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Padronizacao da avaliacao dafuncao renal deratos (Rattus norvegicus)
Wistar do biotério da Universidade Federal de Juiz de Fora

Standardization of renal function evaluation in Wistar rats (Rattus
norvegicus) from the Federal University of Juiz de Fora's colony

Resumo

Introducao: H4 grande interesse na utilizacao
de modelos animais na pesquisa da fisiopato-
logia renal, que requer padronizagio dos pa-
rdmetros analisados. Objetivo: Padronizar
avaliacdo da funcao renal de ratos da cold-
nia do biotério do Centro de Biologia da Re-
producdo da Universidade Federal de Juiz de
Fora. Métodos: Foram utilizados 30 ratos
Wistar e realizadas dosagens de creatinina
(sérica e urindria), ureia sérica e proteinu-
ria. Foram avaliados: o intervalo de coleta
de urina nas gaiolas metabdlicas (24 horas
ou 12 horas); a necessidade de jejum de 12
horas; a necessidade de desproteinizacao das
amostras de urina e soro para dosagens de
creatinina; necessidade de desproteinizaciao
do soro de animais com injuria renal aguda
(IRA) para leitura em espectrofotdmetro e
ELISA, além da comparacao da proteindria
de 24 horas (PT 24 horas) com a relagio pro-
teina/creatinina (rP/C). Os resultados foram
comparados pelos teste ¢ de Student, corre-
lagao de Pearson, grafico de Bland-Altman
para concordancia e modelo de regressao
linear para estimar a PT 24 horas a partir da
rP/C. Resultados: A diurese de 24 horas foi
maior do que a de 12 horas, interferindo na
depuracdo da creatinina. No grupo em je-
jum, houve menor ingestao hidrica e menor
creatinina urindria. Houve grande variabili-
dade para o soro desproteinizado e as leitu-
ras realizadas nos dois equipamentos foram
semelhantes. Houve forte correlagao entre
PT 24 horas e rP/C e foi gerada a equacao:
PT 24 horas = (8,6113 x rP/C) + 1,0869.
Conclusao: Foi padronizada: coleta de urina
em 24 horas sem jejum. A desproteinizacao
nao mostrou beneficio. As dosagens foram
realizadas com confiabilidade em espectro-
fotometro. Foi gerada uma férmula pratica
para estimar PT 24 horas por meio da rP/C.

Palavras-chave: creatinina; manejo de
espécimes; proteindria; roedores; testes de
funcio renal.

ABSTRACT

Introduction: There is great interest in the
use of animal models in the study of renal
pathophysiology  requires standardiza-
tion of parameters. Objective: Standardize
assessment of renal function in rats from
in the Center for Reproductive Biology of
Federal University of Juiz de Fora's colo-
ny. Methods: Thirty Wistar rats were used
and performed measurements of creatinine
(serum and urine), serum urea and pro-
teinuria. Were evaluated: the urine collec-
tion interval in metabolic cages (24 hours
or 12 hours), the need for 12-hour fast,
the need of urine and serum deproteiniza-
tion for creatinine measurement, need of
serum deproteinization in animals with
acute kidney injury to a spectrophotometer
and ELISA, and the comparison of 24-hour
proteinuria (PT 24 hours) with the protein/
creatinine ratio (rP/C). Means were com-
pared by the Student's t test, Pearson cor-
relation, Bland-Altman plot for agreement
and linear regression model to estimate PT
24 hours from rP/C. Results: The 24 hours
urine output was greater than 12 hours, in-
terfering with the creatinine clearance cal-
culation. In the fasting group showed less
water intake and lower urinary creatinine.
There was great variability for the depro-
teinized whey and readings performed in
the two devices were similar. There was
a strong correlation between PT 24 hours
and rP/C and the equation was generated:
PT 24 hours = (8.6113 x rP/C) + 1.0869.
Conclusion: Was standardized: 24-hour
urine collection without fasting. The de-
proteinization showed no benefit. The
measurements were performed with spec-
trophotometer reliability. It generated a
practical formula for estimating PT 24
hours through rP/C.

Keywords: creatinine; kidney function
tests; proteinuria; rodentia; specimen

handling.
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INTRODUCAO

A experimentagio animal é uma ferramenta
importante para o conhecimento da fisiopatologia
de diversas doengas, considerando que sua utilizagio
permitiu a descoberta e 0 avango no desenvolvimento
de tratamentos, métodos de prevencido e diagndstico,
relevantes para a satide humana.! O uso de animais,
respeitando os preceitos éticos, supera limitacdes
existentes na experimenta¢io humana e proporciona
a investigacio rdpida de doengas, com eficicia e
custos menores.”

A doenga renal cronica (DRC) é uma patologia
com elevadas morbidade e mortalidade e vem
apresentando aumento progressivo nas taxas de
incidéncia e prevaléncia nos ultimos anos. Entre 2000
e 2010, houve um aumento de 115% de pacientes em
dialise no pafs, totalizando,em 2011, 91.314 doentes.?
A DRC caracteriza-se pela presenca de lesdo renal, que
pode ser evidenciada pela reducdo da fungio renal,
avaliada pela taxa de filtracdo glomerular (TFG), ou
presenca de proteinturia, ambos persistindo por trés
meses.* No Brasil, segundo o Censo da Sociedade
Brasileira de Nefrologia, no ano de 2009 mais de
77 mil pacientes iniciaram programa de hemodiilise
como terapia de substituicdo da funcdo renal® e os
gastos do Sistema Unico de Satide corresponderam a
mais de 1,5 bilhao de reais neste mesmo ano.’®

A preocupacdo com a prevaléncia crescente e a
gravidade da DRC, incentiva as pesquisas envolvendo
modelos animais, com a finalidade de encontrar
alternativas para o tratamento da doenca, melhorar
as condi¢oes de vida dos pacientes e reduzir sua
mortalidade. Os protocolos experimentais para a
utilizagio desses modelos devem ser bem definidos
e efetuados a partir do conhecimento prévio dos
procedimentos e dos pardmetros a serem estudados.?
Tais praticas sdo fundamentais para a confiabilidade
dos resultados experimentais, de forma que a andlise
e interpretacdo dos dados possibilitem sua utilizagao
em beneficio dos seres humanos.”

A avaliagio laboratorial mais utilizada para
mensurar a funcdo renal é feita a partir da TFG,
que pode ser realizada por métodos considerados
padrio-ouro, mas que envolvem inje¢ao de fairmacos e
a sua excre¢do.® Na rotina clinica e de experimentacao
animal, estima-se a TFG por meio de métodos que
dependem das dosagens de creatinina urindria,
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creatinina sérica e fluxo urindrio em 24 horas.” Outra
medida bastante utilizada na avaliacio da func¢io
renal é a quantificacdo da proteinuria - excrecdo
urindria de proteina - que pode ser avaliada pela
técnica de microalbumindria de 24 horas, proteintria
de 24 horas (PT 24 horas) ou pela relagdo proteina/
creatinina (rP/C) ou albumina/creatinina em amostra
isolada de urina.'® Para melhor atender os objetivos
da pesquisa, é necessario adequar os procedimentos e
técnicas utilizadas para aferir tais parimetros e definir
valores de referéncia para os animais normais.!! O
conhecimento desses valores contribui para a avaliagao
das modificagdes patoldgicas e para a avaliacio dos
resultados obtidos nos procedimentos experimentais.!?

Considerando o interesse nos modelos experimen-
tais de doenca renal e a necessidade de ampliar os es-
tudos de padronizac¢do bioldgica de modelos animais,
o presente trabalho foi conduzido com o objetivo
de padronizar a avaliagdo da funcdo renal de ratos
(Rattus norvegicus), da colonia do biotério do Centro
de Biologia da Reproduc¢do (CBR) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

METopos
ANIMAIS

Utilizamos 30 ratos machos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar com 8 a 12 semanas. Os animais
foram obtidos das colonias do Biotério do CBR
na UFJE onde os experimentos foram conduzidos.
Acondicionamos os animais em gaiolas de poli-
propileno, providas de camas de maravalha e alo-
jados em estantes climatizadas (Alesco Industria
e Comércio Ltda., Monte Mor, Brasil). A dgua
e a racdo peletizada (Nuvilab-CR1, NUVITAL
Nutrientes Produtos Veterindrios Ltda., Curitiba,
Brasil) foram oferecidas ad libitum e temperatura
a ambiente mantida ao redor de 22 °C, com ilu-
minacdo controlada automaticamente para acen-
der as 6 horas e apagar as 18 horas. Nas gaio-
las metabdlicas, a racdo foi oferecida em po, de
acordo com o delineamento experimental.

Os procedimentos estio de acordo com a lei federal
11.794 de 08 de outubro de 2008, com a regulamentagdo
do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo
Animal, e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimenta¢io Animal da Universidade Federal de
Juiz de Fora, conforme protocolo n® 008/2011.



DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos, Grupo coleta de urina de 24 horas (G24,N = 6),
Grupo coleta de urina de 12 horas (G12, N = 6), Grupo
jejum de 12 horas (JE12, N = 6), Grupo desproteiniza-
¢do (D24, N = 6) e Grupo injdria renal (IR24, N = 6).
O estudo foi dividido em quatro experimentos: coleta
de urina, jejum, desproteinizagio e métodos de andlise:

COLETA DE URINA

Esse experimento consistiu em determinar o intervalo
de coleta de urina e avaliar a necessidade de manter
os animais durante 24 horas nas gaiolas metabdlicas.
Foram coletadas urinas dos animais do grupo G24
durante 24 horas, com entrada as 08 horas e saida
as 08 horas do dia seguinte, e receberam dieta pa-
drdo a vontade. Considerando o hédbito noturno dos
animais da espécie Rattus norvegicus, os animais do
grupo G12 permaneceram nas gaiolas metabdlicas
durante 12 horas noturnas, das 20 horas as 08 horas
do dia seguinte, também com dieta padrio a vontade.
Com o objetivo de comprovar a predominancia das
atividades dos animais durante a noite e que as ca-
racteristicas da urina de 24 horas sdo as mesmas da
urina de 12 horas, as dosagens de creatinina na urina
e proteindria dos grupos G24 e G12 foram compa-
radas. Foram realizados os célculos de depuracdo da
creatinina de 24 horas e também de 12 horas, quando
necessario.

JEJUM

Para determinar a necessidade de periodo de jejum
para coleta de sangue, os animais do grupo JE12 foram
mantidos em jejum durante as 12 horas de permanéncia
nas gaiolas metabdlicas, com entrada as 20 horas e
saida as 08 horas do dia seguinte. Foram realizados os
testes de creatinina e ureia no soro dos grupos G12 (sem
jejum) e JE12. Para avaliar a interferéncia das sobras
de ragdo nos coletores de urina, foram determinadas
dosagens de creatinina urindria e proteindria do grupo
JE12 e comparadas com o grupo G12. A depuracido da
creatinina de 12 horas também foi calculada.

DEsPROTEINIZACAO

Esse experimento avaliou a necessidade, ou ndo, de
desproteinizagdo das amostras de urina coletadas nos
experimentos citados (G24, G12 e JE12), e também
das amostras de soro coletadas nos experimentos aci-
ma, somadas as amostras de soro do grupo D24, num
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total de 24 animais. Foram comparadas as médias das
dosagens de creatinina nas amostras sem e com des-
proteinizagdo,'’ juntamente com os cdlculos de depu-
racdo da creatinina utilizando as duas amostragens.

METODOS DE ANALISE
PADRONIZACAO DA TECNICA DE DOSAGEM DE CREATININA

Com objetivo de avaliar a necessidade de utiliza-
¢do de um método mais preciso de leitura (leitor de
ELISA - Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) em
soros de animais com disfuncio renal, realizamos do-
sagens de creatinina em soro com e sem desprotei-
nizacdo do grupo IR24 em dois equipamentos: ana-
lisador automatico pelo método espectrofotométrico
(Labmax Progress, Labtest Diagndstica S.A., Lagoa
Santa, Brasil) e leitora de ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, EUA). No grupo IR24, foi induzida in-
juria renal aguda (IRA) pelo modelo experimental de
cisplatina.'* Ap6s 3 dias da aplicacdo da cisplatina, o
sangue foi colhido para dosagem de creatinina.

COLETA DE URINA, PARAMETROS BIOLOGICOS E CONSUMO

Foi mensurado o volume total de diurese por meio da
coleta de urina apds a permanéncia nas gaiolas metabo-
licas. Todas as amostras de urina foram centrifugadas a
3.000 rpm durante 10 minutos em centrifuga refrigerada
automadtica (Sorvall, Suwanee, EUA). As amostras foram
acondicionadas em tubos criogénicos (Eurotips Scientific,
Sao Paulo, Brasil) mantidos a -8 °C até o momento da
andlise realizada no mesmo dia da coleta. Antes da coleta
de sangue, foram avaliados: o peso dos animais em balan-
¢a analitica, a quantidade de racio consumida e o volume
de agua ingerida, por meio das sobras nos recipientes das
gaiolas metabdlicas destinados a ragdo e a dgua.

COLETA DE SANGUE PARA ANALISE BIOQUIMICA

Para coleta de sangue, os animais foram anestesiados
com associacio de cetamina (Konig S.A., Avellaneda,
Argentina) na dose de 90 mg/kg e xilazina (Konig S.A.,
Avellaneda, Argentina) na dose de 10 mg/kg, via intra-
peritoneal. O sangue foi coletado com o uso de pungdo
cardiaca® e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos
em centrifuga refrigerada automdtica (Sorvall, Suwanee,
EUA) para separacio do soro e acondicionamento em
tubos criogénicos. As amostras foram mantidas sob refri-
geracdo (2 °C a 8 °C) até o momento da andlise, realiza-
da no mesmo dia da coleta. Ap6s a pungio cardiaca, os
animais foram submetidos a ruptura do diafragma como
procedimento complementar da eutandsia.
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ProcebiMENTO DE DESPROTEINIZACAO

Na desproteinizacio, 100 pL da amostra foram
diluidos em 200 pL de dgua destilada. Na solucdo
foram adicionados 100 pL de tungstato de sédio
(Vetec, Duque de Caxias, Brasil) 10% m/v e 100 pL
de 4cido sulfarico (Vetec, Duque de Caxias, Brasil)
1,84% v/v. Apds homogeneizagdo em agitador tipo
Vortex (Cole Parmer, Chicago, EUA), a solugio foi
centrifugada durante 10 minutos a 9.000 rpm em mi-
crocentrifuga (Fanen, Sio Paulo, Brasil) e logo apds
retirado o sobrenadante utilizado para a analise.'®!”

InpucAo pa IRA

A TRA foi induzida pela administragio intraperitoneal de
cisplatina 10 mg/Kg (Faulding, Rio de Janeiro, Brasil)."
A fungdo renal foi avaliada pela dosagem de creatinina
sérica, trés dias apos a administragdo da droga.

ANALISE BIOQUIMICA

O equipamento utilizado para as todas as andlises bio-
quimicas foi o Labmax Progress® (Labtest Diagnostica
S.A., Lagoa Santa, Brasil). Outras avaliagdes das
amostras de soro com e sem desproteinizacio do
grupo IR24 foram realizadas em leitora de ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, EUA) com filtro de
comprimento de onda de 520 nm.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CREATININA

As determina¢des das concentracdes de creatinina,
tanto no soro, quanto na urina (diluicdo 1:25), foram
realizadas com o uso de kits comerciais Creatinina
K® (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil),
que utiliza um procedimento cinético otimizado de
dois pontos, baseado na reagio de Jaffé modificada.'®
Para as dosagens, 50 pL da amostra de soro ou da
urina diluida foram adicionados a 50 pL de picrato
alcalino, misturados e aspirados para a cubeta do
analisador automatico, ajustado a zero em 510 nm, e
entdo medidas as absorbancias aos 30 e 90 segundos.
Os resultados foram expressos em mg/dL e no caso da
urina corrigidos pelo fator de dilui¢do.

DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE UREIA SERICA

Para determinac¢do da ureia no soro, foi utilizado
teste Ureia UV Liquiform® (Labtest Diagndstica S.A.,
Lagoa Santa, Brasil) que utiliza um sistema enzimdtico
por fotometria em ultravioleta usando cinética de
dois pontos. A ureia € hidrolisada pela urease, geran-
do amonia e diéxido de carbono. A reacio da amonia
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reduz a absorbancia, que é proporcional a concentra-
¢do de ureia na amostra. Foram aspirados 10 pL de
soro para a cubeta do fotdbmetro previamente ajus-
tado a 340 nm, e entao medidas as absorbancias aos
30 e 90 segundos. Os resultados foram calculados
pela diferenga de absorbancia entre os dois tempos e
expressos em mg/dL.

DETERMINACAO DA PROTEINURIA

Para determinagdo da proteintria foi utilizado o teste
Sensiprot® (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
Brasil), por meio da rea¢do de ponto final, na qual a
50 pL da amostra de urina diluida (1:5) é misturado a
100 pL de reagente de cor contendo pirogalol. O ver-
melho de pirogalol reage com o molibdato de sédio for-
mando um complexo que, quando combinado com a
proteina em meio acido, desenvolve um cromoéforo de
cor azul. A quantificacdo da proteintria foi feita com o
uso do método espectrofotométrico a partir da relagao
entre a absorbancia em 600 nm da amostra e da solu-
¢do padrao (50 mg de proteina/dL). Os resultados da
concentra¢io de proteinuria foram obtidos em mg/dL
e corrigidos pelo fator de dilui¢io. A quantifica¢io da
PT 24 horas foi expressa em miligrama (mg), calculada
a partir do produto da sua concentracao pelo volume
total de 24 horas em dL. O valor da PT 24 horas dos
grupos que permaneceram durante 12 horas nas gaiolas
metabdlicas foi calculado utilizando o valor de diurese
multiplicado por dois.

Além do valor medido de proteindria, a PT 24 ho-
ras foi estimada a partir da relacdo da concentracdo
de proteina pela concentragio de creatinina medidas
em uma mesma amostra de urina de cada animal.?
As medidas de proteintria obtidas pelos dois métodos
foram correlacionadas para cada animal.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e desvio pa-
drdao. Os testes de Kurtosis e Skewness foram usa-
dos para avaliar a normalidade da distribuicio das
varidveis. As médias foram comparadas pelo tes-
te de t de Student. O grau de associacdo entre as
varidveis (amostras usuais e amostras desproteiniza-
das) foi determinado pelo coeficiente de correlaciao
de Pearson e o grau de concordancia avaliado pelo
teste de Bland-Altman. O modelo de regressao li-
near foi utilizado para calcular o fator de corre¢do
baseado no valor médio da razido entre as varidveis:
rP/C e PT 24 horas, o grau de associagdo entre as



duas foi determinado pelo coeficiente de correlagio
de Pearson e o grau de concordancia avaliado pelo
teste de Bland-Altman. Todos os célculos estatisti-
cos foram feitos no programa SPSS 13.1® (SPSS Inc.
Chicago, IL, EUA) e a significancia estatistica foi es-
tabelecida para p < 0,05.

ResuLTADOS

No experimento Coleta de urina, o volume urindrio
e a média da depuracdo da creatinina do grupo G12
foram inferiores quando comparados aos do grupo
G24. Todos os outros parametros ndo apresentaram
diferencas entre os dois grupos (Tabela 1).

O experimento Jejum comparou os resultados
do grupo G12 com os do grupo JE12; este
permaneceu em jejum durante as 12 horas de coleta
de urina nas gaiolas metaboélicas. Com relagdo ao
consumo, observou-se a diminui¢do da ingestdo de
dgua dos animais submetidos ao jejum. Jd a média
do volume de urina foi maior para esses animais
(Tabela 2).

As médias das dosagens de creatinina no soro e ureia
de G12 e JE12 nao foram diferentes do ponto de vista
estatistico. Porém, os valores de creatinina na urina dos
animais do grupo G12 apresentaram-se mais altos, en-
quanto os valores de depurac¢ao da creatinina foram mais
baixos quando comparados aos valores apresentados pe-
los animais do grupo JE12. Isso se deve a interferéncia da
creatinina sérica que foi menor no grupo JE12, mesmo
ndo apresentando diferenga estatistica. A diferenca entre
os valores de PT 24 horas foi significativa, entretanto, nao
houve diferenga entre a rP/C dos dois grupos (Tabela 2).

No experimento Desproteinizagio, foram utiliza-
das 18 amostras de urina coletadas dos animais dos
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grupos G24, G12 e JE12. E, para as avaliacdes no
soro, foram utilizadas 24 amostras sendo estas dos
grupos G24, G12, JE12 e D24. Todas as amostras
foram analisadas sem o processo de desproteinizag¢io
(amostras usuais) e com o processo de desproteini-
za¢do (amostras desproteinizadas). Nao houve di-
ferenca estatistica entre os valores de creatinina na
urina e depuracdo da creatinina utilizando amostras
com e sem desproteinizacdo (Tabela 3). Houve forte
correlacdo entre os valores de creatinina na urina,
(r=0,957, p < 0, 001) (Figura 1A). Pelo grafico de
Bland-Altman, também nio se observou evidéncia de
viés na comparacdo entre creatinina na urina usual e
a creatinina na urina desproteinizada, uma vez que
os dados individuais se distribuiram aleatoriamente
abaixo e acima da linha média central (Figura 1B).

As médias das dosagens de creatinina no soro
nao foram diferentes entre as amostras usuais e as
amostras desproteinizadas, que apresentaram gran-
de variabilidade (Tabela 3). Os valores de creatinina
foram concordantes entre si (r = 0,501, p = 0,013)
(Figura 1C), porém, pela analise de Bland-Altman,
observou-se evidéncia de viés na comparagio entre
creatinina no soro usual e a creatinina no soro des-
proteinizado (Figura 1D).

Devido a discrepancia das dosagens de creatinina
sérica nas amostras desproteinizadas, foram realiza-
das novas dosagens em um grupo com IRA, que sa-
bidamente apresentariam creatinina elevada no soro.
Esse experimento foi chamado de Métodos de andlise,
em que foram realizadas duas andlises: uma em anali-
sador automatico pelo método espectrofotométrico e
outra em leitora de ELISA. Houve perda de dois ani-
mais do grupo IR24. Nio houve diferenca estatistica

TaABELA 1 PARAMETROS AVALIADOS NOS GRUPOS G24 E G12, NO EXPERIMENTO COLETA DE URINA (COMPARACAO DOS
TEMPOS DE COLETA 24 HORAS OU 12 HORAS)
Grupo G24 Grupo G12
Urina de 24 horas Urina de 12 horas p
N=6 N=6
Peso (g) 235,2 + 28,8 2370 + 24,4 0,91
Consumo de ragéo (g) 19,7 £ 3,3 16,9 + 2,6 0,14
Ingestao hidrica (ml) 23,5+ 73 19,5 + 10,2 0,45
Volume de urina (ml) 10,9 +2,2 4,7 +1,4 < 0,001
Creatinina na urina (mg/dL) 88,5 = 11,1 974 £ 19,6 0,36
Creatinina no soro (mg/dL) 0,50 + 0,07 0,62 + 0,02 0,009
Depuracao da creatinina (ml/min) 1,32 +0,2 0,98 £ 0,2 0,02
Proteinuria de 24 horas (mg/dL) 88=+53 10,4 + 4,6 0,59
Relagdo proteina/creatinina 0,92 £ 0,6 1,16 £ 0,4 0,43
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TABELA 2 PARAMETROS AVALIADOS NOS GRUPOS G12 E JE12, NO EXPERIMENTO JEJUM QUE COMPARA NECESSIDADE DE
JEJUM DE 12 HORAS
G12 JE12
Sem jejum Jejum de 12 horas p
N=6 N=6
Peso (g) 2370 £ 24,4 2459 + 175 0,48
Ingestao hidrica (ml) 19,5 + 10,2 5826 0,01
Volume de urina (ml) 4,7+ 1,4 79+26 0,02
Creatinina na urina (mg/dL) 9738 + 19,61 6728 + 23,79 0,04
Creatinina no soro (mg/dL) 0,62 + 0,02 0,53 + 0,09 0,07
Depuragao da creatinina (ml/min) 0,98 + 0,17 1,29 + 0,22 0,02
Proteinuria de 24 horas (mg/dL) 10,4 + 4,6 15,2 +2,0 0,05
Relacéo proteina/creatinina 1,2+04 1,6 +£0,1 0,07
Ureia (mg/dL) 370 +5,9 30,9+34 0,05
TaABELA 3 DOSAGENS DE CREATININA NA URINA E SUA DEPURAGCAO EM AMOSTRAS COM E SEM DESPROTEINIZACAO.
DOSAGENS DE CREATININA NO SORO E SUA DEPURAGCAO EM AMOSTRAS COM E SEM DESPROTEINIZACAO
Amostras Amostras

usuais desproteinizadas p

Creatinina na urina (mg/dL) (N = 18) 84,38 + 22,02 79,82 + 23,26 0,55
Depuracao da creatinina (ml/min) (N = 18) 1,20 £ 0,17 1,13 + 0,21 0,37
Creatinina no soro (mg/dL) (N = 24) 0,54 £ 0,08 0,79 £ 0,63 0,07
Depuracao da creatinina (ml/min) (N = 24) 1,20 + 0,17 1,24 £ 1,22 0,87

entre as amostras usuais e amostras desproteinizadas
em nenhum dos equipamentos utilizados (Tabela 4).
Também ndo apresentaram correlacdo: as amostras
de soro usual e desproteinizadas analisadas por es-
pectrofotometria (r = 0,713, p = 0,287) e as amos-
tras de soro usual e desproteinizadas analisadas
por ELISA (r = 0,926, p = 0,074). Na comparacao
dos resultados dos dois equipamentos, nao houve
correlagdo significante e ndo foi encontrada diferenga
significativa, seja entre as amostras usuais (r = 0,930,
p = 0,70) ou entre as amostras desproteinizadas
(r=0,610, p = 0,390).

Para padronizar as dosagens de proteinuria, foi
calculada a PT 24 horas e a rP/C de todas as amos-
tras de urina coletadas. A média de PT 24 horas
foi de 11,92 = 6,58 mg/dL e a média da rP/C foi de
1,26 = 0,72. Houve forte correlacio entre os valores de
PT 24 horas e rP/C quando avaliados pela correlagio
de Pearson (r = 0,94, p < 0,001) (Figura 2A). O grafi-
co de Bland-Altman mostrou que a rP/C é sistematica
e linearmente superestima a PT 24 horas (Figura 2B).
Ainda assim, por meio do modelo de regressdo, foi obti-
da uma equagio que permitiu estimar a PT 24 horas uti-
lizando a rP/C; PT 24 horas = (8,6113 + rP/C) + 1,0869.
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DiscussAo

Diferentes metodologias sio empregadas na coleta e
processamento dos fluidos de animais experimentais
e o refinamento tecnoldgico nas pesquisas cientificas
tem gerado uma reducdo importante no namero de
animais utilizados, reduzindo também a variabilidade
dos resultados finais.> O presente estudo mostrou que
fatores como a coleta de urina de 24 horas, o periodo
de jejum antes da coleta de sangue e a preparacdo das
amostras sdo procedimentos importantes e relevantes
na avaliacdo da funcio renal e que devem ser padro-
nizados para obten¢io de resultados confidveis.

A TFG é a medida mais utilizada para avalia¢do
qualitativa e quantitativa da capacidade excretora do
rim, e é mais fielmente obtida na pratica clinica a par-
tir da depuragio da creatinina, realizada em urina co-
letada no periodo de exatas 24 horas.?’ O experimen-
to Coleta de urina mostrou que a média do volume de
urina dos ratos do grupo G24, foi de 10,9 = 2,2 ml,
concordante com valores descritos por outros autores,
que variam de 8 a 11 ml.2""?3 O volume de diurese € in-
fluenciado pela variacdo da ingestdo hidrica devido as
mudancas de temperatura, umidade, estado de satde
e atividade sexual.???* Observou-se que no grupo G12
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Figura 1. Anélise do experimento Desproteinizagdo. A: Correlacdo entre a creatinina na urina usual e a creatinina na urina desproteinizada. Reta e
intervalo de confianca de 95% da regressao, N = 18; B: Gréafico de Bland-Altman para determinacao do grau de concordancia entre a creatinina na
urina usual e a creatinina na urina desproteinizada, N = 18; C: Correlagcdo entre a creatinina no soro usual e a creatinina no soro desproteinizado.
Reta e intervalo de confianca de 95% da regressao, N = 24; D: Gréafico de Bland-Altman para determinacdo do grau de concordancia entre a
creatinina no soro usual e a creatinina no soro desproteinizado, N = 24.
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TABELA 4

DOSAGENS DE CREATININA NO SORO DO GRUPO |IR24, EM AMOSTRAS USUAIS E DESPROTEINIZADAS, ANALISADAS

POR ANALISADOR AUTOMATICO PELO METODO ESPECTROFOTOMETRICO E PELA LEITORA DE ELISA

Creatinina nas amostras usuais

Creatinina nas amostras

(mg/dL) desproteinizadas (mg/dL) p
N=4 N=4
Espectrofotometria 2,03 £0,42 2,29 + 0,36 0,38
ELISA 1,83 £ 0,34 2,42 £ 0,37 0,06
p 0,49 0,63

o volume de urina reduziu-se a metade devido a redu-
¢do da permanéncia dos animais nas gaiolas metabo-
licas e a diminui¢do da ingestao hidrica com relacao
ao grupo G24. Mesmo tendo habitos noturnos, cerca
de 57% do volume de urina desses roedores pode ter

sido excretado durante o dia. Em um estudo utilizan-
do ratos Wistar machos, resultados similares foram
encontrados para o grupo controle, sendo relatada
parte da diurese durante o dia (4,6 = 0,5 ml).>* O con-
sumo de racdo e ingestdo hidrica médios para ratos

J Bras Nefrol 2014;36(2):139-149

145



146

Padronizagao da avaliagdo da funcédo renal de ratos

Figura 2. Anélise do experimento Métodos de andlise - Estimativa da proteinuria de 24 horas. A: Correlacdo entre a proteinuria de 24 horas e a
relacdo proteina/creatinina. Reta e intervalo de confianca de 95% da regresséao, N = 59; B: Grafico de Bland-Altman para determinacédo do grau de
concordéncia entre a proteindria de 24 horas e a relacdo proteina/creatinina, N = 59.
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sdo, respectivamente, de 5 g e 10 ml para cada 100 g
de peso do animal, existindo ainda forte correlagao
quanto mais alimento é consumido mais dgua € inge-
rida.?* O consumo de rag¢do dos grupos observados
por 24 horas e 12 horas foi semelhante ao relatado
previamente, mantendo inclusive o padrio de maior
ingesta durante a noite.?>?%%*

A depuragio da creatinina é realizada utilizando
o fluxo urindrio e os valores das dosagens de
creatinina na urina e no soro.” A concentracdo da
creatinina em amostra de urina coletada em um
periodo de 12 horas foi semelhante aos valores
encontrados no grupo de 24 horas. Resultados
de colonias brasileiras relatam valores em urina
coletada por 24 horas variando em torno de
67,2 mg/dL em animais jovens a 75 mg/dL em
ratos adultos, semelhantes aos encontrados neste
estudo.'!” Mesmo com a concentra¢do da creatinina
urindria semelhante, os animais do grupo G24
apresentaram depuracdo da creatinina superior aos
do G12, consequéncia do menor volume urindrio
obtido, mesmo apds a corre¢do, com duplicacio,
pelo tempo de coleta, e da menor creatinina sérica.
Porém, a diferenca encontrada entre os valores
de creatinina no soro dos grupos G24 ¢ G12 nao
representa diferenca do ponto de vista bioldgico,
uma vez que os valores médios encontrados estdo
proximos aos valores descritos como normais.
Estudos prévios encontraram valores de 0,83 =
0,07 ml/min e de 0,74 + 0,01 ml/min, na depuragio
da creatinina em ratos adultos, nos levando a supor
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que tais variacdes podem ser decorrentes de fatores
ambientais, estresse, fatores genéticos ou até mesmo
de varidveis metodoldgicas.!”*!

A PT 24 horas dos dois grupos (G24 e G12)
sdo semelhantes aos encontrados na literatura.?®?’
Além disso, como ndo houve diferenca entre a rP/C
de um grupo para outro, sugere-se que os valores
encontrados na urina de 12 horas podem ser usados
na avaliacdo da proteinuria.

Mediante a redug¢io da
proteinas e carboidratos contidos na ragio, ocorrem

ingestio de sais,

modificacdes nos mecanismos fisiologicos que
regulam a homeostase hidrica, o que leva os animais
a ingerirem menor volume de liquidos.?® Os animais
do grupo JE12 nio foram alimentados durante um
periodo prolongado de 12 horas, o que resultou na
diminui¢do de aproximadamente 70% da ingestdo
de liquidos com relagdo ao grupo G12. Apesar disso,
houve aumento significativo do volume de diurese dos
animais submetidos ao jejum, sem caracterizar, porém,
anormalidade, uma vez que a diurese (7,9 = 2,6 ml) e
a ingestao hidrica (5,8 = 2,6 ml) sio semelhantes aos
descritos'll,l4,15,21—23

O numero de horas de jejum é definido de acor-
do com o exame a ser realizado e essa necessidade
decorre do fato de que a alimentag¢do pode alterar a
composi¢do sanguinea momentaneamente induzin-
do um possivel erro na leitura das amostras.? Dois
exames muito empregados no monitoramento da
fungdo renal sdo as dosagens de creatinina e ureia no

soro, que apresentam variagoes em funcdo de fatores



fisiologicos, como ingesta e catabolismo proteico.®
Apesar do jejum ndo ser claramente recomendado
para a dosagem de creatinina no soro, foram ob-
servados valores maiores no grupo sem jejum, mas
mantendo-se dentro da faixa de normalidade. Esta
diferenca nio é representativa de detec¢io de disfun-
¢do renal, visto que foram encontrados na literatura
valores semelhantes para animais de grupos controle.
Em experimentos de padroniza¢do, o valor de refe-
réncia de creatinina no soro dos animais normais foi
de 0,50 = 0,07 mg/dL, sendo os ratos machos adultos,
mantidos por 12 a 15 horas de jejum.'>'> Em outros
estudos, os animais normais apresentaram média de
0,60 = 0,10 mg/dL*' e 0,60 = 0,02 mg/dL3? de crea-
tinina sérica, demonstrando que pequenas variacoes
intraespécies e entre colonias podem existir.

O jejum também ndo influenciou os valores
de ureia. Valores préximos aos encontrados
neste estudo foram descritos na literatura, em
estudos que submeteram ratos machos, adultos e
sauddveis a 12 horas de jejum.'>3? Também foram
encontrados na literatura valores mais altos para
animais nessas mesmas condi¢des de saiude, porém
ndo submetidos ao jejum.’!

As dosagens de creatinina sérica ndo foram signifi-
cativamente alteradas pelo jejum, porém, a creatinina
na urina foi inferior, o que alterou também os calcu-
los de depuragio da creatinina. A hipdtese é de que
a ragdo presente nas gaiolas do grupo G12 possa ter
contaminado os coletores de urina e terem sido lidas
como creatinina. J4 havia sido relatado que particu-
las de alimentos sdo derramadas enquanto os animais
permanecem nas gaiolas metabélicas.®® Foi relatado
também o oferecimento da ra¢do em forma de pé na
tentativa de diminuir a contaminacio dos coletores
com particulas de alimento.” A auséncia de ragdo
durante as 12 horas noturnas para o grupo JE12 pode
ser a causa da diminui¢do dos valores de creatinina na
urina. Apesar disso, tais valores ndo caracterizaram
alteragdes importantes do ponto de vista biolégico de
fungio renal, e foram semelhantes aos valores encon-
trados na literatura.'>'” O mesmo pode ser dito para
os valores de PT 24 horas.

A dosagem de creatinina é um teste vantajoso,
porém, os valores de creatinina sérica nio aumentam
significativamente até que a fung¢io seja consideravel-
mente comprometida.’*¥ Além disso, existem algu-
mas substincias que podem ser erroneamente lidas
como creatinina (corpos cromégenos); algumas dessas
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normalmente estdo presentes no sangue ou na urina,
ou sdo encontradas apenas em estados de doenga.¢

Diversas abordagens tém sido apresentadas na
tentativa de reduzir as interferéncias sofridas pelos flui-
dos corporais.’” Neste estudo foi avaliada a interferén-
cia de proteina no experimento Desproteinizacdo. As
amostras de urina usual apresentaram média mais alta
de creatinina com relagio as amostras de urina despro-
teinizada. Apesar de ndo haver diferenca significativa
entre as médias, foi observada redu¢io de menos de 5
mg/dL de creatinina na urina usual para da urina des-
proteinizada, caracterizando a possivel existéncia de
substincias proteicas interferentes na urina usualmente
utilizada. Além disso, a correlagdo e a auséncia de viés
entre urina usual e urina desproteinizada permitiram
supor que o procedimento de desprotenizacdo elimi-
nou tais interferentes e possibilitou mensurar dosagens
mais fidedignas de creatinina na urina. Entretanto, ndo
houve diferenca do ponto de vista bioldgico, mostran-
do que tal interferéncia se comporta de maneira siste-
madtica para todos os animais.

Em contrapartida, os resultados encontrados nas
amostras de soro foram contririos aos das amostras
de urina. Esperdvamos que a desproteinizagio
eliminasse as substincias interferentes, sendo assim,
o soro desproteinizado apresentaria valores mais
baixos de creatinina, porém, isso nio ocorreu. Nio
houve diferenga significativa entre as amostras e a
correlacdo foi positiva, porém, houve aumento das
médias de creatinina, de amostras usuais em relagio
as amostras desproteinizadas. Esse aumento nio foi
linear para todas as amostras isoladamente, o desvio
padrio foi diversas vezes mais alto, mostrando que
o procedimento de desproteinizagio se comportou
de maneira diferente para cada amostra. A diferenca
entre soro usual com relagdo ao soro desproteinizado
para algumas amostras era positiva, em outras,
era negativa, indicando que o procedimento de
desproteinizagio ndo foi eficiente, produzindo
resultados ndo comparaveis. Observou-se evidéncia
de viés sistemdtico e linear na comparacdo entre
creatinina no soro usual e do soro desproteinizado,
revelando a ineficiéncia da desproteinizagio das
amostras de soro. Em um estudo que também utilizou
o método de desproteiniza¢do, foram encontrados
valores mais baixos de creatinina sérica de ratos
adultos normais (0,36 = 0,02 mg/dL)."” Quanto aos
valores médios da depuragio da creatinina, ndo
houve diferenga significativa entre amostras usuais
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e desproteinizadas, provavelmente devido a falta de
linearidade das amostras desproteinizadas, o desvio
padrio foi muito mais alto para este grupo.

Apés comprovar que a desproteinizagdo em soro
usual nio foi linear, decidiu-se aplicar o método em
soro de animais com IRA que sabidamente apresen-
tariam creatinina sérica elevada, tendo em vista que,
em condi¢des de doenga, as dosagens de creatinina
podem sofrer acdo de interferentes.>

Foram utilizados dois equipamentos de leitura,
o analisador automadtico pelo método espectrofoto-
métrico e a leitora de ELISA, teoricamente com efi-
ciéncia superior de capacidade de leitura. Os valores
lidos, porém nao foram diferentes, levando a crer que
nao haveria necessidade do uso do equipamento mais
preciso. Os valores de creatinina encontrados nas
amostras dos animais com IRA, analisados pelos dois
aparelhos, estio de acordo com trabalhos que tam-
bém utilizaram o modelo de IRA."% Sendo assim,
a desproteinizagdo das amostras de soro ndo trouxe
informagao significativa na interpretacao dos resulta-
dos das dosagens de creatinina.

Estudos em humanos tentam facilitar a forma de
coleta de urina, propondo a coleta de amostra tnica
e estimando a PT 24 horas por meio da rP/C. Nestes
estudos e ap6s anos de aplica¢do clinica, os valores
sdo utilizados sem necessidade de correcdo.”” Em
animais,”’** como encontrado no presente estudo,
verifica-se, porém, que a relacio entre os valores
nio é a mesma. Aplicando o modelo de regressio
linear, foi encontrada a relacio matemadtica entre as
duas varidveis, criando, assim, uma forma pratica
de estimar nestes animais a PT 24 horas a partir
dos resultados de uma amostra de urina. Esta
equagio proporcionard maior bem-estar animal, pois
permitird a reducdo da permanéncia dos animais em
gaiolas metabolicas. Permitindo, em alguns casos, a
coleta pontual de urina em um periodo especifico do
dia sem que os animais sejam alimentados, evitando a
contaminacao pela racdo.

Uma das limitacoes deste estudo foi a unidade
amostral reduzida de 4 a 6 animais por grupo. Nio
havendo um consenso do nimero de animais para pa-
dronizacdo de técnicas de avaliagdo, o tamanho da
amostra foi baseado em relacbes matematicas deter-
minando o ndmero de animais necessarios para al-
cancar significincia para p < 0,05. Outra limitagio
existente se refere as divergéncias entres estudos sobre
a realizacdo da técnica de desproteinizacio.
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CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados foi possivel concluir
que, para os ratos da colonia do Centro de Biologia
da Reprodugio:

A avaliacdo da fungdo renal deve ser realizada
com a coleta da urina de 24 horas.

O jejum se mostrou desnecessdrio, assim como o
procedimento de desproteinizagio.

Foi comprovada a viabilidade da leitura por
espectrofotometria.

A partir dos valores de rP/C, foi proposta uma
equagido prdtica para estimar a PT 24 horas neste
grupo de animais, permitindo a coleta pontual de
urina e evitando a contaminacdo pela ragio.

A defini¢io da metodologia de avaliagdo da funcio
renal possibilitard a producio de evidéncias cientificas
de melhor qualidade, além de aprimorar o nimero e o
bem-estar dos animais envolvidos na experimentagao.
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Errata

O artigo “Padronizacao da avaliacao da funcéo renal de ratos (Rattus norvegicus) Wistar do biotério da Universidade Federal
de Juiz de Fora’/ publicado na edicao de abril de 2014 do Jornal Brasileiro de Nefrologia [J Bras Nefrol. 2014; 36: 139-49], sofreu

alteracoes nas Figuras 1 e 2.
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