustina Sistema Mielossupressao; toxicidade Gl (LeBlanc et al,
., 2006; Lana &
urinario e
Dobson, 2011)
respiratério
Outros Dacarbazina Sistema Toxicidade Gl; mielossupressdo | (Gustafson &
L, Page, 2012)
urinario
Antibiotico Antraciclinas Doxorrubicina Bilis e | Hipersensibilidade; (Dobson et al,
) < . . ~ . 2008
antineoplasico sistema mielosupressao; toxicidade Gl; )
urinario cardiotoxicidade; substancia
vesicante para os tecidos
Mitoxantrona Sistema Toxicidade Gl; mielossupressdo | (Chun etal., 2007;
- Gustafson & Page,
urinario e
2012)
fezes
Actinomicina D Bilis e | Toxicidade GI; mielossupresséo; |(Dobsonetal,
. . . 2008)
sistema vesicante para os tecidos
urinario
Antimetabolitos Citarabina Sistema Mielossupresséo (Chun etal., 2007;
Lo Lana & Dobson,
urinario e
2011; Dobson et
fezes al, 2008;
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Tabela 32: Classes e subclasses dos farmacos antineoplasicos (continuagao)

Antimetabolitos 5-fluorouacil Sistema Toxicidade GI; (Chun etal,,
o . ~ 2007)
urindrio; mielossupressao;
Sistema neurotoxicidade
respiratorio
Gemcitabina Sistema Toxicidade hematoldgica e GI | (Chunetal,
L, 2007; Dobson et
urinério
al, 2008)
Metotrexato Sistema Toxicidade Gl; Coppoc, 2009;
L, . ~ L . Lana & Dobson,
urinério mielossupressao; alopécia; 2011)
nefrotoxicidade;
hepatotoxicidade
Anti- Taxanos Paclitaxel Sistema Toxicidade Gl, (Lana & Dobson,
. , s . . 2011
microtubulos urinério e | hipersensibilidade; )
fezes mielossupressao
Alcaloides de | Vincristina Fezes Hepatotoxicidade; toxicidade | (Lana & Dobson,
) A . 2011
Vinca Gl; substancia vesicante; )
alopécia; neuropatia periférica
Vimblastina Bilis;
sistema
urinario
Outros Dacarbazina Sistema Toxicidade Gl; (Gustafson &
.o q ~ Page, 2012)
urinério mielossupressao
Antibidtico Antraciclinas Doxorrubicina Bilis e | Hipersensibilidade; (Dobson et al,
. - . . ~ - 2008
antineoplasico sistema mielosupressao; toxicidade Gl; )
urinério cardiotoxicidade; substancia
vesicante para os tecidos
Mitoxantrona Sistema Toxicidade Gl ligeira; (Chun etal,,
L, . ~ A . 2007; Dobson et
urinério e | mielossupresséao; substancia
al., 2008; Lana &
fezes vesivante Dobson, 2011)
Inibidores da | Epipodofilotoxinas | Etoposide Sistema Reagdo cutanea moderada a | (Dobson etal.,
. L, ~ . 2008; Gustafson
topoisomerases urinério grave ndo responsiva a
& Page, 2012)
esteroides, anti-histaminicos
ou infuséo lenta;
mielossupressao
Corticoesteréide Prednisolona Sistema Hiperadrenocorticismo (Chun etal,
L, . L. .. 2007; Coppoc,
s urinério iatrogénico; toxicidade GlI; PP

osteoporose; suscetibilidade a

infecgdes

2009; Gustafson
& Page, 2012
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Tabela 32: Classes e subclasses dos farmacos antineoplasicos (continuagao)

QOutros

Compostos Cisplatina Sistema Emetogénico; (Chun etal,,
. L o 2007; Coppoc,
platinados urinério nefrotoxicidade; PP
2009; Lana &
mielossupressao; Dobson, 2011)
ototoxicidade; reac6es do tipo
anafilatico; neurotoxicidade
Carboplatina Sistema Nefrotoxicidade ligeira; Chunetal.,
Lo o ~ 2007; Dobson et
urinario mielossupresséao
al., 2008; Lana &
Dobson, 2011
Hidroxiureia Metabolismo | Toxicidade Gl; (Coppoc, 2009;

hepético e

mielossupressao; onicolise;

Gustafson &

Page, 2012)
excrecao fibrose pulmonar
urinéria
L-asparaginase |Fezes e | Hipersenssibilidade; Duval etal.,
. . . ~ 2002; Chun et
urina pancreatite; mielossupressao;
al., 2007;
alterag6es da coagulacéo Gustafson &
Page, 2012)
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Anexo 5: Parametros da avaliacdo da funcdo renal da amostra de cdes estudada

Tabela 33: Valores da TFG e do T1/2Cr das diferentes colheitas e as semanas em que

estas foram feitas, de todos os animais incluindo a média e DP global das trés variaveis

NEOJIEEEM Caes NoLliENEN Semanas BRElinkoefs TFG T1/2 d_a
(ml/min/Kg) creatinina

4,38 126
4,64 152
5,99 109
2,87 95
3,22 172
5,62 117
3,33 153
5,59 82
3,26 90
(V) 2,73 e])
V+Masi 6,93 88
V+Masi 7,07
V+Masi 4,22 95
V+Masi 6,36
(Vinc)* 4,98
Cicl 3,46
D 6,73
Cicl 5,08
D 6,88
Cicl 6,13
Ok 5,49
3,88
3,44
5,61
3,55
55
3,88
Média 4,845185185  116,3333333

DV 1,370172281 23,77458242
Legenda: V — vimblastina; V+Masi — vimblastina e masitinib; D — doxorrubicina; Vinc — vincristina; Cicl

Mastocitoma

Mastocitoma

Mastocitoma

Linfoma
Multicéntrico

Melanoma
Maligno

Carcinoma
Mamario

OO0 01010101 Ol BADDMBEDWWWWWDNDNNDNMNDNEPRPREPR

— ciclofosfamida; C — Carboplatina; M — mitoxantrona.
* A avaliacdo da TFG foi realizada antes da administracéo do farmaco antineoplasico que se encontra

entre parénteses
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