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RESUMO
A Doenca Renal Cronica (DRC) é uma enfermidade irreversivel, de carater cronico e
progressivo comum em felinos idosos, podendo afetar até 30% desta populagdo. O
diagnostico clinico sustenta-se no histdrico, exame fisico e na utilizacdo de testes
hematoldgicos, bioguimicos, urinarios e afericdo de pressdo arterial sistémica (PAS).
Estudos realizados em humanos e caninos ja comprovaram a importancia das citocinas
séricas no perfil inflamatério do paciente doente renal crénico, bem como a influéncia
destas nas manifestacdes clinicas e progndéstico da enfermidade. O objetivo deste estudo
foi investigar o perfil sanguineo de expresséo de citocinas pro-inflamatorias em felinos
diagnosticados com DRC, afim de melhor compreender o papel destas substancias na
progressdao da doenca renal. Foram utilizados 14 gatos, 6 pacientes eram saudaveis e 8
doentes renais cronicos, que foram analisados quanto ao hemograma, determinacdo de
uréia, creatinina, proteina total e fracdes e perfil de expressdo de Interleucina-6 (IL-6),
Interleucina-1 B (IL-1pB,) Fator de Necrose Tumoral - o (TNF-a) e Interferon- y (IFN-y).
Todos os animais, de ambos 0s grupos, apresentaram positividade para expresséo de IL-6,
TNF-a, IL-1p e IFN-y. A avaliacdo da expressdo relativa das citocinas nao revelou
diferenca estatistica significativa entre os grupos enfermo e saudavel. Contudo, as
variagBes de expressdo foram maiores nos animais doentes. S&0 necessérias novas
investigagdes com um numero maior de animais e diferentes estadiamentos da DRC para
que sejam identificados os papéis da IL-6, IL-1B, TNF-o e IFN-y no desenvolvimento e

manutencdo desta doenca tdo importante na clinica de felinos.

Palavras-chave: DRC, gatos, expressao, citocinas.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is an irreversible and progressive sickness, presenting regularly
in elderly cats, affecting up to 40% of this population. Clinical diagnosis is based on personal
history, physical examination and hematological, biochemical and urinary analysis, in addition
to measurement of systemic blood pressure. Studies carried out in humans and canines have
already confirmed the importance of serum cytokines on inflammatory profile of patients with
CKD, as well as their influence on the clinical manifestations and prognosis of the disease. The
aim of this study was to investigate the blood profile of pro-inflammatory cytokine expression
in cats diagnosed with CKD, in order to better understand the role of these substances in
progression of kidney disease. Fourteen cats were included in this study, 6 patients were healthy
and 8 were chronic renal patients. All patients were analyzed for blood count, determination of
urea, creatinine, serum protein and fractions and expression of Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-
1B (IL-1pB), Tumor Necrosis Factor - a (TNF-a) and Interferon-y (IFN-y) mRNA. All animals
from both groups were positive for IL-6 and TNF-a expression. Relative expression of
cytokines did not reveal a statistically significant difference between groups. However,
expression variations were greater in sick animals. Further investigations with a larger number
of animals and different stages of CKD are recommended to identify the roles of IL-6, IL-1p,
TNF-a and IFN-y in development and maintenance of this very prevalent disease in feline

clinics.

Key-words: CKD, cats, expression, cytokines.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) é uma enfermidade irreversivel, de carater crénico e
progressivo comum em felinos idosos, podendo afetar até 30% desta populacdo (LULICH et
al., 1992; POLZIN, 2011; SPARKES et al., 2016). Sdo inumeros os achados clinico-patolégicos
oriundos das disfuncbes renais e compreendem principalmente perturbacdes hematolégicas,
bioguimicas, hidroeletroliticas e pressoricas (POLZIN, 2011; NELSON & COUTO, 2015).

O diagnostico sustenta-se no historico, exame fisico e na utilizacao de testes hematologicos
e urinarios, bem como a aferi¢do de presséo arterial sistémica (PAS) (IRIS, 2019a). A biopsia
renal consiste em método definitivo para diagnostico e descricdo da enfermidade, porém, ainda
é pouco utilizada em virtude das complicacdes e riscos associados ao procedimento, tais como

hemorragias, complicacBes anestésicas e infec¢bes (VADEN, 2005).

A DRC encontra-se entre o grande numero de enfermidades crénicas que ja foram
associadas a inflamacdo subclinica em humanos e animais (SHOELSON et al, 2007;
LONTCHI-YAMAGOU et al., 2013; AKCHURIN & KASKEL, 2015; NENTWIG et al.,
2016). Sao inumeros 0s mecanismos que contribuem para a perpetuacdo do estado inflamatorio
da doenca, que variam desde a hipertensdo glomerular, proteindria, liberacdo de citocinas
inflamatdrias intrarrenais e extrarrenais e que culminam no desenvolvimento de fibrose em
estagios mais avancados da enfermidade (HARRIS & NEILSON, 2006).

Estudos realizados em humanos e caninos ja comprovaram a importancia das citocinas
séricas no perfil inflamatdrio do paciente DRC, bem como a influéncia destas nas manifestacdes
clinicas e prognostico da enfermidade, a exemplo de estudo recente de Ackchurin e
colaboradores (2019) que puderam comprovar que a expressdao de Interleucina-6 (IL-6)
contribui para o desenvolvimento de anemia da DRC juvenil em humanos (PORAZKO et al.,
2009; RAILA et al., 2011; NENTWIG et al., 2016).

Em felinos ha apenas um trabalho investigando o perfil de liberacéo de citocinas urinarias,
utilizando o método ELISA, ndo havendo estudos adicionais que esclarecam o padrdo de
expressao sanguineo ou renal de marcadores inflamatorios na DRC felina até o momento
(HABENICHT et al., 2013).

Evidéncias cientificas recentes comprovam que a mensuracdo de citocinas inflamatorias
pode ser considerada um método néo invasivo promissor para a avaliagdo das doengas renais,
fornecendo informacdes relevantes quanto ao progndstico de tais disfuncbes (SHEU et al.,

2009), uma vez que a expressdo de substancias inflamatorias ou antiinflamatorias podera
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predizer a evolugdo clinica e desenvolvimento de novos sinais da enfermidade no paciente, a
exemplo de anemia, proteinuria, etc. Desta maneira, surge a necessidade de investigar o perfil
de expressdo de citocinas sanguineas em felinos doentes renais cronicos, afim de melhor

compreender o papel destas substancias na progressdo da doenca renal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCA RENAL CRONICA

A DRC ¢é uma das enfermidades mais comumente encontradas na medicina felina (O’NIEL
et al., 2014), sendo ainda mais prevalente na populagdo felina geriatrica (SPARKES et al.,
2016). O desenvolvimento da enfermidade esta relacionado a inimeras etiologias, que podem
incluir intoxicacOes, hipoxia, glomerulonefrite cronica, pielonefrite, obstrucBes de trato
urinario e infecgdes virais (SPARKES et al., 2016).

As manifestacdes clinicas mais comuns da enfermidade compreendem politria (PU),
polidipsia (PD) e sindrome urémica. Os achados ambulatoriais abrangem palidez de mucosas,
desidratacdo e hipertensédo e, por sua vez, os achados laboratoriais podem incluir o aumento das
concentragfes séricas de creatinina e dimetilarginina simétrica (SDMA), reducdo da
concentracdo urinaria, hiperfosfatemia, proteindria e anemia normocitica normocrémica
(SPARKES et al., 2016).

A Associacao Internacional de Interesse Renal — IRIS (2019a) determina o estadiamento do
paciente DRC em 4 estagios de acordo com a concentracdo sérica de creatinina e SDMA,
colhida pelo menos duas vezes de pacientes normohidratados e em jejum alimentar (tabela 1).
A medida que as concentracdes séricas progridem, aumentam as chances de manifestacdes

urémicas e sinais sistémicos.

Tabela 1 - Estadiamento IRIS de pacientes felinos DRC (Adaptado de IRIS, 2019a).

Estagio IRIS Concentracao sérica de Concentracao sérica de
Creatinina (mg /dL) SDMA (g /dL)
I <16 <18
1 1.6-2.8 18-25
Il 2.9-5.0 26-38
v 5.0 >38

A IRIS (2019a) prevé ainda o subestadiamento dos DRCs segundo o grau de proteindria
(tabela 2) e valores de PAS (tabela 3). A proteindria é reconhecida como um fator progndstico

negativo em animais com DRC, e apesar dos valores relacdo proteina creatinina urinaria



(RPCU) em gatos serem menos significativos que em cées, ainda assim tem sido associados a
reducdo da sobrevida nestes pacientes (SYME et al., 2006).

Tabela 2 - Subestadiamento IRIS de pacientes felinos DRC de acordo com o grau de proteinaria
(Adaptado de IRIS, 2019a).

RPCU Subestadiamento
<0,2 N&o proteinurico
0,2-0,4 Proteinuria Limitrofe

>0,4 Proteinurico

Tabela 3 - Subestadiamento IRIS de pacientes felinos de acordo com a pressdo arterial
sistémica (Adaptada de IRIS, 2019a).

Pressdo Arterial Sistémica Subestadiamento Risco de Leséo em
(PAS) - mmHg Orgéo Alvo
<140 Normotenso Minimo
140-159 Pré-hipertenso Baixo
160-179 Hipertenso Moderado
>180 Severamente hipertenso Alto

A hipertensao arterial em gatos é frequentemente correlacionada as enfermidades
subjacentes, como a DRC ou hipertireoidismo felino (SYME et al., 2006; ACIERNO et al.,
2018). A mensuracdo deste pardmetro demanda profissional devidamente treinado, bem como
a utilizacdo de aparelhos apropriados (figura 1) e o diagndstico requer valores pressoricos
elevados e sustentados (SPARKES et al., 2016; ACIERNO et al., 2018).

Figura 1 — 1.A- Esfigmoman6metro, doppler e bracadeiras veterinarias utilizadas para aferigdo
de PAS. 1.B- Aferi¢do de PAS em felino.



Fonte: Tradevet. Fonte: SPARKES et al., 2016.

Esta classificacdo atenta-se ainda ao risco de lesdo em orgdos alvo, particularmente
vulneraveis a elevacdo de PAS, como olhos, coracdo, cérebro e o proprio tecido renal. As
manifestacOes oculares mais comumente observadas sdo o descolamento de retina e hifema
(figura 2). Nos rins, a hipertens@o contribui para avango da glomeruloesclerose e perpetua as
lesGes renais (NELSON & COUTO, 2015; SPARKES et al., 2016).

Figura 2 - Descolamento de retina bilateral em paciente felino hipertenso.

Fonte : DOS SANTOS, 2018.

A desidratacdo € um achado clinico comum nestes animais e, pode ou ndo, estar
acompanhada de disturbios eletroliticos, em especial a hiperfosfatemia e hipocalemia, alem de
acidose metabolica. Estes pacientes podem ainda apresentar nausea, émese e inapeténcia em

decorréncia do acimulo de toxinas urémicas (SPARKES et al., 2016).

Estima-se que até 65% dos felinos doentes renais crénicos desenvolverdo anemia e que

esta possua carater multifatorial, onde a reducéo da producdo de eritropoietina renal (EPO) é
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fator determinante (SPARKES et al., 2016). Porém, estudos recentes em felinos sugerem
fatores adicionais que podem contribuir de maneira significativa & génese da anemia nestes
pacientes, tais como a sindrome urémica, disfuncdo do metabolismo de ferro sem alteracdes de
sua concentracdo sérica e o estado inflamatorio na DRC (CHALHOUB et al., 2011; JAVARD
etal., 2017).

O tratamento da DRC felina precisa ser individualizado de acordo com as necessidades
e respostas clinicas do paciente e tem como principais objetivos retardar a progressao da
doenga, bem como promover qualidade de vida. Dentre as principais recomendacoes
encontram-se 0 manejo da desidratagdo, controle da PAS e proteinuria, reducdo da ingestéo
proteina e fosforo, tratamento da nausea, vomito e inapeténcia, correcdo da acidose metabdlica,

correcdo da hipocalemia e manejo da anemia (IRI1S, 2019b).

O progndstico da enfermidade é variavel segundo o estadiamento IRIS, de acordo com as
concentracdes séricas de creatinina, indice de proteinaria e adaptacéo a terapia (SPARKES et
al., 2016).

2.2 ESTADO INFLAMATORIO E CITOCINAS DA DRC

Citocinas sdo proteinas produzidas por diversos tipos celulares que possuem a fungdo de
controlar respostas imunoldgicas e /ou inflamatorias, podendo ter papel pro e antiinflamatério
(KANY et al., 2019). Sao inimeros os estudos investigando o papel das interleucinas da DRC
em humanos, sendo os estudos em animais mais restritos (NENTWIG et al., 2016; NOWAK et
al., 2017; AKCHURIN et al., 2019).

Dentre as interleucinas pro-inflamatdirias mais frequentemente investigadas encontram-se
a IL-6 e IL-1pB, a primeira é produzida por uma varieadade de tipos celulares (dentre elas
neutréfilos, mondcitos, macrofagos, células T, endoteliais, etc) e atua na resposta imune e
hematopoiese. Seus niveis sdo geralmente baixos em condi¢des normais, porém podem
aumentar até milhares de vezes em estados inflamatérios (SCHUTTLER & NEUMANN, 2015;
ROSE-JOHN, 2018). Jaa IL-1p é produzida por mondcitos, macrofagos e células pancreéticas
e ja foi associada a dor, inflamagdo e condigdes autoimunes (REN & TORRES, 2009; KANY
etal., 2019).

O Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), por sua vez, € uma das citocinas inflamatdrias de
maior revelancia. E produzida predominantemente por macrofagos e exerce papel fundamental
no desenvolvimento de tumores e desordens imunologicas. Executa muitas fungdes no

organismo, tais como promocao de apoptose, controle do desenvolvimento embrionario, acdo
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pirogénica e iniciagdo de necrose tumoral (CHU, 2013). O Interferon-y (IFN-y) é uma
substancia pro e antiinflamatéria produzida principalmente pelas células T e NK, cujas
principais funcGes bioldgicas sdo a acdo microbicida, diferenciacdo de TH1 e aumento da
expressao do MHC de classes | e 1l, assim como da apresentacdo antigénica as células T
(ABBAS et al., 2019).

O estado inflamatorio é reconhecido como parte relevante do desenvolvimento e progresséo
da DRC (STENVINKEL etal., 1999; AKCHURIN & KASKEL, 2015), jatendo sido associado
ao maior indice de albumindria (GUPTA et al., 2012), anemia (CHIKAZAWA & DUNNING,
2016; AKCHURIN et al., 2019), risco cardiovascular (STENVINKEL et al., 2008) e de
complicaces dialiticas (HENDERSON et al., 1983). Estudos anteriores conseguiram
demonstrar a relacdo das concentracfes sanguineas de algumas citocinas com a ocorréncia de
disfungéo ou progressao de dano renal, especialmente em cdes e seres humanos (RAILA et al.,
2011; OH et al., 2013; ZYGNER et al., 2014).

A concentracdo sérica das citocinas proinflamatérias supramencionadas ja foram
fortemente associadas, ou pelo menos investigadas, na DRC em pacientes humanos (OH et al.,
2013; AMDUR et al., 2016; NOWAK et al., 2017; TURNER, 2017). Onde h& inclusive um
trabalho investigando o potencial terapéutico da utilizacdo da acéo antiinflamatéria da IFN-y
como inibidor da fibrose renal (POOSTI et al., 2015) e outro sobre a inibi¢do da citocina
préinflamatéria IL-1B no curso da doenca renal, tendo ambos apresentado resultados bastante
promissores (NOWAK et al., 2017).

Ainda ndo existem trabalhos avaliando o perfil sanguineo de expressao de citocinas em
gatos com DRC, havendo apenas uma pesquisa em cdes (NENTWIG et al., 2016) e um estudo
em felinos investigando os niveis de citocinas urinarias, por meio de ELISA, em gatos
aparentemente saudaveis versus gatos DRC (HABENICHT et al., 2013).

12



3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar o perfil sanguineo de expressdo de citocinas em gatos com DRC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a expressdo de citocinas (IL-1pB, IL-6, IFN-y e TNF-a) em felinos

saudaveis e com DRC.

e Comparar o perfil expressdo de citocinas em gatos DRC versus gatos higidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AUTORIZACAO PARA O EXPERIMENTO
Este trabalho possui aprovacao sob numero provisorio da CEUA-UFRA 3284100620.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O esfor¢o amostral foi composto por 14 individuos felinos, selecionados independente de
raca, sexo ou faixa etaria, onde 6 compuseram o grupo 1 (grupo saudavel) e o grupo 2 (grupo
doente), representado por felinos com diagndstico definitivo de DRC. Todos os pacientes foram
avaliados clinicamente e por meio de exames complementares (hemograma, ureia, creatinina e
proteina total e fracBes) bem como quanto ao perfil de expressao de citocinas por meio de RT-
qPCR.

Os pacientes DRC foram adicionalmente estadiados e subestadiados quanto ao grau de

azotemia, proteindria e exames de imagem de acordo com as normas da IRIS (2019a).

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO
Pacientes felinos com diagnostico confirmado de DRC e pacientes clinicamente
saudaveis e ndo azotémicos cujos tutores assinaram o termo de consentimento para participacdo

no experimento previamente (anexo I).

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo felinos apresentando evidéncia ou confirmacao de enfermi-
dade infectocontagiosa, de carater inflamatério ou autoimune, Lesdo Renal Aguda (LRA) ou
DRC agudizada. A identificacdo de pacientes que ndo obedeciam aos critérios do estudo foi
realizada por meio de avaliacdo clinica e analises clinico-patologica (hemograma, bioquimica

sérica e urinalise).

4.4 LOCAL DE ESTUDO

As analises foram realizadas nos Laboratorios de Analises Clinicas (LAC) e Laboratério
de Biologia Molecular (LABMOL) com amostras de pacientes oriundos do Hospital
Veterinario Prof. Mario Dias Teixeira (HOVET), todos localizados na Universidade Federal
Rural da Amazonia (Ufra) em Belém-PA.
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4.5 AVALIAGOES CLINICAS E LABORATORIAIS
4.5.1 METODOLOGIA DAS ANALISES CLINICAS

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 8h previamente a coleta de amostras sob
cuidadosa contencdo fisica, instituida de acordo com as normas de bem-estar animal. Foi
realizada antissepsia local e venopuncdo utilizando agulha 25x7 acoplada a seringa de 5mL
descartavel. O material colhido foi em seguida distribuido em dois tubos, um contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) potassico (0,5mL) e outro com gel retrator de coagulo
(AmL).

As amostras foram armanezadas em caixas de polipropileno contendo gelo (4° C) e
transportadas ao LAC/Ufra, Campus Belém-PA, onde foram analisadas de acordo com técnicas
rotineiras do referido laboratdrio conforme consta no termo de anuéncia. Para as avaliacdes
hematoldgicas foram utilizadas as amostras em tubo de EDTA, processadas por analisador

hematologico BCVet 2800 (Mindray), além de distengdo sanguinea para analise diferencial.

Quanto a bioquimica sérica, apds a colheita sanguinea em tubo com gel retrator de coagulo,
as amostras foram centrifugadas (500 rpm/10m) em centrifuga Oleman, modelo 90-1, onde o
soro sanguineo foi utilizado para obtencdo dos parametros desejados de acordo com 0s métodos

colorimétricos e cinéticos do equipamento TP Analyzer Thermoplate.

4.5.2 METODOLOGIA DAS ANALISES MOLECULARES

As amostras sanguineas coletadas em tubos contendo EDTA destinadas as analises
moleculares foram preservadas em solucdo tampdo de preservacdo de RNA (RNA later) e em
seguidas armazenadas a -80° C até o momento do processamento para extracdo do material.
Para extracdo do material genético foi utilizada a técnica do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada em espectrofotometro BioDrop
(Thermo Scientific, Wilminfton, UK) com absorbancia a 260nm sendo a pureza determinada
pela razdo A260/A230 e A260/A280. Apos a quantificacdo as amostras de RNA foram diluidas
para obter concentracdo igual a 50ng/pL.

As reacdes de RT-gPCR foram elaboradas com primers desenhados pelo software online
Primer3, afim de delimitar o perfil de expresséo génica de II-6, IL-1B, TNF-a, IFN-y e GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) como gene enddgeno. A reacdo foi preparada a um
volume final de 10uL, contendo 5,0uL do kit Power Sybr® Green RNA-to-CT one-step
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,5uL de primer Forward (10uM), 0,5uL de
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primer Reverse (10uM), 3,0uL de H2O ultra pura, 0,006uL de Transcriptase reversa e 1pL de
RNA. As reagoes foram efetuadas utilizando o termociclador CFX96 Touch™ Real-Time
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O protocolo seguiu as recomendagfes do

fabricante do Kkit.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros clinico-patoldgicos (peso, idade, creatinina, uréia, proteinas totais e fracoes,
albumina, hematdcrito e leucdécitos totais) foram avaliados por meio da andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de T-Student. As analises foram realizadas por
meio do software RSStudio 1.4.1717.

Os dados referentes a expressdo génica de IL-6, IL-1B, TNF-o e IFN-y foram tabulados e
testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida os niveis de
expressdo relativa foram comparados entre 0s grupos de animais saudaveis e doentes por meio
do teste de Mann-Whitney com nivel de significancia de 0,05%. As andlises foram realizadas
no SAS (Versdo: OnDemand).
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5. RESULTADOS
5.1 RESULTADOS DAS ANALISES CLINICO-PATOLOGICAS

A idade média do grupo controle foi de 3,83 anos (2-7 anos) com valor médio de creatinina
de 1,25 mg/dL (1-1,5 mg/dL). No referido grupo haviam 3 machos e 3 fémeas. A idade média
dos felinos DRC foi de 7,5 anos (3-14 anos) e o valor médio de creatinina de 2,44 mg/dL (0,83-

8,3 mg/dL) onde 4 pacientes eram machos e 3 fémeas (tabela 4).

Os grupos apresentaram diferenca estatistica significativa quanto a idade, sendo o paciente
DRC em média 3,67 anos mais velho que o saudavel. Ndo houveram diferencas significativas
guanto a creatinina sérica, embora o valor de creatinina tenha se apresentado maior em

pacientes doentes.

Tabela 4 - Médias e desvio padrdo dos parametros analisados e comparacao entre 0S grupos.

Parmetro Grupo 1 (Saudaveis) Grupo 2 (Doentes)
n=6 n=8

Peso (kg) 6,11 £ 0,783 4,04 £ 1,20*
Idade (anos) 3,83+1,44 7,5+3,11*
Creatinina 1,25+ 0,25 2,44 +1,30
Albumina 3,26 £0,3 2,93 £0,338
Proteinas Totais 6,96 £ 0,755 6,81 + 0,811
Hematocritos 35,5+ 4,00 30,5 £ 6,22

Ureia 47,98 +£ 12,20 104,76 +53,016*

Leucaocitos Totais 8,730 £ 1,222 8,101 + 2,4310

Os parametros que ainda apresentaram diferenca estatistica significativa foram a uréia
(47,78 mg/dL no G1 versus 104,76 mg/dL no G2) e peso dos pacientes (6,11kg no G1 versus
4,04kg no G2). Os demais indicadores analisados ndao demonstraram diferenca estatistica
significativa. Dos 8 pacientes DRC, 25% foram enquadrados como IRIS |, 65,5% como Il e
12,5% como 1V (tabela 5). Os dados individualizados de cada paciente estudado encontram-se

descritos na tabela 6.
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Tabela 5 - Estadiamento dos pacientes DRC de acordo com os critérios da IRIS (IRIS,

2019a).
Estagio Creatinina (%)
I < 1,6 mg/dL 3(33,3%)
1 1,6 — 2,8 mg/dL 5(55,5%)
i 2,9 —5,0 mg/dL -
v > 5,0 mg/dL 1(11,1%)

Tabela 6 - Dados dos pacientes estudados. *Creat- Creatinina; Alb- Albumina; PT-

Proteina Total; Ht- Hematdcrito; LT- Leucdcitos Totais.

DR Paciente Crea
C t Alb PT Ht Peso Idade Uréia LT

2 Chico 1 2,8 5,7 30 7,5 2 38,2 9,600
5 Belinha 15 3,9 8,2 35 6,2 3 84,6 10,500
7 Grupo 1 Magali 1,5 3,2 6,6 31 5 7 40,1 5,600
9 Pedro 1,3 3,4 6,4 38 6 3 46,7 9,100
10 Gorda 1,2 34 8 45 5 5 39,7 9,400
15 Mick 1 2,9 6,9 34 7 3 38,6 8,200
1 Jorge 1,8 2,9 6,9 36 5,2 5 55 13,050
3 Elton 1,6 34 6,7 38 47 13 80,9 7,050
4 Estella 1,63 2,3 5,5 32 3,2 8 81,1 9,800
6 Pudim 0,83 29 8,3 37 7,2 4 43,7 6,350
8 Grupo 2 Salomdo 1,7 4 82 35 45 4 59 8,050
12 Cheetara 8,3 2,8 7,5 8 2,5 9 332,1 13,000
13 Julieta 161 24 5,9 25 2,6 3 70,3 11,500
14 Estrela 2,1 2,8 55 29 2,45 14 116 9,000
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5.2 RESULTADOS DAS ANALISES DE EXPRESSAO GENICA

Todos os animais, de ambos 0s grupos, expressaram de IL-6, TNF-a, IL-13 e IFN-y a
excessdo de uma paciente (P11) que foi excluida da amostra uma vez que sua extragdo nao
forneceu RNA em concentracdo suficiente para realizacdo das analises das duas primeiras
citocinas (Figura 3). A avaliagcdo da expressao relativa das citocinas ndo revelou diferenca
estatistica significativa entre os grupos (P>0,05). Contudo, as variagdes de expressdo foram

maiores no animais doentes (Figuras 4 e 5).

Figura 3 -PCR em tempo real dos pacientes analisados. 3. A e 3. B- PCR para IL-6 e TNF-
a. 3. C e 3. D- PCR para o gene enddgeno felino GAPDH. 3.E e 3.F. PCR para GAPDH,

IL-1B & IFN-y.
3.A < 3.B
3.C 3.D
3.E 3.F

.....

Fonte: A autora (2021).
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Figura 4.A- Expressdo de IL-6 (Mann-Whitney Test; P=0,749). 4.B- Expressao de TNF-
a (Mann-Whitney Test; P=0,0886).

4.A 4.B
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Figura 5.A - Expressao de IL-1B (Mann-Whitney Test; P=0,6106). 5.B- Expressao de IFN-y
(Mann-Whitney Test; P=0,3386).

S 027 T F 099
40000 T
5.A Prob > F 06106 5.B | Prob > F 0.3386
[
20000 [
|
35000 ‘
[
15000
30000
2 > 2
2 < ™
< <o
10000 25000
<550 20000
Doente Saudavel Doente Saudavel

20



6. DISCUSSAO

Estudos anteriores j& haviam demostrado a maior prevaléncia de DRC em felinos idosos
(MARINO et al., 2014; SPARKES et al., 2016; RAY et al., 2021), bem como a reducédo de
peso/score corporal destes pacientes, uma vez que os episddios de anorexia, hdusea ou vomito
sdo frequentes, especialmente em estagios mais avancados da enfermidade (KING et al., 2007;
IRIS, 2019a; RAY et al., 2021), informacdes estas que estdo em conformidade com as

encontradas em nosso estudo.

Neste trabalho, embora ndo hajam diferencas estatisticas significativas entre os grupos
quanto a concentracdo sérica de creatinina, a média do grupo doente excedeu o valor de
referéncia atualmente preconizado para felinos (1,6 mg/dL) (IRIS, 2019a). A azotemia tem sido
relatada como um evento comum em animais DRC entre os estadiamentos I1I-1V (POLZIN,

2011; IRIS, 2019) fato que encontra-se em concordancia com os achados deste estudo.

Dois pacientes foram considerados pertencentes ao estagio IRIS |, totalizando 25% do
namero de felinos doentes. Apesar de apresentarem concentracdo sérica de creatinina dentro
dos valores de normalidade para a espécie (<1,6 mg/dL) estes pacientes obedeceram aos demais
critérios necessarios ao diagndstico, tais como alteracdes estruturais detectaveis aos exames de
imagem, hipertensao arterial, reducdo da densidade urinaria e/ou proteindria (SPARKES et al.,
2016; IRIS, 2019a).

De acordo com Polzin (2011) a hipoalbuminemia pode ser considerada evidéncia de
disfuncdo renal quando associada a proteinuria, este dados néo foi identificado em nosso estudo,
onde conforme ilustrado na tabela 4 os pacientes apresentam média da proteina total dentro dos
valores de referéncia. Este fato pode estar relacionado a natureza histol6gica da DRC na espécie
felina, que consiste em alteracGes tubulointersticiais e ndo glomerulares, sendo a ocorréncia de
proteindria macica menos comum em felinos (SYME et al., 2006; HARLEY & LANGSTON,
2012; MCLELAND et al., 2015).

O leucograma dos grupos estudados ndo revelou diferenca estatistica significativa,
pardmetro ja esperado visto que a DRC promove alteragcdes sobretudo na série vermelha,
provocando anemia normocitica e normocrémica nos estagios avangados da doenga, mormente
os estagios IRIS 111 e IV. Muito embora o hematdcrito observado nos pacientes renais deste
estudo também tenha se mantido dentro da normalidade para a espécie, resultado que pode ser
explicado pela maior proporcdo de pacientes IRIS | e Il no esforgo amostral (ELLIOT &
BARBER, 1998; TASKER, 2012).
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Segundo Chalhoub e colaboradores (2011) a ocorréncia de anemia na DRC pode atingir até
65% dos pacientes conforme a afeccdo progride e tem carater multifatorial, sendo
principalmente associada ao decréscimo na producéo de EPO, estado inflamatdrio, liberacao de
toxinas urémicas e perdas gastrointestinais. Estas informacdes sdo ainda corroboradas pelo fato

da Unica paciente anémica do estudo (P12) ser estadiada como IRIS IV.

Nentwig et al (2016) em investigacdo da expressdo de biomarcadores urémicos na
LRA/DRC em sangue venoso foi incapaz de indicar diferencas significativas na expressao de
TNF-o de pacientes com LRA versus CKD versus animais saudaveis, elemento também
encontrado em nosso estudo. Por outro lado, o mesmo trabalho conseguiu comprovar o
envolvimento de diversas citocinas, em especial IL-1 e TGF-B, no desenvolvimento e
progressdo da enfermidade. Este fendmeno pode estar associado a cronologia de liberacao de
citocinas no curso da doenga, onde pode haver predominancia de determinadas substancias a

depender do periodo.

Ha de se ressaltar ainda que os estudos experimentais performados anteriormente que
visavam investigar o perfil de expressdo inflamatoria em ratos avaliavam principalmente a
expressdo em tecido renal (SPURGEON et al., 2005; AKCHURIN et al., 2019), o que néo foi
realizado neste trabalho em virtude da abordagem requerer técnicas de bidpsia renal, método
que tem sido relacionado a riscos e dificuldades de execucdo, especialmente em pacientes
veterinarios (VADEN, 2005).

Akchurin e colaboradores (2019) em estudo translacional de expressao génica intrarrenal
em ratos e aferi¢do de citocinas séricas em humanos conseguiu associar a expressao e liberacao
de IL-6 a progressdao da DRC e maiores indices de anemia nestes pacientes, informacao que
também contrasta com as encontradas em nosso estudo, uma vez que a Unica paciente anémica

(P12) apresentou resultados de expresséo de IL-6 semelhante aos outros animais DRC.

O estudo CRIC também ja havia demonstrado valores plasmaticos elevados de IL-6 e TNF-
a, tendo sido relacionado ao rdpido decréscimo da funcéo renal em pacientes humanos. Porém,
a analise de expressdo génica ndo fez parte do escopo do referido trabalho (AMDUR et al.,
2016).

As investigacdes quanto a contribuicdo da IL-1 na DRC em humanos datam desde 0s anos
80 e além de ja terem sido relacionadas a maiores complicagdes em pacientes submetidos a
dialise também ja foram alvo terapéutico, onde foi investigado o efeito de sua inibi¢do no curso

da DRC na espécie (NOWAK et al., 2017). Infortunadamente, nosso estudo néo foi capaz de
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demonstrar diferenca estatistica significativa entre os pacientes doentes renais e saudaveis, o
que limitaria as expectativas de utilizacdo de inibidores da IL-13 em pacientes felinos DRC, ao

menos nas condi¢des até 0 momento investigadas nestes animais.

A IFN-y, por sua vez, em virtude de seus efeitos antifibroticos, ja foi experimentalmente
utilizada para tratamento e prevencdo de fibrose renal em estagios avancados da DRC, no
entanto, apresentando efeitos colaterais importantes que podem limitar seu uso (OLDROYD et
al., 1999; POOSTI et al., 2015). Embora o presente estudo ndo tenha conseguido comprovar
maior expressao génica da citocina em animais doentes, vale ressaltar que os diferentes
resultados podem estar associados a aplicacdo de distintas metodologias, onde Poosti (2015) e
colaboradores investigaram expressdo em tecido renal e nosso estudo a expressao em tecido

sanguineo.

Métodos alternativos, possivelmente mais acurados que 0s sanguineos e menos invasivos
do que a bidpsia para avaliacdo da inflamacdo intrarrenal sdo a mensuracdo ou expressao dos
niveis urinarios de citocinas, analises ja executadas com sucesso na medicina humana e
veterindria (HONKANEN et al., 2000; MCDUFFIE et al., 2010; HABENICHT et al., 2013;
LYU etal., 2017).

Os estudos com expressdo génica de sedimento urinario tem sido predominantemente
realizados em humanos (HONKANEN et al., 2000; SZETO et al., 2006) e até 0 momento existe
apenas um estudo investigando a mensuracdo de citocinas em felinos, pelo método ELISA
(HABENICHT et al., 2013). De toda forma ambas as analises podem ser promissoras na

investigacdo de disfunc@es renais.

Até onde sabemos este € o primeiro trabalho a especular a expressdo sanguinea de
marcadores inflamatérios em felinos renais crénicos e compreendemos haverem limitagdes
metodologicas que podem ter influenciado nossos resultados, tais como o pequeno esforgo
amostral, composto predominantemente por pacientes compensados, onde 87,5% dos pacientes
correspondem a graus brandos de DRC (IRIS I-1l) e a possibilidade de que as analises de
expressdo em tecido renal apresentem resultados mais fidedignos. Desta maneira séo
necessarias maiores investigacdes com ampliacdo amostral, afim de tornar a amostra mais

heterogénea.
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1. CONSIDERA(;@ES FINAIS

O presente estudo conseguiu demonstrar a expressdo sanguinea das citocinas pro-
inflamatdrias IL-6, IL-1p, TNF-a e IFN-y em felinos DRC e saudaveis, no entanto nao foi capaz
de encontrar diferencas entre os grupos, tendo revelado apenas maior variacdo de expressao de

IL-6 e TNF-a em gatos doentes renais crénicos.

As andlise de expressdo génica representa uma alternativa promissora na investigacédo do
desenvolvimento e perpetuacdo das doencas renais na medicina humana e veterinaria. De
acordo com nossos achados acreditamos serem necessarias novas investigacées com ampliacéo
de animais e diferentes estadiamentos IRIS, bem como a modificacdo de metodologia que
permita maiores informacGes do status inflamatdrio intrarrenal, tal como a utilizacdo de
sedimento urinario ou tecido renal, para que sejam identificadas possiveis diferencas entre 0s

grupos.
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ANEXO |

TERMO DE AUTORIZACAO

Projeto intitulado:

EXPRESSAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS EM FELINOS DOENTES RE-
NAIS CRONICOS

Eu, , inscrito sobre o CPF

, residente na Rua/Avenida

, n° ,  complemento
, bairro , Mmunicipio de , €s-
tado , proprietario do(s) animal(is) , autorizo a partici-

pacdo do mesmo no projeto acima intitulado e concordo com o procedimentos experimentais a

serem realizados com os animais.

O projeto é coordenado pelo prof. Dr. M.V. André M C Meneses e sera realizado pela M.V.
Tamires V S Natividade.

Declaro que todas as minhas davidas foram devidamente esclarecidas.

ASSINATURA
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