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RESUMO

Nos dias de hoje, a utilizacdo de quimioterapia na medicina veterinaria evoluiu
consideravelmente devido ao aumento da incidéncia de casos de neoplasias em
animais. Os farmacos quimioterapicos atuam sobre a morte celular, com o intuito de
inibir a replicacdo e a divisdo das células neoplasicas, a fim de evitar danos maiores
para o organismo. No entanto, como todas as drogas, estes também tém efeitos
colaterais e, por vezes, podem comprometer as funcdes basicas do animal. Este
trabalho teve por finalidade avaliar o impacto do uso da doxorrubicina e da
carboplatina sobre a funcédo renal de animais tratados com estes quimioterapicos.
Para tal, foram colhidas amostras de urina de caes atendidos no setor de cirurgia do
Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro (HOVET UNISA) que receberam
tratamento quimioterapico com as drogas supracitadas, durante o periodo de 01 de
julho de 2015 a 15 de abril de 2016. Foram realizados os exames de relagéo proteina-
creatinina urinaria e urinalise, nos momentos: antes do inicio dos tratamentos (t0) e
ao final de cada ciclo de 21 dias ou de tratamento quimioterapico. O periodo de
acompanhamento dos animais foi de no maximo 6 meses a contar do tempo zero,
podendo ter sido inferior a este periodo nos casos de interrupcdo do tratamento (por
cura, Obito ou desisténcia). Sabe-se que muitas drogas antineoplasicas podem causar
determinados tipos de nefrotoxicidade, no entanto de acordo com os resultados das
amostras utilizadas neste projeto, ndo houve alteracdes renais significativas, que
poderiam comprometer a fisiologia renal no organismo.

Palavras-chave: Relac&o proteina-creatinina urinaria. Oncologia. Doxorrubicina.

Carboplatina.



ABSTRACT

Nowadays, the use of chemotherapy in veterinary medicine has evolved considerably
due to the increased incidence of neoplasia cases in animals. The chemotherapeutic
drugs act on the cellular death, aiming to inhibit the replication and division of
neoplastic cells, in order to prevent greater damage to the organisms. However, like
all drugs, this also has side effects, sometimes compromising the animals basic
functions. This work aimed at evaluating the impact of using doxorubicin and
carboplatin in the kidney function of animals treated with these chemotherapeutic
drugs. To accomplish this task, urine samples were collected from dogs that went
though chemotherapy treatment using the drugs mentioned above at the Veterinary
Hospital of the Santo Amaro University (HOVET UNISA), over the period from July the
1st 2015 to April the 15th 2016. Urine protein-to-creatinine ratio and urinalyses tests
were performed, at times: before the beginning of treatments (t0) and at the end of
each 21-day cycles or the end of chemotherapy treatment. The animals monitoring
period lasted for six months at most, starting from time zero (t0), in some cases it was
not possible to continue collecting samples due to patient discharge, death or
discontinuation of treatment. It is known that many antineoplastic drugs can cause
certain types of nephrotoxicity, however according to the results of the samples used
in this project, there has been no significant renal alterations, that could compromise
renal physiology in the organism.

Keywords: Urine protein-to-creatinine. Oncology. Doxorubicin. Carboplatin.
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1 INTRODUCAO

O tratamento do paciente oncoldgico na Medicina Veterindria teve inicio na
década de 80 e vem evoluindo junto com o aumento da incidéncia de animais
diagnosticados *.

A quimioterapia é uma ferramenta para o tratamento de tumores sendo
descrita, primeiramente, na Grécia antiga onde eram utilizadas substancias causticas,
alcaloides metais e sais em aplicacfes diretas. Na atualidade, os antineoplasicos séo:
antimetabolicos, antibidticos, agentes alquilantes, horménios, L-asparginase, anti-
inflamatérios esteroidais, cisplatina, carboplatina, mitotano e alcaloides de vinca 2.
Hoje, também existem protocolos poliquimioterdpicos (quando faz-se a utilizacdo de
dois ou mais agentes antineoplasicos associados, evitando resisténcia de células
antineoplasicas mutantes aos quimioterapicos). Para tal, os quimioterapicos séo
selecionados de acordo com alguns principios, tais como: a) cada medicamento deve
ser ativo contra um determinado tipo tumoral, b) cada um deve atuar por meio de
mecanismos de acao diferentes e por fim ¢) ndo devem apresentar sobreposicéo de
toxicidade. Essa técnica resulta em remissfes mais sustentaveis e maior tempo de
sobrevida aos animais 3.

As drogas mais utilizadas na quimioterapia atuam na morte celular, inibindo o
mecanismo de sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA),
impedindo a replicagdo celular e consequentemente divisdo 2. O efeito da
quimioterapia ou toxicidade ocorre em todas as células tumorais ou saudaveis e nas
células de divisdo rapida como: células epiteliais cutaneas, vilosidades
gastrointestinais e numa porcentagem de células da medula éssea “.

E importante ressaltar que todas as drogas quimioterapicas possuem potencial
de desencadear efeitos adversos, usualmente menos intensos em cées do que em
humanos, onde em animais, os efeitos mais observados sdo episédios eméticos,
diarréia e hiporexia. Portanto, é de fundamental importancia que o clinico veterinario
saiba reconhecer estes efeitos, para poder contorna-los e orientar os proprietarios na
identificacdo precoce destes °.

Partindo deste contexto, este trabalho teve por finalidade avaliar o impacto do
uso da doxorrubicina e da carboplatina sobre a funcéo renal através da realizacdo de

exames que avaliem de forma mais precoce as possiveis alteragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
Neste capitulo, vamos abordar os antineoplasicos Doxorrubicina e Carboplatina e

0s exames utilizados para a avaliacdo da funcéo renal.

2.1 Doxorrubicina

A doxorrubicina é um antibidtico antineoplasico antracicleno glicosidico, obtido
do fungo Streptomyces peucetius var caesius °, indicada para o tratamento de linfoma,
hemangiossarcomas, osteossarcomas, carcinomas espinocelular, adenocarcinoma
mamario, carcinoma de tireoide e testicular e leucemias linfoides e leucemoides, além
de outros tumores solidos. A dose preconizada no tratamento € de 30mg/m2 em
intervalos de 21 dias, por via intravenosa ’, devendo ser administrada durante
aproximadamente 10 a 20 minutos & ndo devendo ultrapassar 6 administracées. Em
cdes, sua meia vida plasmética é de aproximadamente 60 minutos. Pode ser usada
como protocolo monoquimioterapico ou poliquimioterapico 8. Para neoplasias
mamarias e em varios carcinomas, tem sido usada mais no protocolo de
poliquimioterapia °, associada a carboplatina. A poliquimioterapia contribui bastante
para 0 aumento da sobrevida de pacientes acometidos pelos tumores citados
anteriormente 0. A doxorrubicina possui 3 fases de eliminacdo sendo elas: a)
distribuicdo do farmaco para o figado, pulméo, coracao, rins e baco. b) liberacdo do
farmaco desses 6rgaos para os compartimentos vasculares e tecidos. ¢) na fase final,
ocorre a metaboliza¢édo no figado, excrecao na bile e/ou fezes em sete dias, além de
ser excretado na urina (5-10%) 1112, Ela atua inibindo a transcriptase reversa do RNA
polimerase, além de alterar a estrutura do DNA ao ligar-se nele, intercalando entre os
pares de bases adjacentes de um filamento e inibindo sua atividade original 2. O efeito
da doxorrubicina ndo é seletivo para as células neoplasicas, isto é, atua também em
outras células do organismo, por exemplo nas células glomerulares epiteliais 4.
Segundo Haskell 1 e Ogilvie et al 1%, os efeitos citotoxicos da doxorrubicina atuam
durante a fase S (periodo de sintese do DNA) e G2 do ciclo celular (periodo de sintese
de RNA e proteinas), reduzindo assim o indice mitGtico. Por suas diversas indicagoes,
€ muito usada na medicina veterinaria, possuindo varias vantagens, entre elas: ser
utilizavel em cées e gatos, ter facil acesso, custo razoavel e efeitos colaterais graves

raros ou faceis de prevenir 19,
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Seu principal efeito colateral é a cardiotoxicidade pela liberacdo de radicais
livres que lesionam o miocéardio, podendo ser de forma aguda na hora da aplicacao
ou apés a toxicidade cumulativa cronica 4. Os animais podem vir a apresentar
arritmias, taquiarritmias, congestdo do miocardio e morte 8 Também ocorre a
liberac@o de mastocitos nos tecidos cardiacos, podendo ocasionar lesédo no miocardio
e disfuncdo cardiaca em qualquer resposta anafilatica que o animal apresentar &.
Pode ainda, ocorrer glomerulopatias e fibrose intersticial por seu efeito nefrotoxico.
Esses dois efeitos costumam ser mais exacerbados em gatos do que em cées. Como
5-10% da doxorrubicina é eliminada via renal 12, dependendo da dose administrada,
pode haver clearance renal e presenca de nefrotoxicidade *!. Segundo Hauck et al ®,
a administracdo de doxorrubicina promoveu lesfes renais em caes acometidos por
sarcomas e carcinomas. O efeito toxico causado pela doxorrubicina nos rins, acontece
devido a peroxidacao lipidica nas membranas das células epiteliais glomerulares,
causadas pelos radicais livre oxidativos !’ e devido ao transtorno na permeabilidade
seletiva as proteinas do capilar glomerular pelos mediadores inflamatérios de células
glomerulares /. Ainda, observa-se a diminuicéo do fluxo sanguineo renal, assim como
das taxas de filtracdo glomerular e reabsorcéo tubular 118, As alteracGes da funcédo
renal podem ser observadas através dos niveis elevados de ureia e creatinina no
sangue 18, além de alteracdo na coloracdo da urina. A nefrotoxicidade da
doxorrubicina pode induzir ainda a sindrome nefrética, que é indicada por alteracbes
glomerulares, hipoproteinemia, proteindria, anasarca, hipertensao,
hipercolesterolemia e coagulopatias!’. Estudos comprovaram que em gatos, a
nefrotoxicidade é dose-dependente e em cédes ocorre por doses cumulativas . Outros
efeitos incluem: alteracdes gastrintestinais como anorexia, ndusea, émese, diarréia,
colite e perda de peso; reacdes anafilaticas; alteracdes dermatoldgicas como alopecia,
urticaria e prurido (bastante observados em cades da raca Cocker e Poodle),
hiperpigmentacdo e a mielotoxicidade representada por leucopenia, anemia e
trombocitopenia no seu nadir de sete a quatorze dias 8. Esse agente ndo tem
capacidade de atravessar a barreira hematoenceféalica 8.

Na maioria dos protocolos quimioterapicos, a doxorrubicina € administrada
repetidamente, portanto € importante fazer a prevencdo das reacdes de
hipersensibilidade através da administracdo de anti-histaminicos e corticoesteroides.
E recomendado também a administracdo de difenidramina 20 minutos antes da

aplicacdo de doxorrubicina, para prevenir reacdes anafilaticas 8. Por fim, € necessario
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avaliar todos os tipos de medicamentos que sao administrados no animal juntamente
com o protocolo quimioterapico, a fim de evitar que tais medicac¢des influenciem no
efeitos da quimioterapia, como por exemplo a administracdo de barbitaricos, que
podem diminuir os efeitos farmacologicos da doxorrubicina, por intensificarem o

metabolismo hepético .

2.2 Carboplatina

A Carboplatina é um derivado platinado (da cisplatina) com efeito citostético,
mais indicado como adjuvante ao tratamento cirirgico de osteossarcomas,
adenocarcinomas fibrossarcomas, melanomas e carcinomas de células escamosas é.
Sua administracdo pode ser intratumoral ou intravenosa, onde a dose preconizada é
de 300mg/m? a cada 3 semanas, devendo ser administrada durante 15 minutos. Sofre
metabolizacdo hepdética e através da filtracdo glomerular, é excretada por via renal,
24 horas apés a aplicagdo®. Seu nadir em cédes é em 10 a 14 dias. A droga atravessa
a membrana celular e sofre hidrolise dentro da célula, o que dara origem a sua forma
ativa, que se ligara a acidos nucleicos ou proteinas, que vao originar ligacdes intra e
intercadeias, causando alteracdes estruturais no DNA. O efeito citotoxico é causado
pela inibicdo da transcricdo e replicacdo e induzindo a morte celular programada
(apoptose). A sintese de proteinas e RNA também é afetada, mas em um grau menos
acentuado.

A Carboplatina apresenta taxa de conversao mais lenta a espécies reativas e,
como consequéncia, menor nefrotoxicidade, porém atividade antitumoral equivalente,
com manutencdo dos efeitos mielotoxicos *°. Sendo assim, a mielotoxicidade é
considerada um dos principais efeitos colaterais, sendo representada por neutropenia,
trombocitopenia e anemia (a medula se recupera dentro de 30 a 40 dias). Esta droga
apresenta menor toxicidade renal, quando comparada a cisplatina, mas alguns
autores sugerem a utilizacdo de diurese do mesmo modo em que é empregada nas
administracdes de cisplatina, ja que esta droga quando associada a outros agentes
antineoplasicos, tem seu nivel de nefrotoxicidade aumentado 8. A Carboplatina até
pode ser administrada em pacientes com doencas renais preexistentes, ja que tem
baixa taxa de nefrotoxicidade, desde que o0s animais sejam rigorosamente
monitorados 8. Em humanos, sabe-se que os efeitos renais envolvem aumento dos
niveis de ureia, creatinina, acido Urico e diminuicéo do clearance de creatinina &, além

de hematuria e faléncia renal 2°, porém estes efeitos ndo foram observados em cées.
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Segundo Lin H et. al. 2%, constatou-se que a Carboplatina aumenta os niveis de
proteinas envolvidas na sinalizagdo de apoptose e de inflamagdo nas células
tubulares renais e que a L-carnitina protege as células renais desta injaria. Os demais
efeitos colaterais possiveis que esta droga pode causar sédo efeitos gastrintestinais,
tais como anorexia, émese, diarréia, nduseas e constipacao; efeitos neurolégicos,
mais observados em humanos, como neuropatias e ototoxicidade 22; além de efeitos
hepatotoxicos, (aumento de bilirrubina e fosfatase alcalina), alteracdes de eletrolitos,
reacoes alérgicas, alopecia e astenia. Vale lembrar que antibiéticos aminoglicosideos
e demais medicamentos nefro e ototoxicos podem aumentar o potencial para
nefrotoxicidade da Carboplatina.

O tratamento deve ser instituido o mais cedo possivel, para evitar a mutacao
celular 8 Porém, é imprescindivel que os animais submetidos aos tratamentos
quimioterapicos realizem uma completa avaliagdo hematoldgica e bioquimica para
determinar o tratamento especifico e protocolo instituido 2. Exames como radiografia
simples e ultrassonografia sdo importantes para definir o tamanho e a area neoplasica
8 além da pesquisa de metastases.

Finalizando, a Carboplatina tem sido bastante utilizada em protocolos
poliquimioterapicos, principalmente com a Doxorrubicina, para tratamento de
Carcinomas. Para que ambos os farmacos possam ser administrados sem qualquer
tipo de alteracdo grave nos animais, Rodaski e Nardi 8 recomendam o seguinte tipo

de protocolo conforme mostra o quadro 1.

Quadro 1 - Protocolo poliquimioterapico (Doxorrubicina e Carboplatina) recomendado

para tratamento de algumas neoplasias, por exemplo Carcinomas.

Dia Doxorrubicina Carboplatina

1° X

22° X

43° Repetir o esquema indicado acima num total de 4 ciclos

Fonte: Rodaski e Nardi, 2008 8

2.3 Exame de urina e Relacdo Proteina-Creatinina Urinaria (RPC)
O exame de urina é considerado um teste de triagem onde podem ser obtidas
informagdes sobre muitos sistemas orgéanicos. Seu valor no estudo dos rins esta

relacionado a deteccdo de componentes anormais na urina, que podem ter origem
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renal (cilindros, proteinas) e avaliar a capacidade dos rins em concentrar a urina. Ja a
andlise do sedimento urinario permite detectar alteracdes que refletem a presenca de
infeccéo, inflamacao, irritacédo e neoplasia de qualquer porcéo do sistema urinario 24.
O mecanismo exato da nefrotoxicidade causada pelos quimioterapicos ndo esta bem
definido, porém autores sugerem que pode ocorrer devido a diminuicdo da filtracdo
glomerular, o que pode causar necrose secundaria a ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona 8. A toxicidade varia desde um leve aumento de ureia e
creatinina, até uma insuficiéncia renal irreversivel. O melhor tratamento para
insuficiéncia renal induzida por quimioterapicos é a prevencdo. Para isso, pode-se
utilizar alguns protocolos de hidratagao, induzindo a diurese no animal e amenizando
a nefrotoxicidade causada por estas drogas ou entdo suspender todos os agentes
nefrotéxicos. Ainda, € importante lembrar que a presenca do tumor, dependendo qual
for, também pode causar leséo renal, sendo esta ndo necessariamente causada pelo
antineoplasico 8.

A perda de proteinas plasmaticas na urina (proteinuria), principalmente a
albumina, € um dos defeitos funcionais iniciais causados pela glomerulonefrite e pela
hipertenséo glomerular ?° e, quando associada a avaliacédo da taxa de filtracdo renal,
séo a base para avaliagdo da doenca renal cronica. A presenca de proteina na urina
€ indicativo de processo patoldégico em alguma por¢éo do trato urinario ou secundario
a contaminacao genital. Para diferenciar os processos faz-se necessario a analise do
sedimento urinario. Quando a andlise do sedimento exclui alteracdes pos renais, a
presenca de proteina na urina é sugestiva de doenca renal 26,

Contudo, a partir do momento em que se identifica proteinas na urina do animal,
identifica-se um subgrupo de pacientes com elevado risco de dano progressivo renal
27 e aumento da morbidade cardiovascular 2. O aumento da excre¢éo de proteinas
tem valor diagnostico e/ou prognéstico na deteccéo inicial e confirmacdo de doenca
renal e pode ter valor consideravel na avaliagdo da eficacia terapéutica e da
progressdo da doenca renal ?°. Ainda, animais proteinlricos tém grande risco de
desenvolver crise urémica e 6bito 3°. O método mais confiavel para a determinacédo
da proteinuria € quantificar a excrecédo de proteinas urinarias por meio de coleta da
urina que é produzida durante 24 horas, sendo um método de dificil execugéo devido
a necessidade do uso de gaiola metabdlica, passagem repetida ou fixagdo de cateter
uretral, que além de ser trabalhoso e ter alto custo, predispdem o animal a infec¢des

iatrogénicas 3. Como alternativa, a razao proteina-creatinina urinaria de uma amostra
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se correlaciona bem a excrecao diaria de proteinas podendo ainda ser avaliada em
uma amostra aleatdria de urina 2> 32 33 pois a creatinina é produzida constantemente
e é livremente filtrada pelo glomérulo e ndo sofre taxas significativas de secrecéo e
reabsorcéo, logo, ao se dividir a concentracdo de proteina urinaria pela concentracao
de creatinina, o efeito do volume de urina sobre a concentracéo de proteina em uma
amostra de urina é anulado. Esta razdo é um método para ajustar o volume e a
concentracdo de urina produzida durante o dia. Caso o volume seja elevado, a
concentragdo de creatinina sera baixa e vice-versa 2> 33,

Nos exames de rotina, ndo se avalia a RPC urinaria em caes que apresentem
pidria, hematudria ou bacteridria devido a chances de aumento da albumindria na
amostra a ser avaliada 4, além de causar resultados falso positivos da relacéo por
indicar presenca de proteindria ndo glomerular 3%, HA ainda outros testes para
mensuracdo da proteindria, como por exemplo o teste de precipitacgdo em acido
sulfossalicilico. Porém trata-se de um método especifico e pouco sensivel, ndo sendo
utilizado na clinica, mesmo como teste de triagem 6. Ou entéo, as tiras reagentes
para urinalise também fornecem informacdes rapidas e semi quantitativas de
proteinas na urina, mas elas sdo mais sensiveis a albumina, ndo podendo serem
usadas com confiabilidade para diagnosticar proteintria 3. Vale lembrar, que ha
diversos tipos de proteinas que podem ser excretadas pela urina, dependendo da
etiologia da doenca renal. Por exemplo, a excrecdo de albumina € mais frequente em
diabéticos e em animais que tenham doencas renais hipertensivas e glomerulares; ja
a excrecdo de proteinas de baixo peso molecular é mais frequente em animais que
tenham lesdes de origem tlbulo-intersticial 2.

A excrecéo de proteinas urinarias em caes é de 10 a 30 mg/kg durante 24 horas
e a razao proteina-creatinina urinaria € menor ou igual a 0,2. A razéo entre 0,2 a 0,5
em céaes é considerada limite. Proteinaria persistente que resulta em razao acima de
0,5 em cdes, é significativa de doenca renal crbnica tubulo-intersticial ou glomerular,
enquanto que a razdo acima de 2,0 é sugestiva de doenca glomerular 2°. Quando a
proteinuria é detectada, é importante identificar sua causa de origem. A proteindria
pode ocorrer por causas fisioldégicas, como por exemplo em situacdes de exercicio
intenso, convulsdes, febre, exposicdo ao calor, frio ou estresse sendo geralmente
transitoria e corrigida quando se retira a causa, ou pode também ocorrer por causas
nao fisioldgicas sendo de origem renal ou ndo renal. A proteinuria de origem renal

ocorre devido a alteracbes da permeabilidade do capilar glomerular, por exemplo em
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casos de hipertensao; também pode ocorrer por reducdo da reabsor¢cédo de proteinas
plasmaticas filtradas devido a altera¢Bes tubulo-intersticiais e ainda pode ocorrer por
desordens inflamatérias ou infiltravas dos rins, como por exemplo em caso de
pielonefrite, leptospirose ou neoplasias, que frequentemente sdo acompanhadas por
sedimento urinario ativo e altera¢des ultra-sonografias. E a proteinuria ndo renal pode
ocorrer devido a associacéo de inflamacédo ou hemorragia do trato urinario inferior 7.

Cada vez mais pacientes sao submetidos a tratamentos com quimioterapicos
gue tem como intuito desde o aumento da sobrevida ou a cura de neoplasias. Apesar
das empresas farmacéuticas fornecerem informacoes sobre os efeitos colaterais dos
mesmos, muitas vezes, estes sdo notados quando 0 paciente apresenta alteragbes
significativas da funcéo renal, onde ndo existem muitas alternativas de tratamento.
Dessa forma, a avaliacdo da RPC urinaria pode fornecer informacgfes precoces para
o clinico de pequenos animais que podera optar pela continuidade ou ndo de um
determinado tratamento, ou de alternativas para minimizar o impacto dessas drogas
sobre a funcéo renal diminuindo seus efeitos colaterais e possibilitando uma melhor
gualidade de vida aos animais, visto que a mensuracdo da RPC auxilia a monitoracéo

renal e quanto maior sua reducéo, menores as chances de perda da funcéo renal 29,



21

3 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar os efeitos da quimioterapia com doxorrubicina e/ou carboplatina sobre
a funcéo renal de cdes com diagndstico de neoplasias atendidos pelo setor de cirurgia
do HOVET UNISA.

Especificos:
Avaliacdo da urindlise de cées durante o tratamento oncologico com

quimioterapicos;
Avaliacdo da RPC urinaria de cdes durante o tratamento oncolégico com

guimioterapicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas as amostras de urina de
cées atendidos no HOVET UNISA com diagndstico citolégico e histopatolégico de
neoplasias epiteliais que foram tratadas utilizando protocolos com doxorrubicina e/ou
carboplatina, durante o periodo compreendido entre 01 de julho de 2015 a 15 de abril
de 2016.

4.1 Coleta, preparo e metodologia de analise das amostras

Em dias agendados, os animais foram ao HOVET UNISA e fizeram a coleta de
urina, que era encaminhada ao Laboratério Veterinario de Patologia Clinica do
HOVET UNISA.

A urina destinada a urinalise e a determinacgéo da proteina e creatinina urinaria,
foi coletada por cistocentese. O volume de urina coletado foi entre 5,0 a 10,0 mL. As
amostras foram transportadas ao Laboratério Veterinario de Patologia Clinica do
HOVET UNISA para andlise imediata. Inicialmente, foi realizado o exame fisico da
urina visando avaliar a cor e 0 aspecto por observacdo macroscopica, a densidade
urinéria utilizando um refratdmetro manual ATAGO® URC-Ne (1,000 a 1,050) e o
volume da amostra. O exame quimico foi realizado de forma semi quantitativa com o
auxilio de tiras reagentes Uriquest® Plus — Labtest Diagnostica AS, sendo analisados
0S seguintes parametros: nitrito, pH, sangue oculto, proteina, glicose, corpos
cetbnicos, urobilinogénio e bilirrubina. Apds esses testes, a urina foi centrifugada a
1500 rpm por 10 minutos com o intuito de se obter o sedimento urinario que foi
colocado entre lamina e laminula e analisado com o aumento de 100 a 400X em
Microscopico 6ptico (Eclipse® E 200, Nikon), sob luz reduzida e realizada contagens
dos elementos figurados por campo 26.

Para a determinacdo da RPC urinéria, foi utilizado o volume sobrenadante
obtido ap6s a centrifugacdo da urina. As amostras foram acondicionadas em
eppendorfs e congeladas a -20°C até a realizacéo dos testes 4°. Os exames foram
processados no analisador semi-automatico de bioquimica — BIO 200L®, Bioplus. A
dosagem de proteina urinaria foi realizada com o Kit reagente Sensiprot® - Labtest
Diagnostica SA, utilizando o principio do vermelho de pirogalol, em reacdo de ponto

final e leitura em comprimento de onda de 620nm. Para a dosagem de creatinina
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urinéria, a urina foi primeiramente diluida em agua destilada na proporcéo de 1:25 de
forma a atingir o valor de linearidade do teste, sendo posteriormente corrigido o valor
final. O método foi a reacdo do picrato alcalino, reacdo cinética de 2 pontos em
comprimento de onda de 510 nm, utilizando o kit reagente Creatinina K® - Labtest
Diagnostica SA. A RPC urinaria foi obtida calculando-se a razdo entre os valores de

proteina e creatinina expressos em mg/dL.

4.2 Momento da realizacdo dos exames laboratoriais

bY

Os exames laboratoriais dos animais submetidos a quimioterapia com
doxorrubicina e carboplatina foram realizados no periodo compreendido entre 01 de
julho de 2015 a 15 de abril de 2016 nos seguintes momentos:

Tempo zero (t0): antes do inicio do tratamento quimioterapico

Tempo 1 (t1) a “n” (tn): realizado ao final de cada ciclo completo de tratamento
quimioterapico.

O periodo de acompanhamento dos animais em tratamento quimioterapico foi
de no maximo seis meses a contar do tempo zero, podendo ter sido inferior a este em

caso de interrupcdo do tratamento (por cura, 6bito ou desisténcia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de desenvolvimento do projeto, foram coletados dados de
qguatro animais, que foram diagnosticados com neoplasias epiteliais cujo tratamento
incluia o uso de doxorrubicina e/ou carboplatina. Como o total de animais participantes
foi menor do que o esperado no projeto inicial, optou-se por fazer uma andlise
descritiva dos resultados. Os dados obtidos foram tabulados de acordo com o tempo
das coletas, como citado anteriormente. Por questdes de protocolos quimioterapicos
diferentes, as amostras de urina foram colhidas ao final de cada ciclo completo do
tratamento.

O animal 1 (Poodle, fémea, 10 anos) foi atendido no HOVET UNISA com
histérico de neoformacédo em regido inguinal e em cadeia mamaria, 20 dias apés dar
cria. A palpacdo notou-se formacdo inguinal de aproximadamente 7cm, firme e
aderida, palpavel ao toque vaginal, além de diversas forma¢c6es em ambas cadeias
mamarias, modulares, parcialmente aderidas e ndo ulceradas, sendo a maior de
aproximadamente 1cm. O animal foi submetido a citologia, a qual sugeriu tumor de
células basais. Foi solicitado exames de triagem para melhor estadiamento das
formacdes (perfil oncolégico o qual envolve hemograma completo, funcdo renal,
funcdo hepatica, glicemia, raio X de toérax, ultrassom abdominal e urina 1),
descartando-se a presenca de metastases. O animal foi submetido a
ovariohisterectomia e mastectomia parcial. As formacdes foram submetidas a
histopatoldgico, o qual diagnosticou Carcinoma mamario grau lll. Apés melhora de
pds operatdrio, foi indicada quimioterapia no animal com Doxorrubicina (1mg/kg) e
Carboplatina (300mg/m?2) seguindo a seguinte ordem: Primeira sessao administrado
Doxorrubicina, segunda sessdo administrado Carboplatina e demais sessfes
seguindo esta mesma ordem com alternancia dos quimioterdpicos, conforme
recomenda RODASKI e NARDI 8. De acordo com o proprietario, apés a primeira
sessdo de quimioterapia, o animal apresentou episddios eméticos por quatro dias e
prostracdo, notando posterior melhora, sem demais alteragbes. Durante o tratamento,
houve queixa de cansaco facil. Ao exame radiografico, foi revelado presenca de
metastase pulmonar. O tratamento quimioterapico foi mantido até o final. O exame de
urina revelou a ocorréncia de cistite ndo bacteriana apds a quarta e quinta sessao de

quimioterapia, porém ndo houve alteragbes na andlise de RPC. O animal foi
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acompanhado por um periodo de 5 meses apds quimioterapia, sendo este
interrompido, j& que 0 mesmo veio a oObito.

O animal 2 (Cocker Spaniel, fémea, 9 anos) foi encaminhada ao HOVET UNISA
ap0s pos operatério de mastectomia em colega. A cadeia mamaria retirada foi
submetida ao histopatologico, o qual diagnosticou Carcinoma complexo grau lll.
Foram feitos exames de triagem no animal para melhor estadiamento do tumor, o qual
descartou suspeitas de metastases. A quimioterapia foi indicada ao animal, sendo
esta administrada com Carboplatina (300mg/mz2 na diluicdo de 1:20 mL) e Piroxicam
(0,3 mg/kg VO SID). Ainda, havia presenca de cistite no animal, a qual foi
primeiramente tratada, para depois iniciar a quimioterapia. O animal apresentou apatia
ap0s as sessbes de quimioterapia, porém alteragcbes mais graves nao foram
observadas. Durante o tratamento, o animal apresentou cistite bacteriana apés a
Ultima sessdo de quimioterapia, porém esta também ndo alterou a analise de RPC.
Apés termino de tratamento quimioterapico, o animal foi acompanhado por um periodo
de 6 meses, onde comecou a apresentar convulsdes tonico-clonicas, suspeitando-se
de metastase cerebral e 0 mesmo esta em acompanhamento no HOVET UNISA até
0 presente momento.

O animal 3 (Lhasa Apso, fémea, 10 anos) foi atendido no HOVET UNISA com
queixa de claudicacdo em membro pélvico, sendo esta diagnosticada como ruptura
de ligamento cruzado cranial. Durante o exame fisico, observou-se formacédo em 52
mama esquerda, de aproximadamente 3cm, firme, ndo ulcerada e ndo aderida. Foram
feitos exames de triagem (perfil oncolégico) para melhor estadiamento tumoral,
descartando-se a presenca de metastases. O animal foi submetido a mastectomia
parcial;, a amostra foi levada para andlise (histopatolégico) a qual revelou
Adenocarcinoma tubular grau Il e mastite supurativa. Foi indicado quimioterapia com
protocolo monoquimioterapico apenas com Carboplatina (300mg/m2 na diluicdo de
1:20 mL). Devido ao recesso de final de ano do HOVET UNISA, néo foi colhida a urina
referente a segunda sesséo de quimioterapia. No periodo entre a segunda e terceira
sessdo de quimioterapia, o animal apresentou quadro de leucopenia, sendo este
corrigido através da administracdo de Timomodulina (1 capsula VO SID). Nao foram
relatadas outras alteracdes. Os exames de urinalise revelaram a presenca de tracos
ou 1+ de proteina em todas as coletas, porém estas ndo revelaram alteracdes
importantes ao exame de RPC. O exame de urina referente a segunda sessédo de

quimioterapia acusou cistite, mas este achado também néo interferiu no resultado da
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andlise de RPC. Ao término do protocolo quimioterdpico, o animal foi acompanhando
por um periodo de 6 meses e nesse periodo ndo houve recidiva tumoral.

O animal 4 (SRD, macho, 12 anos) veio para 0o HOVET UNISA com queixa de
disquesia, hematoquesia e sangramento em regido anal a esclarecer. Ao exame
fisico, notou-se sensibilidade em regido perianal e mucosa retal hiperémica. Ao toque
retal, notou-se irregularidade da mucosa. Suspeitou-se de neoplasia retal ou doenca
intestinal inflamatdria. O animal foi submetido a citologia esfoliativa da regido, a qual
sugeriu adenocarcinoma. Foram feitos exames de triagem (perfil oncoldgico) para
melhor estadiamento tumoral, onde descartou-se a presenca de metastases. O animal
foi submetido a intervencéo cirdrgica para biépsia e colonoscopia. O resultado da
analise (histopatologico) confirmou a suspeita citoldégica de adenocarcinoma anal tipo
viloso. Logo, o animal foi encaminhado para quimioterapia, onde foi administrado
apenas Carboplatina (300mg/m?2 na diluicao de 1:20 mL). O animal apresentou apatia
apos algumas sessdes de quimioterapia, porém o proprietario negou alteracdes mais
severas. No exame de urindlise, em todas as amostras foi encontrado tracos ou 1+
de proteina., mas isto também néo revelou alterac6es ao exame de RPC. Em algumas
amostras havia presenga de sangue oculto, 2+ de bilirrubina e nas amostras coletadas
apos a primeira e a segunda sessdo de quimioterapia, havia cistite, mas estes
achados também n&o interferiram nos resultados da analise de RPC. Ao término do
protocolo quimioterapico, o animal foi acompanhado por um periodo de 4 meses,
sendo este interrompido, devido a ébito. Ao resultado da necropsia, a causa mortis
foi Choque hipovolémico, devido a dilatacdo e tor¢cao gastrica.

As tabelas de 1 a 4, mostram o0s protocolos quimioterapicos utilizados, os
tempos em que foram coletadas as amostras de urina (t1, t2, t3...) e os resultados
obtidos para proteina urinaria, creatinina urinaria e RPC, para cada um dos animais
utilizados neste estudo. As urinas foram coletadas de acordo com as sessdes de
quimioterapia, que s6 foram realizadas quando 0s animais ndo apresentassem
alteracdes graves, isto é, estivessem higidos, aptos a receber uma nova dose do
guimioterapico, sendo TO a amostra coletada antes do inicio do tratamento
quimioterapico e os posteriores tempos as amostras coletadas ao final de cada ciclo

da quimioterapia.



Tabela 1: Animal

1 - Protocolo:

Carboplatina
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+ Doxorrubicina

Momento da coletade urina e resultados de Proteina urinaria (mg/dL), Creatinina

urinaria (mg/dL) e Relacdo Proteina-Creatinina Urinaria (RPC), Sdo Paulo, 2016.

Momento Proteina Creatinina
urinaria urinaria RPC
da coleta (mg/dl) (mg/dl)
TO - - -
T1 (22 dias ap0s t0) 10,7 211,7 0,05
T2 (20 dias ap0s t1) 12,9 181,7 0,07
T3 (27 dias ap06s t2) 6,0 96,7 0,06
T4 (14 dias ap6s t3) - - -
T5 (28 dias ap06s t4) 5,5 103,5 0,05
T6 (13 dias ap0s t5) 10,7 1935 0,05
* amostra ndo coletada
Tabela 2. Animal 2 - Protocolo: Carboplatina

Datas das coletas de urina e resultados de Proteina urinaria (mg/dL), Creatinina

urinaria (mg/dL) e Relacéo Proteina-Creatinina Urinaria (RPC), S&do Paulo, 2016.

Proteina Creatinina
Momento S o,
da coleta urinaria urinaria RPC
(mg/dl) (mg/dl)
TO 4,2 80,5 0,05
T1 (28 dias ap06s t0) -* - -
T2 (39 dias apos t1) 5,2 76,0 0,06
T3 (20 dias apos t2) - - -
T4 (15 dias apo6s t3) 7,4 39,0 0,18
T5 (20 dias apoés t4) 12,6 78,2 0,16

* amostra ndo coletada
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Tabela 3. Animal 3 - Protocolo: Carboplatina
Datas das coletas de urina e resultados de Proteina urinaria (mg/dL), Creatinina

urinaria (mg/dL) e Relacdo Proteina-Creatinina Urinaria (RPC), Sdo Paulo, 2016.

Momento P“?“?"r.‘a Creatinina
da coleta urinaria - o aria (mo/dl) RPC
(mg/dl)
TO -* - -
T1 (14 dias ap0s t0) 3,9 130,0 0,03
T2 (20 dias ap06s tl) - - -
T3 (27 dias apos t2) 82,1 143,2 0,57
T4 (28 dias ap0s t3) 3,2 147,0 0,02
T5 (13 dias ap06s t4) 7,4 143,0 0,05
T6 (22 dias apos t5) 6,9 172,0 0,04
* amostra nao coletada
Tabela 4. Animal 4 - Protocolo: Carboplatina

Datas das coletas de urina e resultados de Proteina urinaria (mg/dL), Creatinina

urinaria (mg/dL) e Relacdo Proteina-Creatinina Urinaria (RPC), Sdo Paulo, 2016.

Proteina

Momento urinaria Creatinina RPC
da coleta (ma/dI) urinaria (mg/dl)
T0 18,3 267,0 0,06
T1 (24 dias ap9s t0) 27,7 297,0 0,09
T2 (18 dias ap9s t1) 21,5 213,0 0,1
T3 (20 dias apds t2) 21,8 218,0 0,09
T4 (21 dias ap9s t3) 12,9 156,5 0,08
T5 (21 dias ap9s t4) 17,8 296,0 0,06

T6 (14 dias apos t5) 25,1 252,0 0,09
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Para o desenvolvimento desde projeto, inicialmente o mesmo foi apresentado
aos proprietarios quando era explicada a importancia do estudo. A partir dai, os
proprietarios que estivessem de acordo autorizavam a participacdo de seus animais
por meio de um termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Os animais
utilizados neste estudo foram escolhidos de acordo com o diagndstico de neoplasia
com indicagao de uso dos protocolos de quimioterapia utilizando doxorrubicina e/ou
carboplatina.

Acredita-se que a baixa adesdo de proprietarios tenha ocorrido pela falta de
ciéncia do estudo, pois nem sempre a primeira abordagem ao proprietario dos animais
em quimioterapia com as drogas utilizadas neste estudo foi realizada por membros do
projeto.

Durante o acompanhamento dos animais do estudo verificamos que algumas
amostras de urina ndo foram coletadas. Este fato pode ser atribuido a alguns fatores
abaixo relacionados. Por se tratar de um Hospital Escola, ocorre um rodizio tanto de
estagiarios como de residentes no setor de cirurgia. Dessa forma, 0 acompanhamento
desses animais nem sempre é realizado por um mesmo médico veterinario. Ainda
nesse contexto, muitos proprietarios ndo tinham disponibilidade de tempo para
aguardar a coleta da urina, que por vezes poderia demorar, pois muitos animais tem
o héabito de urinar antes de entrar no HOVET. E por fim, cabe ressaltar que houve um
periodo de recesso do Hospital Veterinario da UNISA por motivos de datas festivas,
de modo que algumas das sessdes de quimioterapia foram realizadas por colegas que
nao coletaram material para esse estudo.

Dentre os animais presentes neste projeto, trés deles apresentavam Carcinoma
mamario em diferentes graus de malignidade e um U(nico cdo apresentava
Adenocarcinoma anal. Em apenas um dos animais foi utilizada a associacao
poliquimioterapica (carboplatina + doxorrubicina). Além disso, durante o tratamento
quimioterapico, ndo houve outras medicagdes administradas nos animais, tanto via
oral, intramuscular ou intravenosa, que pudessem alterar a funcao renal, como por
exemplo anti-inflamatérios, e/ou que pudessem causar resultados falso-positivos na
analise das amostras, salvo o uso de protetores gastricos, durante e apos a
administracdo da quimioterapia.

Ao fazer a urinalise destes animais (de cada amostra) verificamos, em alguns
momentos, a presenca de proteina na urina, cistite, sangue oculto ou presenca de

cristais. A cistite, por exemplo, € um fator que poderia desencadear um resultado falso-
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positivo em relacdo a amostra 4!, porém isto ndo foi observado, visto que o resultado
da RPC nessas amostras se manteve dentro dos parametros esperados para um
animal sem alteracao renal de acordo com o estadiamento proposto pela International
Renal Interest Society (IRIS) #2. A presenca de sangue em algumas amostras, pode
ser causado por alguns fatores, como o método de coleta por cistocentese, presenca
de uma cistite, glomerulonefrite, infeccdo urinaria, calculos vesicais, traumas,
trombocitopenia, coagulopatias, parasitas renais e entre outros %3. A presenca de
proteina na urina, chamada de proteinuaria, primeiramente pode ser classificada em
causas preé renais, renais ou pos renais e pode estar associada com a presenca de
hemoglobina na urina, em casos de hemodlise, ou significar um caso mais grave,
indicando uma glomerulonefrite, infeccdo, inflamacédo, neoplasia ou doencas
metabdlicas ou cardiovasculares 42, Dentre as causas pré renais, a febre, o exercicio
intenso, convulsGes ou excesso de frio ou calor se destacam. Ja as causas renais
estdo relacionadas a danos na barreira de filtracdo glomerular e normalmente ha
varios tipos de proteinas presentes na urina. Por fim, a proteinuria pés renal pode ser
associada a inflamacdes em alguma porcéo do trato urinario 4. No entanto, nenhum
desses achados revelou alteracées importantes, que comprometessem a fisiologia
renal do animal. Além disso, sabe-se que existem alguns fatores externos ao uso das
drogas que também podem influenciar os resultados da andlise, como por exemplo a
malignidade dos tumores, desidratacédo ou certos tipos de dieta 8.

Finalizando, sabe-se que muitas das drogas antineoplasicas utilizadas em
protocolos de quimioterapia causam certo tipo de nefrotoxicidade 8, porém de acordo
com os resultados analisados, ndo houve nenhuma alteragcéo digna de nota na relacéo
proteina-creatinina urinaria desses animais. Observou-se que o0 animal trés,
apresentou um aumento na relacdo proteina-creatinina urinaria, de 0,03 mg/dl (22
sessdao de quimioterapia) para 0,57 mg/dl (42 sessao de quimioterapia), 0 que poderia
classificd-lo como proteinurico, no entanto, na seguinte urina analisada, este valor
diminuiu bruscamente (0,02 mg/dL), voltando aos valores normais de referéncia para
a espécie, ndo justificando uma alteracdo renal ou apenas uma alteragdo renal
transitoria que ndo comprometeu a fisiologia renal e de outros sistemas do animal,
conforme é observado em humanos, onde € possivel, em algumas situacées como
por exemplo exposicao ao frio ou calor, ocorrer uma proteindria transitoria sem causar
lesdo glomerular ou tubular pela agéo da angiotensina Il ou norepinefrina que podem

aumentar a permeabilidade glomerular 4> chamada de proteinuria funcional.



31

6 CONCLUSAO

O crescimento do atendimento de pacientes oncolégicos no HOVET UNISA,
bem como a utilizacdo de diferentes protocolos quimioterapicos, justifica o desenho
deste estudo. O tempo de desenvolvimento do projeto, considerando o niumero de
sessdes de quimioterapia, foi escasso o que fez com que fosse prorrogado o periodo
de coleta até a finalizacdo de todos os protocolos quimioterapicos. No entanto, de
acordo com os testes realizados, ndo foram observados efeitos adversos da
quimioterapia com doxorrubicina e/ou carboplatina na funcdo renal dos animais
avaliados. S&o necesséarios maiores estudos, envolvendo um maior numero de
animais participantes e mais tempo para melhor desenvolvimento do projeto, visto que
este realizado em 12 meses nao foi suficiente para concluir definitivamente que o uso

dos antineoplasicos citados ndo causem alteracdes renais nos pacientes.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Elizabeth Bohland, Mariana Chiconello de
Oliveira, Claudia Prado de Brito, F4bio Novelli, Martorelli, Gustavo da Silva
Schiavi

Telefone para contato: (11) 21418858

Sua colaboracdo € importante e necesséaria para o desenvolvimento da
pesquisa.
- A pesquisa analisa o efeito de drogas utilizadas nos tratamentos oncoldgicos sobre

a funcéo renal dos cées atendidos pelo servico de oncologia do HOVET UNISA e sera
realizada através da coleta de sangue e urina do animal,

- Vocé podera solicitar informagdes ou esclarecimentos sobre o andamento da
pesquisa em qualguer momento com o pesquisador responsavel, sendo o resultado
do exame informado por e-mail ou telefone;

Eu, como

voluntéria da pesquisa, afirmo que fui devidamente informada respeito dos
procedimentos a serem realizados para colheita de material biol6gico (sangue e
urina) com o animal acima identificado, o qual sou responsavel e proprietario de
seu domicilio, e reconheco ainda a importancia deste trabalho para avaliar os
efeitos do tratamento quimioterapico sobre a funcéo renal e satde do animal
sob meus cuidados. Meu nome nao sera divulgado de forma nenhuma e terei a

opc¢ao de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Séao Paulo, de de 201

(Assinatura do representante legal (proprietario) do sujeito de pesquisa)

Assinatura do pesquisador



