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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) é uma condicdo progressiva e irreversivel que acomete grande
parcela da populacdo de cées. Diante da importancia dessa doenga, objetivou-se fazer uma
analise estatistica multivariada de resultados de avaliacdes clinicas e exames laboratoriais de
142 cées nos diferentes estadios da doenca para obtencdo de uma nova forma de avaliar esses
dados. Os resultados demonstraram alta relacdo entre a ocorréncia de doencas nos dois ultimos
anos com o inicio da DRC. Os principais sinais clinicos da doencga foram poliuria, polidipsia,
vOmito e diarreia. Fosforo, ureia e creatinina apresentaram alta correlacdo positiva. E esses
apresentaram alta correlacdo negativa com o célcio. Albumina e globulinas apresentaram
correlacdo forte e negativa. Houve correlacdo forte e negativa entre proteindria e densidade
urinéria. A acidose metabdlica foi uma alteracdo importante a partir do estadio IRIS 3. Em um
segundo momento do estudo foram realizados proteinogramas séricos com gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para avaliagdo das proteinas de
fase aguda (PFAs) de 63 cdes com DRC em diferentes estadios e diferentes momentos. Com 0s
resultados obtidos concluiu-se que haptoglobina e a PFA com peso molecular de 23kDa séo
PFAs positivas para DRC, ndo discriminando os diferentes estadios da doenca. A a-1
antitripsina tem comportamento de PFA negativa e discrimina o estadio mais grave, IRIS 4,
podendo ser utilizada como indicador de progndéstico na DRC em cdes. A IgG cadeia pesada é
uma PFA positiva, que apresenta elevagdo gradual e maiores valores em IRIS 3.

Palavras-chave: anélise multivariada, caninos, eletroforese, nefropatia, proteinograma.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a progressive and irreversible disease that affects a large
number of dogs. Considering the importance of this disease, it was aimed to perform a
multivariate statistical analysis of the results of clinical evaluations and laboratory tests of 142
dogs at different stages of the disease to establish a new way to evaluate these data. The results
showed a high relation between the ocurrance of diseases within the last two years and the onset
of CKD. The disease’s main clinical signs were polyuria, polydipsia, vomiting and diarrhea.
Phosphorus, urea and creatinine showed a high positive correlation and they showed a high
negative correlation with calcium. Albumin and globulins showed a strong negative correlation.
There was a strong negative correlation between proteinuria and urinary density. Metabolic
acidosis was an important abnormality present on IRIS 3 stage onwards. Serum proteinograms
with polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) were used to evaluate
the acute phase proteins (APPs) of 63 dogs with CKD at different stages and at different times.
With the results it was concluded that haptoglobin and the APP with molecular weight of 23kDa
are positive APPs in CKD, not differentiating between the different stages of the disease. a-1
antitripsin behaves as a negative APP and differentiates the most severe stage, IRIS 4, and can
be used as an indicator of prognosis in CKD in dogs. The heavy chain IgG is a positive APP,
presenting gradual elevation and higher values in IRIS 3.

Keywords: canines, eletrophoresis, multivariate analysis, nephropathy, proteinogram.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Considerando que os cdes estdo entre 0s principais animais de companhia do ser
humano e que é importante a busca pela melhoria da satde desses animais, a clinica médica de
pequenos animais tem evoluido, proporcionando mais saude, qualidade e tempo de vida para
eles. A longevidade tem aumentado e, com a velhice, o aumento da ocorréncia de doengas
degenerativas.

A doenca renal cronica (DRC) é uma das principais doencas degenerativas que
acometem os cdes, e uma importante causa de mortalidade na espécie. A DRC caracteriza-se
por falha permanente nas func¢des ou estruturas dos rins, e pode acometer cdes de qualquer
idade, mas é diagnosticada principalmente nos idosos, devido a perdas de células renais ao
longo da vida do animal.

O diagndstico da DRC, na maioria das vezes, é feito tardiamente quando ocorre o
aumento sérico dos marcadores tradicionais: creatinina e ureia, momento em que mais de 75%
dos néfrons ja foram acometidos. Os sinais clinicos somente sdo evidenciados quando a doenca
ja estd em grau avancado, o que dificulta o estabelecimento do tratamento adequado.

Apesar da DRC ser, como o préprio nome diz, uma doencga cronica, esta cursa com
um estado de inflamacé&o renal. Muitas vezes a piora no quadro clinico do paciente € o resultado
de novas agressdes ou de reagudizac¢des da DRC.

No ser humano, tem-se estudado o papel da inflamacdo e do estresse oxidativo no
desenvolvimento e na progressdo da DRC. Apesar de ser uma doenca bastante estudada em
cdes, pouco se fala sobre o estado inflamatorio, sobre as causas de agudizacao/reagudizacéo,
ou sobre a piora progressiva ou repentina dos pacientes.

A andlise de dados de doengas em grupos populacionais acometidos € uma
importante ferramenta para compreender como se da sua evolugdo, bem como estudar
associaces entre sinais clinicos, exames laboratoriais e progndéstico dos pacientes.

Diante disso, com este estudo propds-se a utilizacdo da ferramenta estatistica
andlise multivariada utilizando dados obtidos de exames laboratoriais e os sinais clinicos de
cdes com DRC. Também foi objetivo avaliar a resposta de fase aguda (RFA) em cées nos

diferentes estadios da DRC, por meio da identificacdo e quantificacdo das proteinas séricas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Osrins

Os rins sdo 6rgdos essenciais em todos os animais. Nos cdes possuem formato de
grédo de feijao, sendo o rim direito anatomicamente mais cranial que o esquerdo, sendo esse
ultimo mais pesado. Estdo localizados na regido retroperitoneal sublombar?.

Internamente sdo divididos em cortex, medula e pelve renal. S&o revestidos por uma
cépsula fibrosa com pouca elasticidade?. A irrigacdo sanguinea ocorre pela artéria renal, que
emerge da aorta, e a drenagem pela veia renal que drena para a veia cava® (Figura 1).

A unidade funcional do rim é o néfron, o qual se divide em glomérulo, capsula
glomerular, espaco glomerular, tabulo contornado proximal, al¢a de Henle e tabulo contornado
distal, que segue para o tibulo coletor*.

Tuabulo

contorcido Tdbulo
distal conto_rcldo
proximal

Glomérulo

Corpusculo

renal
118 158 R I Ramo
Artéria ¥ e R IRE HE descendente
renal (77 Sl o 2 1 R "
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renal Alga de
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Ureter

Tuabulo
coletor

FIGURA 1 — Anatomia renal com destaque para o néfron, unidade funcional do rim.
Fonte: http://1.bp.blogspot.com/-rBnF-kpMP5U/UV4-
YauGxEI/AAAAAAAAACK/DTZNZ8Z9Svg/s1600/glo.jpg



2.2. Fisiologia renal

Os rins exercem inumeras fungdes essenciais a homeostase do organismo. Entre
elas destacam-se: excrecdo de metabdlitos, manutencdo do equilibrio hidrico e eletrolitico,
regulacdo da pressao arterial e do pH sanguineo, sintese e secrecdo de hormdnios como renina,
eritropoietina e 1,25 dihidrocolecalciferol®.

Os rins recebem aproximadamente 25% do débito cardiaco e a partir da filtracéo
glomerular inicia-se o processo de formacédo da urina. A filtragdo glomerular depende das
pressOes hidrostaticas e coloidosmoticas, com regulacdo da pressdo arterial, sistema renina-
angiotensina-aldosterona, aparelho justaglomerular, reflexo miogénico e fatores extra-renais®.

O glomérulo exerce a funcéo de filtracdo e os tubulos de reabsorcéo e secrecao. Nos
tibulos contornados proximais ocorre a reabsorcao de aproximadamente 70% da &gua filtrada,
além de cloreto de sodio (NaCl), bicarbonato (HCO3z"), potassio (K*), fosfato (HPOs), célcio
(Ca**), magnésio (Mg**), ureia e uratos. Na alca de Henle ocorre a reabsorcdo de 15% a 25%
do NaCl filtrado e o controle da excrecdo de Mg**. Nos tdbulos contornados distais ha excrecdo

de Ca e nos ductos coletores o principal controle do K* e ions H* ©.

2.3. Doenga renal cronica

A DRC pode ser definida como uma condicao irreversivel de perda de func¢édo e/ou
estrutura renal. Trata-se de uma doenca progressiva com evolu¢do maior que trés meses, na
qual observa-se uma redugdo na taxa de filtracdo glomerular (TFG) "8

As causas da DRC (Quadro 1) em cées, na maioria da vezes, ndo sdo estabelecidas,
mas entre as principais, estdo as glomerulonefrites. Frequentemente, quando o diagnostico é
realizado, a causa inicial ndo estd mais presente, sendo observada destruicdo de tecido renal
com substituicdo por fibrose cicatricial ® 1°.

Os sinais clinicos sdo totalmente inespecificos e geralmente observados nas fases
mais adiantadas da doenca®. Os mais comumente observados sdo: poliria, polidpisa, perda de
peso, halitose, estomatite, gastroenterite e desidratacdo ’.

Diante da inespecificidade e demora no aparecimento dos sinais clinicos, apenas
avaliacdo fisica ndo é suficiente para estabelecer o diagnostico da DRC. Este, portanto, deve
ser realizado por meio de exames laboratoriais. Tradicionalmente, na rotina utiliza-se ureia e
creatinina séricas para o diagndstico, no entanto, essas moléculas somente se encontrardo

alteradas quando o comprometimento renal for extenso’.



QUADRO 1 — Causas potenciais de DRC em cées
Doencas imunologicas
LUpus eritematoso sistémico, glomerulonefrite, vasculite

Amiloidose

Neoplasia

Primaria, secundaria

Agentes nefrotoxicos

Isquemia renal

Causas inflamatorias ou infecciosas

Pielonefrite, leptospirose, leishmaniose

Doencas congénitas ou hereditarias

Hipoplasia ou displasia renal, rins policisticos, nefropatias familiais
Obstrucéo do fluxo urinério

Idiopatica

Fonte: Adaptado de Elliot e Lefebvre!!; Fernandez Del Palacio®?

Outros exames que devem ser utilizados no diagnostico sdo o exame de urina, razao
proteina/creatinina urinarias (RPCU) e ultrassonografia abdominal. No exame de urina do
doente renal cronico observa-se reducdo da densidade urinaria, proteindria e ocasional
cilindraria. A RPCU indica a perda de proteinas pelos glomérulos, no entanto deve ser
considerada apenas se for persistente e na auséncia de sedimento urinario ativo'4. A
ultrassonografia renal pode mostrar alteracbes no formato, tamanho e presenca de
mineralizacdo renal. No entanto, a auséncia de alteracBes ultrassonograficas ndo descarta a
DRC?,

Mais recentemente, a quantificacdo da dimetilarginina simétrica (SDMA) tem sido
utilizada como um novo marcador, mais precoce, para o diagnostico da DRC. Trata-se de um
aminoacido excretado pela urina que demonstra ter alta correlagdo com a TFG, mostrando
alteracdes de doenca renal antes dos outros marcadores convencionais'®'8. No entanto, esse
biomarcador néo é capaz de diferenciar quadros agudos dos cronicos*®.

A Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS), criou um método de
classificagdo e estadiamento para DRC em cédes e gatos com base nos valores séricos de
creatinina (Quadro 2). O objetivo dessa separacdo em categorias é padronizar a nomenclatura,
facilitar o diagnéstico e reconhecimento da doenca, bem como fornecer diretrizes para o
tratamento em cada momento e auxiliar no prognostico. Esse sistema de classificacdo &
reconhecido no mundo todo, incluindo as Sociedades Americana e Europeia de Nefrologia e

Urologia Veterinaria°.



QUADRO 2 - Estadiamento da doenga renal crfnica em cdes com base na creatinina
ESTADIO CREATININA ASPECTOS CLINICOS
SERICA

A histéria sugere que o animal corre maior risco de
) desenvolver DRC no futuro devido a um namero de fatores,
Em Risco <l,4Amg/dL como por exemplo, exposicdo a farmacos nefrotdxicos,
raca, idade avancada, alta prevaléncia de doencas
infecciosas na area

N&o-azotémico. Alguma outra anormalidade renal
presente, como por exemplo, incapacidade em concentrar
1 <1,4mg/dL urina sem causa ndo-renal identificavel, palpagdo renal ou
achados de imagem renal anormais, proteinuria de origem
renal, resultados de bidpsia renal anormais, aumento das
concentracdes de creatinina sérica em amostras seriadas

2 1,4-2,0mg/dL Azotemia renal discreta. Sinais clinicos geralmente
ausentes

3 2,1-5,0mg/dL Azotemia renal moderada. Muitos sinais clinicos
extrarrenais podem estar presentes

4 >5,0mg/dL Alﬂme_znto do risco de sinais clinicos sistémicos e crise
urémica

Fonte: Adaptado de http://www.iris-kidney.com?:

A IRIS sugere que o SDMA também possa ser utilizado para adequacdo do
estadiamento dos pacientes. Sendo que, um aumento persistente do SDMA acima de 14ug/dL
em cdes com creatinina sérica menor que 1,4mg/dL ja podem ser considerados doentes renais
no estadio 1. Pacientes classificados pela creatinina com estadio 2, mas com escore de condi¢do
corporal baixo e SDMA maior que 25ug/dL, devem ser tratados como cées do estadio IRIS 3.
E para os animais em estadio 3 pela creatinina, com SDMA maior que 45ug/dL deve-se
considerar as propostas de tratamento recomendadas para o estadio IRIS 422,

Apbs o estadiamento da DRC, a IRIS recomenda o susbestadiamento da doenca
com base nas avaliagGes da proteinuria pela razdo proteina/creatinina urinaria (Quadro 3) e
pressdo arterial sistélica (Quadro 4). Para avaliagcdo da proteinuria € importante que se confirme
a origem renal da perda de proteinas, excluindo infecgdes e inflamagdes do trato urinario. Para
a mensuracdo da pressdo arterial sistolica recomenda-se que o animal esteja tranquilo e que

sejam realizadas varias mensuracoes e em dias distintos .

QUADRO 3 - Subestadiamento da doenca renal crdnica em cdes com base na proteindria.

VALORES SUBESTADIAMENTO
RPCU
<0,2 N&o proteindrico
0,2a0,5 Limitrofe
>0,5 Proteindrico

Fonte: Adaptado de http://www.iris-kidney.com?!


http://www.iris-kidney.com/

QUADRO 4- Subestadiamento da doenca renal crénica em cdes com base na presséo arterial

PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA (mmHg)

SUBESTADIO PELA
PRESSAO ARTERIAL

RISCO DE LESAO EM
ORGAOS-ALVO

<150 Normotenso Minimo
150-159 Pré-hipertenso Baixo
160-169 Hipertenso Moderado

>170 Hipertenso severo Alto

Fonte: Adaptado de http://www.iris-kidney.com?!

Apb6s o diagnostico e estadiamento da DRC deve-se instituir o tratamento
individualizado para cada paciente. A IRIS faz as recomendacdes para direcionar o tratamento
de acordo com cada estadio da doenca. No entanto, deixa bem claro que adaptacdes na terapia
devem acompanhar a resposta clinica de cada um. O tratamento tem dois objetivos principais:
retardar a progressdo da doenca, preservando os néfrons funcionais, e reduzir os sinais clinicos,
melhorando a qualidade de vida do paciente. Dentre as principais diretrizes para o tratamento
estdo: descontinuar o uso de farmacos nefrotoxicos, identificar e tratar anormalidades pré e pds
renais, utilizacdo de dietas especificas, manter a hidratacdo do animal, tratar as infeccdes do
trato urinario, a hipertensdo, a proteindria, a hiperfosfatemia, a acidose metabdlica e anemia,
caso estejam presentes??,

O progndstico da DRC é de reservado a desfavoravel. Caso o diagndstico seja
realizado nas fases iniciais da doenca, é possivel que o animal conviva muitos anos com essa
condicdo. No entanto, em caso de diagnéstico tardio, a expectativa de vida do paciente é

pequena®?,

2.4. Biomarcadores de inflamagéo na DRC

Marcadores biologicos, ou biomarcadores, sdo elementos organicos que podem ser
guantificados de modo preciso, que tenham reprodutibilidade, e que estejam relacionados a
processos biolégicos normais, de doenca ou de respostas ao tratamento farmacoldgico. Eles
podem auxiliar no diagnostico, na conduta de tratamento e na projecdo do prognostico de
diversas condicdes patoldgicas?®.

A DRC, apesar de ser uma doenga crbnica, provoca um constante estado
inflamatorio no paciente que, em conjunto com o estresse oxidativo, leva a varias consequéncias
graves da doenca como anemia, alteragfes nutricionais, disfuncdes endoteliais e alteracdes no

sistema imune®t 25, Para os seres humanos estd bem estabelecido que os processos de



inflamacdo nos doentes renais cronicos sdo responsaveis pelo aumento da morbidade e
mortalidade nesses pacientes 262,

Os biomarcadores de inflamacdo na DRC em cées ainda ndo estdo bem
estabelecidos, mas ja foi observada a relagdo da doenca com citocinas inflamatérias como IL-
6 ¢ TNFo?. Os estudos de diferentes marcadores biolégicos inflamatérios podem auxiliar na
classificacdo de grupos com maior e menor risco, indicacdo de evolucdo da doenca,
estabelecimento de progndstico e avaliacdo da resposta ao tratamento empregado®.

Estudos médicos demonstram que as proteinas de fase aguda, biomarcadores de
inflamacdo na DRC, relacionam-se com a piora clinica dos pacientes, progressao da doenca e

podem predizer a mortalidade3°-23,

2.5. Proteinas de fase aguda

A resposta de fase aguda (RFA) € um tipo de reacdo inflamatdria inata e inespecifica
dos animais, que ocorre mediante a algum evento danoso ao organismo, como infeccdes,
inflamagdes ou traumas®* 3. Ela ocorre com o objetivo de proteger o estado de salide, evitar
crescimento microbiano e reestabelecer a homeostase *°.

A RFA pode se manifestar por meio de sinais como febre, leucocitose, aumento do
cortisol, diminuicdo de tiroxina, ferro e zinco, além de lipdlise, gliconeogénse e catabolismo
muscular. No entanto, a principal forma de expressdo da RFA é por meio das proteinas de fase

aguda (PFAs) como pode ser visto na figura 2%,

Parasitos, fungos, virus, bacténias
u——g FATORES
Farmacos Necrose isquimica DESENCADEANTES
—
J}
Inflamacdo (estmulgdo de macrofagos, fibroblastes, céhilas endotebais ou REACAOQ LOCAL -
ouftras cehulas
Citocinas pro-inflamatorias (IL-6, [L-1, IFN-gama, TINF -alfa MEDIADORES
——, - Produgio de PFAs ;ER’I‘]’.EE EéaREACAO

FIGURA 2 — Mecanismos de producdo de proteinas de fase aguda (PFAS) pelos hepatdcitos de
cées, indicando quatro componentes que podem ser diferenciados: fatores
desencadeantes, reacdo local, mediadores e reagdo sistémica
Fonte: Adaptado de Ceron®’



As PFAs sdo biomarcadores sensiveis de inflamacéo, precoces e inespecificos, que
auxiliam no diagndéstico e progndstico de diversas doencas. Possuem funcdes de defesa do
organismo como agédo antioxidante, ativacdo do complemento, opsonizagdo e sequestro de
microorganismos e seus metabolitos, eliminacdo de radicais livres, neutralizagdo de enzimas,
modulacéo de resposta imune, dentre outras fungdes ainda ndo completamente esclarecidas®®
38_

Podem ser classificadas em positivas ou negativas e imediatas ou tardias. As PFAS
positivas tem suas concentracbes séricas aumentadas em caso de RFA, ja as negativas
apresentam concentracfes reduzidas. As imediatas se alteram imediatamente ou em até 24
horas, enquanto as tardias demoram alguns dias para responder apés o inicio da inflamagéo®’,

Haptoglobina, alfa-1 glicoproteina acida, ceruloplasmina, proteina C-reativa e
amiloide A-sérica sdo exemplos de PFAs postivas. A transferrina e albumina sdo as principais
PFAs negativas que podem ser quantificadas na rotina3® %7,

2.5.1. Albumina

A albumina é a proteina presente em maior quantidade e a mais importante nos caes
e maioria das espécies animais, correspondendo a cerca de 60% das proteinas totais. E
produzida pelos hepatocitos e pode ter suas concentraces séricas reduzidas em caso de
diminuicdo na producdo, reducao da absorcdo exdgena ou perdas, principalmente pela urina. A
albumina é uma PFA negativa®.

As principais fungdes da albumina sdo manutencdo da pressdo coloidosmotica e
transporte de substancias como acidos graxos, colesterol, 6xido nitrico, bilirrubina e fons3? 40,

O aumento das concentracOes séricas de albumina geralmente ndo ocorre, quando
presente, na grande maioria das vezes, indica desidratacdo. Sua reducdo pode indicar
inflamacéo, anorexia, fome e desnutri¢do®!.

A maior parte da albumina (60% a 70%) esta no espaco intersticial e somente 30%
a 40% encontra-se no sangue. Os principais responsaveis pelo metabolismo da albumina sdo os
musculos, rins e figado®°. O controle da sintese de albumina é feito pela presséo coloidosmética
e influenciada pela agdo de hormonios como insulina, tiroxina e cortisol*2,

A hipoalbuminemia também € observada em inimeras condigdes patologicas como
erliquiose, parvovirose*, espirocercose*, neoplasias mamarias®® e esofagicas*, arterites,

meningites*®, hiperadrenocorticismo*® e DRC*'.



2.5.2. Haptoglobina

A haptolgobina é uma PFA positiva moderada e tardia, alcan¢ando seu pico cerca
de cinco dias apds o inicio da inflamac&o® “8. Por possuir peso molecular de 81kDa, é
considerada uma a-2 globulina, considerada uma proteina constitutiva*®, sendo dividida em
duas subunidades: 2-alfa (peso molecular 16 a 23kDa) e 1-beta (35 a 40kDa). Esta proteina se
une a hemoglobina livre no plasma, formando um complexo proteico que posteriormente é
removido por fagocitose. Portanto, sua reducéo pode indicar hemdlise*.

Sua func¢do no sistema imune do organismo é transportar a hemoglobina para as
células do sistema mononuclear fagocitario a fim de promover a recuperacdo do ion ferro. Atua
também como bacteriostatica, imunomoduladora e estimulante na formacdo de novos vasos
sanguineos*.

Séo observadas alteracdes de haptoglobina em casos de hiperadrenocorticismo®®,
leishmaniose®°, aspergilose, rinite, neoplasia nasal®!, parvovirose*® e neoplasias mamarias*.

Para cées, os valores de referéncia da haptoglobina sdo de 0,1 a 0,2g/dL. Em doencas
inflamatérias pode atingir 0,5g/dL ou valores mais elevados®?.

2.5.3. Alfa-1 glicoproteina acida

A alfa-1 glicoproteina acida é uma alfa-1 globulina com peso molecular de 43kDa,
sintetizada no figado pelos hepatdcitos. E uma PFA positiva moderada e tardia, com elevagéo
apos cinco dias do inicio da inflamagéo alcangando o pico apds sete dias®’. Tem como fungdes
principais a ligacédo a farmacos e imunomodulag&o®3.

Apresenta maiores concentragdes nas formas agudas das hepatopatias e filarioses
quando comparadas as formas cronicas®®. Foram descritas elevagdo em: hepatite®, parvovirose,
cinomose, insuficiéncia renal, urolitiase, anemia imunomediada, trauma, hepatite, pancreatite,

hiperadrenocorticismo®® e piometra®.

2.5.4. Alfa-1 antitripsina

A alfa-1 antitripsina é uma PFA positiva com peso molecular de 60kDa e tem por
funcdo inibir proteases durante processos inflamatérios. E observada sua elevagio em doenca
pulmonar cronica®® e nas hepatopatias cronicas e agudas. Na cirrose sua concentragdo tende a

ser reduzida*®.
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2.5.5. Transferrina

Conhecida por transferrina ou siderofilina, essa PFA negativa é uma betaglobulina
e € sintetizada pelos hepatocitos. Possui meia-vida de oito a dez dias e tem suas concentracdes
aumentadas na gestacdo e nas deficiéncias de ferro®’.

Atua no metabolismo do ferro, controlando seu transporte, absorcao intestinal e
distribuicdo. Observa-se que cdes adultos possuem valores mais altos que filhotes. Ocorre
reducdo de transferrina sérica em casos de DRC, leucemias, hepatopatias, cardiopatias® e
anemias hemoliticas®.

A transferrina, juntamente com a haptoglobina, atua na prote¢cdo do organismo
contra infeccBes bacterianas. Elas promovem o aumento da incorporacdo do ferro dentro do
figado por estimulacdo da interleucina 1, reduzindo a disponibilidade do ferro e retardando a

multiplicacédo bacteriana®.

2.5.6. Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma PFA positiva e moderada®. Sua elevacdo geralmente
ocorre em 24 horas ou até quatro dias apds o inicio do fator desencadeante, na magnitude de
duas a trés vezes da normalidade®’. Valores de referéncia relatados para cdes sdo de 4,93 +
0,62mg/dL>°.

Suas funcdes sdo: antioxidante, protecdo celular de compostos gerados da
fagocitose de microorganismos e debris celulares, transporte de cobre e auxilia na producéo de
células vermelhas®®. Foi observada a elevagdo na leishmaniose sintomética e assintomatica® e

na parvovirose®.

2.5.7. Imunoglobulina G

As imunoglobulinas G (IgG) sdo gamaglobulinas com peso molecular total em
torno de 180kDa®, constituidas por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas (Figura 3). Séo
produzidas pelos plasmocitos localizados no bago, linfonodos e medula Gssea. Possuem
importante papel nos mecanismos de defesa mediados por anticorpos®®.

As imunoglobulinas aumentam suas concentracGes diante de estimulacao
antigénica, principalmente por infeccdes cronicas e doencas autoimunes®?. As IgGs apresentam
varias atividades imunoldgicas como opsonizacgdo, aglutinacdo e fixagdo do complemento,

protegendo o individuo contra infeccOes virais e bacterianas®’.
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FIGURA 3 — Estrutura esquematica de imunoglobulina.
Fonte: Adaptado de Silva et al.®

2.5.8. Imunoglobulina A
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A imunoglobulina A (IgA) € uma gamaglobulina que se encontra na area de juncéo

com a fracdo betaglobulina (Figura 4). Pode ser encontrada na forma secretéria como um

dimero, com 390kDa ou no sangue como um mondmero, pesando 160kDa®’. Representa
importante mecanismo de defesa de superficies e mucosas. E produzida principalmente na

derme, glandulas mamarias, tratos respiratorio, intestinal e urinario®°.

s lgh
o N

Relacdo das imunoglobulinas com o padrdo eletroforético de proteinas séricas

FIGURA 4 — Representacdo grafica da eletroforese de imunoglobulinas em gel de agarose.
Fonte: Silva et al.5!

A IgA é um importante anticorpo de defesa local, sendo encontrada em altas

concentracBes nas doencas infecciosas, hepéticas e de tecido conjuntivo. Estdo presentes em

secrecdes respiratorias, genitourindrias, gastrintestinais e na saliva®’.

2.6. Eletroforese SDS-PAGE

Para quantificar as PFAs a técnica padrédo é a eletroforese, que pode ser realizada

em diferentes géis como agarose e poliacrilamina. O SDS-PAGE ¢ o tipo de eletroforese usando

gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio em um sistema vertical*> 3,
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Para realizacdo da eletroforese SDS-PAGE utiliza-se soro sanguineo, fresco,
refrigerado ou congelado. O método utiliza corrente elétrica para separacdo das moléculas por
diferenca de carga e peso molecular. Sendo que as proteinas de maior peso molecular se
deslocam mais lentamente do que as de menor. A corrida ocorre do polo negativo (catodo) para
0 postivo (anodo)®4 %5, Para estimar os pesos moleculares e quantificacdo das concentracoes das
proteinas utiliza-se densitometria computadorizada para o escaneamento do gel*®.

O SDS-PAGE permite separar proteinas com concentragdes extremamente baixas.
As principais proteinas evidenciadas sdo: albumina, antitripsina, alfa-1 glicoproteina &cida,
alfa-2 globulina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, imunoglobulinas G e A (Figuras 5

e 6)%1. Mais de 20 proteinas podem ser visualizadas nessa técnica®®.

Albumina

Alfa 2 Globulina
Haptoglobina

Macmglnbulllna Imunoglobulina
Ceruplasmina

Antitripsina Transferrina
TBG Beta-lipoproteina
Alfafetoproteina C3
Alfa 1 Glicoproteina Acida

FIGURA 5 — Algumas das principais proteinas encontradas em cada banda
eletroforética em gel de agarose.
Fonte: Silva et al.®

A albumina é a proteina que produz maior pico, geralmente localizada a esquerda
na corrida eletroforética. Em seguida ha os picos de alfa, beta e gama globulinas. O tragado

sofre alteraces de acordo com o estado de salde do paciente®.
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Proteina 1
IgA

Protaina 2 |
Proteina 3 |

Albumina
Prataina 3§

Proteina
(C_reafiva

Proteina 7

Protaina §

ptoglobina

IsG

Proteina 9

FIGURA 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo duodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) realizada em soro
sanguineo de cdes com linfoma.

Fonte: Calazans®

2.7. Avaliagao clinica e laboratorial de cdes com DRC

Os pacientes com DRC, apds o diagnéstico e o estadiamento, necessitam de
acompanhamento por toda vida. Esse acompanhamento devera compreender a conscientizagdo
do tutor do animal, anamnese detalhada, avaliacdo fisica completa e inimeros exames
laboratoriais®®.

A anamnese deve elencar perguntas quanto a ingestdo de alimentos e 4gua, presenca
de vémitos e diarreia, doencas e tratamentos recentes, presenca de ectoparasitos e vacinagéo,
estado geral do animal. A avaliacdo fisica compreende o estado geral do animal (hidratacéo,
comportamento, avaliacdo de mucosas, linfonodos), parametros vitais (frequéncias cardiaca e
respiratoria, temperatura), inspecdo, palpacdo®® e pressdo arterial sistélica.

Os exames laboratoriais incluem o hemograma (heméacias, hemoglobina,
hematércrito, VCM, HCM, CHCM, plaquetas, leucdcitos totais, neutrofilos segmentados e
bastonetes, monacitos, linfocitos e basofilos), o exame de urina (densidade urinria, exame
quimico, sedimentoscopia), as bioquimicas séricas (ureia, creatinina, fésforo, célcio, proteinas

séricas totais, albumina, globulinas, colesterol, sddio, potassio), as bioquimicas urinarias
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(proteina, creatinina, sodio, potassio, GGT, fosfatase alcalina) e a hemogasometria (acidemia,
bicarbonato, excesso ou déficit de bases)’™ 2.

Uma grande quantidade de resultados sdo gerados desses exames, sendo necessario
avaliar um a um e correlacionar todos os dados para promover os ajustes adequados do
tratamento®. A analise multivariada surge como uma ferramenta para correlacionar grande
quantidade de informac6es, obtendo, a partir de multiplos dados, informaces relevantes, com

minima perda de informacéo’3

2.8. Andlise multivariada de dados

A estatistica € uma importante ferramenta para auxiliar pesquisas cientificas na
interpretacdo de dados e confirmacéo de hipdteses. As analises estatisticas sdo empregadas num
contexto hipotético-dedutivo para confirmar ou excluir proposi¢des’.

Analise multivariada de dados surgiu por volta de 1901, mas apenas com o advento
da informéatica e programas computacionais especificos ela foi difundida para o uso em
trabalhos cientificos, tal como é utilizada atualmente e sempre apresentada em congressos €
revistas especializadas em estatistica’.

Para se conhecer o comportamento das variaveis pode-se recorrer aos estudos
descritivos, seguidos de analises multivariadas. Essas Ultimas objetivam reduzir e simplificar
os dados, facilitando a compreensdo, agrupar dados similares estudar relacdes de dependéncia
entre variaveis, predizer resultados e construir hipoteses’®.

A aplicacdo das analises multivariadas é muito abrangente, tendo sido amplamente
utilizada em estudos de medicina, sociologia e biologia. Na medicina utiliza-se muito para

classificacéo de fases de uma doenca, medidas de diagndstico e tratamento’®,

2.9. Justificativa e objetivos

Aproximadamente 50% dos pacientes humanos com DRC apresentam, mesmo nas
fases iniciais da doenga, aumento PFAs positivas, diretamente relacionadas com a severidade
da doenca’’. Ndo foram encontrados, na literatura consultada, estudos semelhantes em caes.

Uma importante contribuicdo das PFAs estad relacionada a habilidade dessas
proteinas em auxiliar no estabelecimento da morbidade e mortalidade dos pacientes. Espera-se
que no futuro as PFAs sejam incluidas como exames de rotina para diagndstico precoce de
enfermidades e avaliacdo da eficacia de tratamentos e medicamentos em cées e gatos’®.

A literatura é muito controversa quanto aos valores de referéncia para a maioria das

PFAs nos cdes saudaveis® e, devido a isso e ao fato de existirem diversas técnicas para
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determinacdo dessas proteinas, € importante que cada laboratorio estabeleca seus proprios
intervalos de referéncia para cada PFA analisada’®.

Diante de todas essas consideragOes fica clara a importancia de determinar as
concentracOes das diferentes PFAs e das globulinas em cées saudaveis e nos pacientes com
DRC em diferentes estadios da doenca, de modo a estabelecer a possivel relacdo entre a
gravidade da DRC e a concentragdo serica das PFAs.

A DRC leva a alteragdes em um grande nimero de exames laboratoriais, incluindo
hematoldgicos, bioquimicas séricas e urinarias, eletrdlitos e hemogasometria. Avaliar todos
esses resultados de forma concomitante € uma tarefa complexa e que exige o auxilio de
ferramentas especificas da estatistica.

A anélise multivariada de dados ¢ uma importante ferramenta estatistica para
agrupar variaveis de acordo com suas correlagdes, avaliando inimeros dados simultaneamente,
maximizando o poder de exploracdo de informacdes. Reunir um grande numero de dados de
cdes com DRC e realizar a analise multivariada desses dados pode permitir fazer novas
interpretacdes acerca de consequéncias da doenca, bem como a indicacao de associagfes entre

sinais clinicos e resultados de exames.
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CAPITULO 2-ESTADIAMENTO DA DOENCA RENAL CRONICA EM CAES: UMA
ABORDAGEM MULTIVARIADA

RESUMO

A analise multivariada é uma ferramenta estatistica que permite fazer associa¢fes de grande
numero de dados, reconhecendo os mais importantes e discriminantes em determinadas
situacdes. A doenca renal cronica (DRC) € uma enfermidade degenerativa que provoca
inimeras alteracdes clinicas e laboratoriais em cdes, fazendo com que o nimero de exames
realizados e dados a serem analisados seja muito grande. O estudo foi desenvolvido compilando
e avaliando dados clinicos e laboratoriais de 142 cdes com DRC nos diferentes estadios da
doenca para promover uma andalise multivariada em relacéo aos sinais clinicos, concentracées
de bioquimicas séricas, bem como avaliacdo das alteracdes hematoldgicas, urinarias e de
hemogasometria. A analise objetivou verificar associacdes entre variaveis e discutir o que pode
interferir nessas associaces. Nos resultados foram observadas associacdes entre a progressao
da doenca com a intensidade dos sinais clinicos e alta relacdo entre a ocorréncia de doencas
sistémicas nos dois Ultimos anos anteriores a consulta com o inicio da DRC. Os principais sinais
clinicos observados foram poliuria, polidipsia, vémito e diarreia. A hipertensao foi um agravo
importante relacionado a DRC, principalmente nos estadios mais graves. Creatinina, ureia,
fésforo, célcio total e ibnico e albumina discriminaram os estadios da DRC e observou-se que
0 aumento da creatinina ocorreu concomitantemente a elevacdo da ureia e do fosforo e a reducao
do célcio. Albumina e globulinas apresentaram forte correlacdo negativa. A acidose metabdlica
foi uma alteracdo muito comum a partir do estadio IRIS 3. Os elementos que mais se destacaram
no exame de urina foram a densidade e a proteindria.

Palavras-chave: analise de dados, caninos, estatistica, nefropatia

CHAPTER 2 - STAGING OF CHRONIC RENAL DISEASE IN DOGS: A
MULTIVARIATE APPROACH

ABSTRACT

Multivariate analysis is a statistical tool that allows the association of large numbers of data,
recognizing the most important and determinant in certain conditions. Chronic kidney disease
(CKD) is a degenerative disease that causes numerous clinical and laboratory changes in dogs,
therefore, there are many exams and data to be analyzed. The study was developed by compiling
and evaluating clinical and laboratory data from 142 dogs with CKD at different stages to
perform a multivariate analysis including the clinical signs, serum biochemical concentrations,
as well as evaluating the hematological, urinary and hemogasometric variations. The analysis
aimed to find associations between variables and to discuss what could interfere in these
associations. The results showed association between the progression of the disease and
intensity of the clinical signs. They also showed a high ratio between the occurrence of systemic
diseases during the two years prior to the clinical appointment with the onset of CKD. The most
common clinical signs were polyuria, polydipsia, vomiting and diarrhea. Hypertension was an
important deteriorating factor of CKD, especially in the more severe stages. Creatinine, urea,
phosphorus, total and ionic calcium and albumin differentiated the stages of CKD and it was
observed that the increase in creatinine occured concomitantly with elevated urea and
phosphorus and reduced calcium. Albumin and globulins showed a strong negative correlation.
Metabolic acidosis was commonly found from stage IRIS 3 onwards. Proteinuria and urinary
density were the most significant elements at urinalysis.

Keywords: canines, data analysis, nephropathy, statistic.
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1. Introducéo

A andlise multivariada se propde a reunir mdaltiplas variaveis em um dnico
relacionamento ou conjunto de relagdes de modo a avaliar a significncia pratica dos resultados,
ou seja, baseado em descobertas substanciais em vez de significancia estatistica. Isto significa
avaliar na pratica a utilidade e o grau de relacdo dos resultados e se sdo substanciais o bastante
para converter os dados obtidos em conhecimento pratico e melhorar a tomada de decisdes?.

O propdsito desse tipo de anélise € detectar fatores ocultos ou inobservaveis nas
variaveis dentro de suas correlacfes. Pode auxiliar a resumir um grande nimero de dados em
uma quantidade menor e de maior relevancia. Ajuda principalmente a explicar um conjunto
inteiro de variaveis.

Exatamente pelas caracteristicas acima relatadas, buscou-se com esse estudo avaliar
as associacOes entre as varidveis clinicas, urinarias, hematoldgicas, bioguimicas e de
hemogasometria de cdes nos diferentes estadios da DRC, por meio de analise multivariada dos
dados, buscando uma nova forma de interpretar resultados laboratoriais e clinicos.

A doenca renal cronica (DRC) trata-se do dano irreversivel aos néfrons por
degeneracdo celular. A enfermidade acomete principalmente cées e gatos idosos e é progressiva
com o passar do tempo?. Pode-se afirmar que a doenca renal é cronica quando sua evolugéo
ultrapassa trés meses 2.

As causas da DRC na maioria das vezes ndo sdo determinadas, visto que o
diagndstico quase sempre é realizado quando a causa iniciadora ja ndo se encontra presente.
Por possuir uma reserva funcional muito grande, os rins s6é demonstram sinais de
comprometimento quando mais de 75% de suas unidades funcionais deixam de realizar suas
atividades®.

N&o existem sinais clinicos patognoménicos da DRC. E possivel observar sinais
relacionados ao estado geral do animal (apatia, prostracdo), sinais gastroentéricos (halitose,
émese e diarreia), relacionados ao apetite (hiporexia, anorexia e emagrecimento), além da
poliuria, polidipsia e desidratagdo. No entanto, esses sinais geralmente ndo sdo observados no
inicio do curso da doencga®.

Diante da impossibilidade do diagnostico somente pela avaliacdo clinica, é
imprescindivel a realizacdo de exames laboratoriais para seja possivel afirmar a presenca de
DRC. Em animais assintomaticos, para estabelecer o diagndstico recomenda-se a

ultrassonografia, para avaliacdo do tamanho e forma dos rins, urinalise, razao
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proteina/creatinina urinarias (RPCU), hemograma e bioquimicas séricas como creatinina, ureia
e fosforo®.

Apos a analise conjunta dos resultados e diagnostico da DRC deve-se promover o
estadiamento da doenga conforme indicagédo da Sociedade Internacional de Interesse Renal
(IRIS®), que classifica os pacientes em quatro estadios da doenca: estadio I: ndo-azotémico;
estadio I1: azotemia renal discreta; estadio 111: azotemia renal moderada e estadio IV: azotemia
renal severa.

Conhecer os diferentes estadios da DRC vai além de classificar o paciente de acordo
com suas concentracdes séricas de creatinina. E preciso associar as variaveis hematolégicas,
urinarias, bioguimicas e de hemogasometria com os sinais clinicos observados, bem como com
0 progndstico e a expectativa de estabilizacdo da doenca e qualidade de vida do paciente.

Com esta pesquisa objetivou-se realizar uma analise multivariada dos resultados de
exames clinicos e laboratoriais de cdes com DRC nos diferentes estadios da doenca, a fim de

observar quais as variaveis que mais discriminam os diferentes grupos.

2. Material e métodos

2.1. Amostragem

Os cdes utilizados nessa avaliagdo foram o somatério da amostragem de trés
diferentes estudos realizados no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (HV-UFG), Goiania.

A primeira amostragem, composta pelos resultados de 12 pacientes com DRC foi
obtida no periodo de agosto 2009 a junho 2011 (dissertacédo’), em estudo aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFG (CEUA/UFG) e registrado sob o numero 007/10. A segunda
amostragem incluiu o resultado de 65 pacientes com DRC acompanhados entre os anos de 2013
a 2015 (dissertacao®/tese?), também aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG
(CEUA/UFGQG) e registrado sob o nimero 072/2013.

Para completar essa amostragem, foram avaliados, entre os anos de 2016 e 2018,
65 cdes machos e fémeas com idades variadas, pertencentes a tutores (domiciliados),
encaminhados por veterinarios do HV-UFG e de outras clinicas da cidade de Goiania. Essa
etapa também foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG (CEUA/UFG) e

registrado sob o nimero 007/16.
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Os pacientes foram ordenados de acordo com o estadiamento IRIS®. O tratamento
para DRC foi prescrito a todos os pacientes de acordo com as recomendacdes da IRIS® e foram
marcados retornos mensais. Como forma de estimular o retorno, o tutor foi informado que os

exames seriam gratuitos para os pacientes que ingressassem no estudo.

2.2. Anamnese e exame clinico

Em cada atendimento os tutores dos cdes foram submetidos & anamnese, com
objetivo de obter informagdes sobre o estado geral do animal, comportamento, alimentacgéo,
ingestdo de agua, miccao, medicacdes em uso e doencas anteriores.

O exame clinico constituiu da avaliacdo de pele e pelos, turgor cutaneo, linfonodos,
tempo de preenchimento capilar (TPC), avaliagdo das mucosas, cavidade oral, olhos,
auscultacdo cardiaca e pulmonar, frequéncias cardiaca e respiratéria, tipo de movimento
respiratorio, pulso, palpacdo renal e abdominal, temperatura retal e escore de condicao corporal.

A avaliacdo dos animais ainda contou com mensuracao da pressao arterial, colheita
de sangue e urina para realizacdo dos seguintes exames laboratoriais: hemograma, exame de
urina, quantificacdo de creatinina, ureia, proteina total, albumina, colesterol, célcio, fosforo,

sodio e potassio, determinacdo da razdo proteina/creatinina na urina e hemogasometria.

2.3. Critérios de inclusédo

Foram utilizados como critérios de inclusdo a presenca de proteindria persistente
(razdo proteina/creatinina urindria >0,5) ou hipertensdo persistente sem outra causa
diagnosticada (pressdo arterial sistolica >150 mmHg), alteracdo renal ultrassonografica
compativel com DRC ou azotemia persistente (creatinina sérica >1,4mg/dL). Para 0s pacientes
do estadio 1, os quais ndo apresentam azotemia, foi realizada a confirmacédo da proteindria por
meio de trés avaliacbes consecutivas da razdo PU/CU com intervalo de uma semana. A
proteinuria foi considerada apenas na auséncia de sedimento urinario ativo. Pacientes nos
estadios 2, 3 e 4, foram encaminhados para o estudo com diagndstico prévio, sendo incluidos
no estudo somente com uma avalia¢do, porém apos estaveis clinicamente.

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentavam quadro de injuria renal

aguda e/ou alguma doenga infecciosa.



25

2.4. Avaliacdes laboratoriais

As andlises foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG.

Para o hemograma foram obtidos 2 mL de sangue por venopuncdo jugular ou
cefélica em tubo com etilenodiaminotetracetato (EDTA). A contagem das celulas sanguineas
foi determinada pelo método automatico utilizando-se o analisador hematoldgico por
metodologia de impedancia. A contagem diferencial de leucocitos foi determinada por meio da
leitura de esfregacos sanguineos corados com pandtico rapido e avaliados em microscopia de
luz.

Para as analises de bioquimicas séricas foram obtidos 5,0 mL de sangue por
venopuncao jugular em tubo sem anticoagulante, que foi centrifugado apds retracdo do coagulo.
Em seguida, o soro foi dividido em aliquotas, armazenadas em microtubos de polipropileno de
1,5 mL (Eppendorf®, Alemanha) e submetidas ao congelamento (-20° C) até o momento da
realizacdo dos exames.

Para cada metabdlito analisado foram utilizados reagentes comerciais padronizados
(Labtest® - Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa-MG), com metodologias cinéticas,
enzimaticas ou colorimétricas, em temperatura de 37°C, sendo a leitura realizada em
espectrofotbmetro analisador bioguimico automéatico CM 200® (Wiener Lab Group, Rosario,
Argentina).

A quantidade de ureia foi determinada por meio de método enzimatico
colorimétrico, por reacdo com a urease. A creatinina sérica e urinéria foi determinada por
método colorimétrico, por reacdo com o picrato alcalino. Para a mensuracdo da creatinina
urinéria utilizou-se diluicdo da urina nas proporgdes de 1:25 sendo os resultados da leitura
multiplicados por 25.

A proteina sérica total foi determinada por metodo colorimétrico, por reagcdo com o
biureto. A albumina foi avaliada por meio de método colorimétrico, por reacdo com o verde de
bromocresol. As globulinas foram calculadas pela diferenca entre o valor de proteina total e
albumina. A determinacdo da concentracdo de proteina urinaria foi realizada utilizando-se
método colorimétrico, por reagdo com o vermelho de pirogalol.

O fosforo e o célcio sérico total foram analisados pelo método colorimétrico, por
reacbes com o molibdénio e a purpura de ftaleina, respectivamente.

As amostras de 10 mL de urina foram obtidas por cistocentese ou cateterismo
vesical. A analise da urina foi realizada logo ap6s a colheita e compreendeu exame fisico,

guimico e microscopico. O exame fisico avaliou volume, cor, aspecto, odor e densidade. O
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exame quimico consistiu na avaliagdo do pH, de proteina, glicose, cetonas, bilirrubina,
hemécias, hemoglobina, urobilinogénio, nitrito e leucocitos empregando tiras reagentes
(Biocolor, Bioeasy Diagnoéstica Ltda, Belo Horizonte-MG). A densidade urinaria foi
determinada em refratbmetro portatil. O exame microscopico avaliou o sedimento quanto aos
componentes: hemacias, leucocitos, cilindros, bactérias, leveduras, parasitos, cristais, células
renais, células pélvicas, células de transicdo, células de descamacao, filamentos de muco e
artefatos.

Para a obtencdo da RPCU, os valores obtidos nas mensuracdes de proteina e
creatinina na urina foram aplicados na seguinte formula:

RPCU = Proteina urinaria (mg/dL)
Creatinina urinaria (mg/dL)

2.5. Hemogasometria venosa

Para a gasometria venosa foram obtidos 2,0 mL de sangue por venopunc¢do da
jugular em seringas heparinizadas (Blood Gas Monovette® - Sarstedt, Alemanha). As amostras
foram processadas imediatamente ap6s a colheita, em tempo inferior a 10 minutos.

A temperatura das amostras foi levada em consideracdo para a programacao e
calibragdo do hemogasémetro Cobas 221 (Roche®, Estados Unidos) e foram avaliados os
seguintes parametros: pH, pO2, pCO2, HCO3, anions gap, déficit ou excesso de bases, calcio

ibnico, sddio, potassio e cloro.

2.6. Mensuracéo da presséo arterial sistdlica

A pressdo arterial sistolica foi mensurada com o cdo em decubito lateral direito nas
artérias da regido do metacarpo por meio de esfigmomandmetro e aparelho de Doppler (Doppler
Vascular Portatil Veterinario Modelo DV 610®, Medmega Industria de Equipamentos Medicos
Ltda, Franca, Brasil). Os manguitos utilizados compreenderam larguras de aproximadamente
40% da circunferéncia do membro no sitio de colocagdo dos mesmos. A afericdo da pressdo
arterial foi realizada apds ambientacdo do paciente e antes do exame fisico, a fim de evitar o
estresse do paciente. Para cada cdo foram realizadas cinco determinacGes, onde os valores
extremos foram descartados e foi registrada a média das trés intermediarias. Os exames foram

realizados apés treinamento e padronizagdo prévios.
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2.7. Divisdo em grupos

Apobs a realizacdo das consultas e exames laboratoriais, os animais foram divididos
em quatro grupos conforme o estadiamento IRIS pelas concentracGes séricas de creatinina. No
quadro 1 esté detalhado o quantitativo da amostragem.

QUADRO 1 — Quantitativo do numero de cdes obtidos em cada amostragem e em cada estadio IRIS

para DRC.
Amostragem 1 Amostragem 2 Amostragem 3 Total
IRIS 1 1 4 15 20
IRIS 2 0 9 16 25
IRIS 3 5 25 15 45
IRIS 4 6 27 19 52
TOTAL 12 65 65 142

2.8. Tratamento
Por se tratarem de cédes domiciliados e com DRC naturalmente adquirida, o
tratamento foi prescrito de forma individualizada para cada paciente de acordo com as

recomendacdes da IRIS conforme os sinais clinicos apresentados por cada um.

2.9. Analise estatistica

Os registros de avaliac@es clinicas e laboratoriais de cada animal foram dispostos
em tabela e submetidos a analise multivariada de componentes para o estudo das associacdes
entre as variaveis. Os resultados foram graficamente expressos, sem testes de inferéncias. A
representacdo grafica das variaveis, apos o célculo dos eixos fatoriais, foi expressa no espago
por meio de coordenadas e apresentam valor que varia de 0 a 1, que corresponde a sua
associacdo com cada coordenada.

Os dados utilizados para anélise de pardmetros clinicos foram a presenca de
hiporexia, polidipsia, politria, vémito, diarreia, doencas sistémicas apresentadas pelos animais
nos dois Ultimos anos anteriores a consulta, desidratacdo, palidez de mucosas e se 0 animal
encontrava-se alerta durante a consulta. Outra analise multivaria realizada comparou as relagdes
entre a creatinina e pressao arterial sistolica, hematocrito, heméacias, hemoglobina, plaquetas,
leucdcitos totais, bastonetes, neutréfilos, linfocitos, mondcitos, albumina, globulinas, ureia,
célcio, fosforo, sodio, potassio, densidade urinaria, RPCU, pH sanguineo, concentracdo de

bicarbonato de sodio, excesso de bases, anions gap, cloro e calcio idnico.
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3. Resultados e discussao

Os dados clinicos comparados entre os grupos IRIS 1 (I-1), IRIS 2 (1-2), IRIS 3 (I-
3) e IRIS 4 (1-4) foram hiporexia, polidipsia, polilria, vomito, diarreia, doen¢a nos dois Ultimos
anos, grau de atividade (alerta), desidratacdo e coloracdo de mucosas.

Conforme pode ser observado na figura 1, os animais nos estadios I-1 e [-2
encontravam-se mais alertas. No estadio IRIS 1 ndo é comum a ocorréncia de sinais clinicos®.
No entanto, grande parte desses animais apresentou alguma doenc¢a nos dois Ultimos anos,
podendo ser essa enfermidade a possivel causa que levou ao surgimento da DRC. Geralmente
o0 surgimento da doenca esta ligado a idade ou como consequéncia de outras enfermidades como

como pielonefrite, diabetes melitus, nefrolitiase, glomeruloesclerose, ureterolitiase, entre

outras®.
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FIGURA 1 — Gréfico de dispersdo da andlise multivariada dos sinais clinicos nos diferentes
estadios da doenca renal crénica em cées. Doenca = doencas sistémicas observadas
nos dois Ultimos anos que antecederam a consulta, 11=IRIS 1, 2= IRIS 2, I3= IRIS
3. 14=IRIS 4.

Polidipsia e poliuria estdo mais relacionadas com os grupos I-3 e I-4. Geralmente

no estadio 2 esses sdo os Unicos sinais de alteracdo renal observados®.



29

No estadio IRIS 3 pode-se a observar hiporexia. Nesse estadio € que os sinais
clinicos tendem a ficar mais evidentes e o tratamento deve ser instituido o mais rapido
possivelt?,

No grupo 1-4 é evidente o aumento do numero de sinais clinicos como vomito,
diarreia, desidratacdo e anemia (representada por mucosas hipocoradas). A desidratacdo
observada € uma consequéncia da polilria mais intensa que a polidpsia e das perdas
gastrintestinais®,

Alteracdes gastrintestinais sdo os sinais clinicos mais frequentes e evidentes em
caso de uremia. Como causas de vomito na DRC pode-se citar a diminuicdo da excrecdo de
gastrina (resultando no aumento da secrecdo de &cido gastrico) e irritacdo gastrintestinal
secundaria a vasculite urémica. Como a gastroenterite urémica pode ser ulcerativa, por vezes
pode ocorrer hematémese e melena®.

Nessa Ultima fase da doenca o risco de morte € iminente, pois o rim se encontra em
quadro de faléncia, apresentando sindrome urémica. Indica-se tratamento hospitalar, mas o
prognoéstico nessa fase é desfavoravel®. A sindrome urémica é o quadro sintomatico mais grave
do doente renal crénico que resulta da falha de todas as funcgdes exercidas pelos rins, tratando-
se de uma sindrome multissisttmica com sinais clinicos avancados de vomito, diarreia,
inapeténcia, depressdo, letargia, fraqueza, falta de interacéo social e perda de peso'?. Este termo
foi criado pois acreditava-se que a ureia era o unico responsavel pelos sinais clinicos. No
entanto hoje sabe-se que além da ureia, o fésforo e o PTH, tém sido considerados importantes
compostos que contribuem para a morbidade e mortalidade dos pacientes, além das demais
falhas em fungdes metabdlicas e enddcrinas dos rinst? 13,

Na analise multivariada, com o grafico de vetores (Figura 2), é possivel observar
estatisticamente, que quanto mais sinais clinicos o animal apresenta, mais distante ele fica de
ter um comportamento “alerta”. Os sinais clinicos de vomito, diarreia e desidratagdo avangam
em mesma proporcdo, proximos da reducgdo do apetite. Também fica evidente pelo gréfico que
os sinais de poliuria e polidipsia seguem lado a lado, sendo mais evidentes nos estadios 13 e 14.

Houve forte correlacdo entre polidria e polidpisia e entre voémito e diarreia, sendo
esses sinais 0s principais causadores de desidratacdo nesses pacientes. A polilria ocorre
principalmente pela deficiente reabsorcdo de &gua pelos tabulos renais, sendo a polidipsia um
sinal compensatério, na tentativa de evitar ou reduzir a desidratagdo™°.

Também pode-se correlacionar de forma importante os sinais gastrointestinais com

mucosas hipocoradas e desidratacdo. O vomito e a diarreia ocasionam grande perda de liquidos,
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gerando a desidratacdo. A anemia da DRC é multifatorial, incluindo, além da deficiéncia de
eritropoietina, a perda de vitaminas do complexo B e hemorragias gastrintestinais?® 4.

A pressdo arterial sistélica (PAS) e exames laboratoriais obtidos desses pacientes
foram avaliados e selecionados para a andlise multivariada, como dados hematoldgicos
(hematdcrito, hemécias, hemoglobina, plaquetas, leucdcitos totais, bastonetes, neutrofilos,
linfocitos e monaocitos), bioquimicas sericas (proteinas totais, albumina, globulinas, creatinina,
ureia, fésforo e célcio total), parametros urinarios (densidade urinéria, pH urinario e razdo
proteina/creatinina urinarias) e dados de hemogasometria e eletrolitos (pH sanguineo,
bicarbonato de sddio, excesso de bases, anions gap, sodio, potassio, cloro e calcio ibnico). As

médias e desvios-padrdes estdo apresentadas na Tabela 1.
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FIGURA 2 — Grafico de vetores da analise multivariada dos sinais clinicos nos diferentes estadios
da doenga renal crénica em cées



31

Na analise multivariada da bioquimica sérica (Figura 3), foi possivel observar que
0 aumento de ureia e creatinina ocorreram em conjunto e foram proporcionais, seguidos do
fésforo, todos com as maiores elevacgdes no estadio IRIS 4. Esse resultado reforga a importancia
da quantificacdo do fosforo no progndstico do paciente, pois esse composto tem se mostrado
um dos principais fatores para a progressdo da DRC, associada diretamente a morbidade e
mortalidade dos pacientes nos estagios finais da doenca®®. O fosforo sérico esta estreitamente
relacionado com o surgimento do hiperparatireoidismo secundario renal, com a calcificacdo
vascular e afetando a qualidade dssea'® 7. Geralmente, os aumentos significativos das

concentracdes de fosforo acontecem a partir do estadio 3 da DRC?.
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TABELA 1 — Médias e desvios-padrdes de analises laboratoriais e de presséo arterial sistélica (PAS)

avaliados em 142 cdes com doenca renal cronica nos diferentes estadios da doenca

IRIS1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
PAS (mmHg) 143 + 18 164 + 39 170 £ 29 160 + 37
Hematocrito (%) 44,29 £ 7,64 39,99 £ 9,43 34,04 £12,11 28,51 +11,35
Hemaécias 6,17 £ 1,08 582 +1,36 500+1,74 417175
(108%/mm?)
Plaquetas 423 £173 511 +191 417 £ 211 356 + 185
(10%/mm3)
Leuc?;:itos totais 8323 + 2303 8598 + 4505 8354 + 3450 10909 * 5322
/mm
(Bastonetes (/mmd) 42 + 48 53+ 65 37+70 61+78
Neutrofilos 5819 + 2413 2899 + 4472 5546 + 2479 6686 + 3860
segmentados
(/mm3)
Linfécitos (/mm?) 1859 + 1199 2488 + 2518 1543 + 1706 1275 + 1834
Mondcitos (/mm3) 416 £ 305 794 + 689 680 £ 625 718 £ 643
Proteinas Séricas 8,70 £ 1,57 7,93+1,91 7,98 £ 1,95 7,12 +1,83
Totais (g/dL)
Albumina (mg/dL) 3,59 + 0,65 2,82 +0,78 2,38 £ 0,83 2,34 £ 0,67
Globulina (mg/dL) 511+£1,42 511+£1,89 561+1,72 478+181
Creatinina (mg/dL) 0,78 £0,29 1,91 +0,63 3,74 £ 4,59 10,31 £ 4,67
Ureia (mg/dL) 50,13+ 22,46 106,04 £ 51,92 140,27 £ 82,05 371,02 + 64,48
Célcio total 10,42 £ 1,26 10,36 £ 1,13 9,92+1,78 8,97 £ 2,22
(mg/dL)
Fosforo (mg/dL) 4,45+ 2,18 4,42 +1,53 6,20 + 3,02 16,67 + 8,58
Colesterol (mg/dL) 269,45+54,21 205,35+ 89,13 195,57 + 99,52 213,72 £10,12
Sédio (mg/dL) 141,39 £ 12,29 137,72+ 14 142,98 + 17,99 142,55 + 32,16
Potéassio (mg/dL) 4,34 £ 0,75 4,54 + 0,65 4,60 £ 0,72 459+1,1
DU 1,026 £ 0,01 1,019+£0,01 1,015+0,01 1,013+£0
PhUri 6,01 £ 0,81 5,51+ 0,62 5,61+ 0,83 5,49 £ 0,76
RPCU 1,18+ 0,84 162+1,6 1,83+2,58 2,20 £ 2,02
phSang 7,27 £0,48 7,19+ 0,74 7,37 £ 0,05 7,29 £ 0,09
[HCOs3] (mmol/dL) 22,50+ 1,85 20,58 + 3,45 20,04 £ 3,99 16,33+ 4,17
Be -1,78 £ 2,25 -3,75+ 3,81 -4,58 + 3,94 -9,31+5,12
Ag 17,51+ 3,69 18,18 £ 4,03 19,41 £ 3,91 20,92 £ 8,96
Na* (mg/dL) 148,45+ 12,21 145,33+ 8,7 146,59 + 40,2 147,08 + 4,8
K*(mg/dL) 4,18 +0,27 4,66 + 0,49 4,61+ 0,64 4,87 +0,91
Cl(mg/dL) 110,90+ 3,25 113,10+5,31 111,69 + 3,46 112,71 + 8,24
iCa (mg/dL) 1,33+0,11 1,34 + 0,09 1,30+0,11 0,99+0,21

PAS: pressdo arterial sistdlica; DU: densidade urindria; RPCU: razdo proteina/creatinina urinarias; [HCOj3]:
concentragdo de bicarbonato de sodio; Be: base excess; Ag: anions gap, Na*: sddio; K*: potassio; Cl-:cloro; iCa:

calcio ibnico.
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FIGURA 3 — Grafico de vetores da analise multivariada das bioquimicas séricas nos
diferentes estadios da doenga renal cronica em cées

Creatinina, ureia e fosforo possuem alta correlacdo positiva. Assim como
mostraram outros estudos’ 1%L, E sdo as variaveis mais importantes na definicdo dos grupos.
A medida que a TFG diminui, as concentracdes desses metab6litos aumentam?8. A creatinina é
o marcador principal pois ela estima a reducéo da TFG e é altamente especifica®. Ja a ureia
pode estar alterada pela reducdo de funcdo renal ou por outros fatores como fome, febre,
queimaduras e também no uso de medicamentos como glicocorticoides e azatioprina??.

O calcio total possui correlacdo negativa com ureia, creatinina e fosforo, estando
dentro da normalidade nos estadios IRIS 1, 2 e 3 e mais baixo no estadio IRIS 4. Na literatura
ndo hd um consenso sobre o comportamento do calcio na DRC, sendo em alguns casos
observada normocalcemia, e em outros hipo ou hipercalcemia'® 2, Desse modo, o célcio total
ndo se mostra um bom componente de avaliagdo, sendo mais interessante a quantificagdo da
forma ionica.

A albumina também é uma importante variavel na discriminacao dos grupos IRIS.

Ainda na figura 3 observa-se correlacdo negativa entre albumina e globulinas e que os valores
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de albumina estdo maiores nos animais no estadio IRIS 1, enquanto a globulina segue em
direcdo oposta, sendo mais acentuada em IRIS 2 e 3, indicando presenca de inflamacéo
sistémica nesses individuos?*.

Proteinas totais séricas apresentam correlacdo negativa com negativa com ureia,
creatinina e fosforo, sendo os valores de proteinas mais baixos no grupo IRIS 4. Isto se deve
principalmente a reducdo da albumina. A diminuicdo da albumina sérica a partir do estadio 2
se justifica pela proteindria, que culmina com perda desta proteina pelos glomérulos?®, e pela
reducdo da ingestdo calorico-proteica, 0 que ocorre com pacientes que apresentaram
hiporexia/anorexia e perda de peso?®.

Albumina e colesterol apresentaram forte correlacdo positiva e com valores normais
em IRIS 1, mais elevados que os demais grupos, demonstrando que a sindrome nefrética ndo
foi um diagndstico importante nesse estudo, pois nessa sindrome albumina e colesterol
apresentam concentracOes séricas inversamente proporcionais?’.

Sddio e potassio sdo variaveis inertes que nao discriminam 0s grupos. Isto porque
os valores de sddio podem estar normais, levemente aumentados ou diminuidos na DRC?. A
literatura também é divergente quanto ao comportamento do potassio na DRC em cées. E
relatado que pode ocorrer hipercalemia nos estadios mais graves e também que ndo ha
diferencas entre animais saudaveis e doentes renais’ 2L,

Na figura 4 observa-se que a creatinina é a variavel canonica, ou seja, a variavel
que mais se diferencia entre os grupos. Por isso ela é considerada o principal marcador de
funcéo renal'® e também o principal critério para o estadiamento IRIS®.

A correlacdo entre creatinina e hematocrito e hemoglobina é negativa, Sendo os
maiores valores de hematdcrito, hemoglobina e hemécias observadas nos estadios IRIS 1 e 2.
Na DRC é comum a ocorréncia de anemia nao regenerativa normocitica e normocrémica, que
ocorre por causa da deficiéncia de eritropoietina, agravada pela supresséo da eritropoiese e/ou
aumento da hemolise devido ao excesso de toxinas urémicas circulantes?®, além deficiéncia de
ferro, perdas gastrintestinais e falhas nutricionais®®. A gravidade da anemia na DRC é
proporcional a diminuigdo da funcéo renal®, sendo observado que nos estadios mais avancados
da DRC a anemia tende a ser mais intensa, comprometendo a qualidade de vida principalmente

nos estadios 3 e 4, podendo ocorrer em mais de 90% dos animais nessas fases?©.
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FIGURA 4 — Gréfico de vetores da analise multivariada dos dados hematoldgicos em relagédo
a creatinina nos diferentes estadios da DRC em cées

Observa-se valores mais elevados de plaquetas no estadio IRIS 2. No entanto, a
producéo de plaquetas e fatores de coagulacédo geralmente é normal em pacientes com DRC®.
Embora possa haver um defeito qualitativo e a funcdo plaquetaria possa estar alterada na
uremia®3,

Leucocitos totais, bastonetes, monocitos e linfécitos sdo varidveis de pouca
interferéncia entre os estadios da DRC. Os neutréfilos segmentados apresentaram-se mais
elevados no estadio IRIS 4. No entanto, é relatado que as toxinas urémicas podem tornar 0s
leucdcitos mais suscetiveis a apoptose, principalmente neutréfilos34.

A figura 5 aponta que ha forte correlagdo positiva entre pH sanguineo CHCO3 e
BE, sendo esses valores mais altos nos cdes em IRIS 1, indicando normalidade na funcéo de
equilibrio acido-base desses pacientes. Nos estadios mais avancados acontece a queda do
bicarbonato e das bases, causando acidose metabdlica, com consequente reducdo do pH
sanguineo®. A acidose metabdlica surge na progressdo da DRC pela perda da capacidade renal
de excregdo de ions H* e, juntamente com a dificuldade de reabsorcao tubular do bicarbonato
filtrado®. Os principais sinais relacionados sdo: anorexia, nauseas, vomito, letargia, debilidade,

atrofia muscular, perda de peso e desnutri¢do®.
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FIGURA 5 — Gréfico de vetores da analise multivariada de varidveis hemogasometria
em relagdo a creatinina nos diferentes estadios da doenca renal cronica
em cées

A correlacdo entre HCO3 e BE com AG é forte e negativa. Assim como a correlacéo
dos dois primeiros com a creatinina. Para diagnosticar acidose metabdlica € necessario avaliar
0 pH sanguineo juntamente com HCO3, BE e AG. O termo anions gap (AG) € utilizado para
mensurar a diferenca entre cations e &nions no plasma sanguineo, sendo possivel por sua
mensuracdo diferenciar o tipo de acidose: normoclorémica ou hiperclorémica®. Quando o
HCO3 esta reduzido e 0 AG aumentado sugere-se acidose normoclorémica primaria (acimulo
de &cidos organicos®®. O grupo IRIS 4, com os valores mais altos de creatinina, também
apresenta os maiores valores de AG.

O célcio ibnico (iCa) apresenta-se mais elevado nos estadios iniciais da DRC em
cdes e reduzido nos estadios avancgados, nos quais a hiperfosfatemia esta presente. O decréscimo
do iCa ocorre pela tentativa do organismo em manter estavel o produto célcio x fosforo3,
mesmo diante da hiperfosfatemia, a fim de evitar calcificagdes ectdpicas ou mesmo renal®°. A

reducéo do célcio idnico também esta relacionada com a reducédo da sobrevida®?.
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A pressdo arterial sistélica (PAS) e a densidade urinaria (DU), se destacaram,
juntamente com a creatinina, como fatores discriminantes dos grupos e séo correlacionados
negativamente (figura 6). A hipertensdo ocorre na maioria dos cdes com DRC e possui como
causas a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, alteragdo da funcéo endotelial,
retencdo de sddio, cicatrizacdo de arteriolas e reducdo da producdo renal de vasodilatadores. E
pode ter como consequéncias graves lesdes nos préprios rins, cérebro, olhos e sistema
cardiovascular®,

A DU reduz conforme a progressdo da DRC, devido a incapacidade dos rins para

concentrar adequadamente a urina e refletindo o sinal clinico de politria®®.
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FIGURA 6 — Grafico de vetores da analise multivariada de variaveis urinarias e de pressao arterial
em relacdo a creatinina nos diferentes estadios da doenca renal cronica em caes

A proteindria (RPCU) foi pouco discriminante entre os estadios. Esta alteracéo,
quando persistente, permite a avaliagdo da perda de proteinas pela urina, podendo ocorrer em
qualquer estadio, mas pode indicar progresséo e gravidade da doenca® 2.

A correlacdo entre densidade urinaria e proteinuria é forte e negativa. A proteindria

além de poder ser utilizada no diagnostico, também é um importante fator perpetuante da
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doenca, causando progressao de lesGes glomerulares e tubulo-intersticiais, ocasionando perda
de néfrons?>. Animais poteindricos tem pior prognéstico do que os ndo-proteindricos?®.

A proteinQria também possui correlacdo positiva com a hipertensdo arterial. Em
outros estudos esta correlacdo também foi observada, e a associacdo entre proteindria e
hipertensdo demonstram pior progndstico para o paciente??,

Neste estudo o pH urinario se mostrou pouco discriminante entre os grupos. No
entanto, outros estudos comparando animais com DRC e saudaveis, observaram menor média
de pH dos animais doentes’ 1°,

No Brasil, sdo escassos 0s estudos que analisam 0s sinais clinicos e alteracdes em
exames laboratoriais nos diferentes estddios da DRC, principalmente correlacionando-os e

evidenciando os fatores de maior importancia para discriminacdo dos estadios.

4. Concluséao

Existe alta relagdo entre a ocorréncia de doencas sistémicas nos dois Gltimos anos
anteriores a consulta com o inicio da DRC em cées. Os principais sinais clinicos da DRC sao
poliuria, polidipsia, vémito e diarreia, sendo todos eles correlacionados positivamente. A
hipertensdo € um agravo importante na DRC, principalmente nos estadios mais graves.

Creatinina, ureia, fosforo, calcio e aloumina discriminam os estadios da DRC e
devem ser quantificados em todos os pacientes. O aumento da creatinina ocorre
concomitantemente a elevacdo da ureia e do fosforo e a reducdo do calcio. Albumina e
globulinas possuem forte correlacdo negativa. Sodio, potassio e leucocitos ndo discriminam os
estadios da DRC em cées.

A hemogasometria deve ser realizada nos pacientes com DRC pois a acidose
metabolica é uma alteracdo muito comum a partir do estadio IRIS 3.

Os elementos mais importantes do exame de urina sdo a densidade urinaria e a

RPCU, com forte correlacdo negativa entre densidade urinaria e proteindria.
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CAPETULO 3 — PROTEINOGRAMA SERICO DE CAES NOS DIFERENTES
ESTADIOS DA DOENCA RENAL CRONICA EM CAES

RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) é uma importante enfermidade degenerativa que acomete os caes
e possui alta letalidade nesses animais. Existe a constante necessidade de buscar novos
biomarcadores para esta doenca e as proteinas de fase aguda (PFAs) sdo marcadores bioldgicos
de inflamag&o que ja foram estudadas para diversas afec¢des, demonstrando sua utilidade como
métodos de acompanhamento de tratamento e preditivos de progndstico. Este estudo objetivou
correlacionar as PFAs e a DRC em cdes nos diferentes estadios da doenca. Foram utilizadas
amostras sanguineas de 63 cdes com DRC e 11 animais saudaveis, e foi realizado o
proteinograma por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). Os resultados foram analisados estatisticamente por teste de Tukey com 5% de
significancia. Com os resultados obtidos concluiu-se que haptoglobina e a PFA com peso
molecular de 23kDa sdo PFASs positivas para DRC, ndo discriminando os diferentes estadios da
doenca. A a-1 antitripsina tem comportamento de PFA negativa e discrimina o estadio mais
grave, IRIS 4, podendo ser utilizada como indicador de prognostico na DRC em cées. A 1gG
cadeia pesada é uma PFA positiva, que apresenta elevacdo gradual e maiores valores em IRIS
3. Ceruloplasmina, transferrina, a-1 glicoproteina acida, IgA e 1gG cadeia leve ndo discriminam
caes saudaveis daqueles portadores de DRC. O uso da albumina como PFA negativa na DRC
em cdes € de pouca aplicabilidade devido a proteindria caracteristica dessa enfermidade.

Palavras-chave: caninos, eletroforese, nefropatia, proteinas sericas.

CHAPTER 3 — SERUM PROTEINOGRAM IN DIFFERENT STAGES OF CHRONIC
KIDNEY DISEASE IN DOGS
ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is an important degenerative disease that affects dogs and has a
high lethality in these animals. There is a need to seek out new biomarkers for the disease and
the acute phase proteins (APPs) are biological markers of inflammation that have been studied
for several diseases, showing their usefulness as treatment follow-up methods and prognostic
predictors. This study aimed to correlate APPs and CKD in dogs at different stages of the
disease. Blood samples from 63 dogs with CKD and 11 healthy animals were used and the
proteinogram was performed by using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The results were analyzed by Tukey’s test at 5% significance. It
was concluded that haptoglobin and APP with molecular weight of 23kDa are positive APPSs in
CKD, not differentiating the stages of the disease. a-1 has a negative APP behavior and
identifies the most severe stage, IRIS 4, and can be used as an indicator of prognosis in CKD
in dogs. The heavy chain IgG is a positive APP, which presents gradual elevation and higher
values in IRIS 3. Ceruloplasmin, transferrin, a-1 acid glycoprotein, IgA and light chain IgG are
unable to differentiate healthy dogs from those with CKD. The use of albumin as a negative
APP in CKD in dogs is of little applicability due to the proteinuria of the disease.

Keywords: canines, electrophoresis, nephropathy, serum proteins.
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1. Introducéo

A doenca renal cronica (DRC), uma deficiéncia estrutural ou funcional de um ou
ambos os rins que permanece por periodo prolongado, representando a principal doenca
degenerativa que acomete os animais de companhia, com altas taxas de mortalidade. De
ocorréncia comum em cées idosos, resulta na perda irreversivel da funcéo renal?.

O diagndstico da DRC, na maioria das vezes, é realizado nos estadios finais da
doenca, no qual o tratamento é pouco eficaz e o tempo de sobrevida do animal muito curto?
Mecanismos eficazes de diagnostico precoce e de acompanhamento da evolucdo da doenca
precisam ser desenvolvidos para que o controle da enfermidade seja mais eficiente.

A busca por novos biomarcadores para deteccdo da lesdo renal estd se
desenvolvendo rapidamente com o avango da tecnologia. Biomarcadores mais especificos,
provavelmente permitirdo a deteccdo mais precoce da lesdo renal, a identificacdo de lesdes
subclinicas, o fornecimento de informagdo quanto ao prognoéstico, a identificacdo dos
segmentos mais afetados, a avaliagdo da resposta para determinados tratamentos e a
classificacéo do risco para insuficiéncia renal dos pacientes®.

Marcadores bioldgicos ou biomarcadores podem ser definidos como elementos
relacionados as alteracBes celulares, bioquimicas ou moleculares, mensuraveis em
componentes bioldgicos, tais como tecidos, células ou fluidos. Mais recentemente, a definicao
foi ampliada para incluir caracteristicas biolégicas que podem ser objetivamente medidas e
avaliadas como indicador de processos biolégicos normais, patogénicos ou de respostas
farmacolégicas a intervencoes terapéuticas®.

Na préatica, os biomarcadores incluem ferramentas e tecnologias que podem auxiliar
na compreensdo da previsdo, causa, diagnostico, progressao, regressdao ou o resultado do
tratamento de uma doenca®. As proteinas de fase aguda sdo biomarcadores relacionados a
presenca de reacdo inflamatéria® e tém sido utilizadas em pequenos animais principalmente
como indicadores de prognéstico’.

A resposta de fase aguda (RFA) € uma reacdo inflamatdria inespecifica, que ocorre
apos qualquer lesdo tecidual e inclui mudancgas na concentragdo das proteinas de fase aguda
(PFA)8. A RFA é um processo rapido, que geralmente precede quaisquer alteragdes do sistema
imunolégico especifico, podendo surgir antes da manifestacéo de sinais clinicos®.

As PFAs atuam como mediadores da inflamacdo. Sempre que ocorre um dano
tecidual ocorre a ativacdo do sistema complemento, opsoninas e agregacdo plaquetaria que

geram resposta local imediata e inespecifica; como a atuacao dos linfocitos TH2, macréfagos,
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fibroblastos e células endoteliais que liberam as interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6)
interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) que estimulam o sistema
imunoldgico, o cérebro (eixo hipotdlamo-hiptfise-adrenal) e os hepatdcitos, os quais passam a
sintetizar e liberar as PFAs que seguem para o local do dano tecidual®®-*?

Algumas reacdes ocorrem com diminuicdo da concentracdo de componentes
especificos como a albumina e a transferrina, que sdo conhecidas como PFASs negativas. Outras
ocorrem com aumento da concentragdo dos componentes como a proteina C reativa,
haptoglobina, glicoproteina éacida alfa-1 e ceruplasmina; sendo conhecidas como PFAs
positivas®. As PFAs positivas ainda podem ser classificadas quanto a sua magnitude, sendo as
principais que aumentam suas concentracBes de dez até mil vezes em poucas horas, as
moderadas que seus niveis aumentam em duas a dez vezes em um periodo mais longo e as
menores, cujas concentracdes aumentam até o dobro do valor de normalidade®®.

A maioria das PFASs positivas sdo glicoproteinas sintetizadas principalmente pelos
hepatocitos em resposta ao estimulo das citocinas pro-inflamatorias liberadas na corrente
sanguinea. Estas reacdes fazem parte do sistema imunoldgico, produzindo resposta logo apds o
dano tecidual, com o propoésito de desencadear hemostasia®. As concentragoes séricas das PFAS
estdo relacionadas com a severidade e extensdo da lesdo tecidual®. Podendo auxiliar no
diagnéstico e progndstico dos pacientes®. E importante salientar que nem todas as espécies
animais respondem a inflamagdo com as mesmas PFAS®.

Para a quantificacdo das PFAs, a eletroforese representa a técnica mais
importante!4. Pode ser realizada em diferentes tipos de géis, sendo os mais importantes agarose
e poliacrilamida. A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio (SDS-
PAGE) apresenta os melhores resultados, pois identifica mais de 20 proteinas, mesmo as de
baixa concentracéo sérica®.

Aproximadamente 50% dos pacientes humanos com DRC apresentam, mesmo nas
fases iniciais da doenca, aumento PFAs positivas, diretamente relacionadas com a gravidade da
doenca®®. Ndo foram encontrados, na literatura consultada, estudos semelhantes em caes.

Uma importante contribuicdo das PFAs esta relacionada a habilidade dessas
proteinas em auxiliar no estabelecimento da morbidade e mortalidade dos pacientes. Elas
podem ser utilizadas como indicativos de estado de salide dos animais!’. Espera-se que no
futuro as PFAs sejam incluidas como exames de rotina para diagndstico precoce de
enfermidades e avaliacdo da eficacia de tratamentos e medicamentos?é.

A literatura € controversa quanto aos valores de referéncia para a maioria das PFAs

nos cdes saudaveis'® e, adicionalmente, existem diversas técnicas para determinacdo dessas
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proteinas. Esses fatores dificultam o estabelecimento de valores precisos de normalidade,
portanto € recomendavel que cada laboratério estabeleca seus proprios intervalos de referéncia
para cada PFA analisada®®,

Com este estudo objetivou-se determinar as concentragdes das diferentes PFAS e
das globulinas em cdes saudaveis e nos pacientes com DRC em diferentes estadios da doenca,
de modo a estabelecer a possivel relacdo entre a gravidade da DRC e a concentracdo dessas

proteinas.

2. Material e métodos

2.1. Planejamento do estudo

O estudo foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (HV-UFG), Goiania - Goias, tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG (CEUA/UFG) e registrado sob niimero 007/16.
Foram avaliados 74 cdes machos e fémeas com idades variadas, pertencentes a tutores
(domiciliados), encaminhados por veterinarios do HV-UFG e de outras clinicas da cidade de
Goiania.

Os pacientes foram atendidos no ambulatério do HV-UFG e foram distribuidos em
grupo controle e em grupos de doentes renais de acordo com o estadiamento IRIS. O tratamento
para DRC foi prescrito a todos os pacientes de acordo com as recomendagdes da IRIS? e foram
definidos trés retornos mensais. Como forma de estimular o retorno, o tutor foi informado que

0S exames seriam gratuitos para 0s pacientes que ingressassem no estudo.

2.2. Anamnese e exame clinico

Foram realizadas trés avaliagdes com intervalos de 30 dias. Durante o atendimento
0s tutores dos pacientes foram submetidos & anamnese, com objetivo de obter informacdes
sobre o estado geral do animal, comportamento, alimentacdo, ingestdo de agua, micgéo,
medicacgdes em uso e doencas anteriores.

O exame clinico constituiu da avaliacdo de pele e pelos, turgor cutaneo, linfonodos,
tempo de preenchimento capilar (TPC), avaliagdo das mucosas, cavidade oral, olhos,
auscultacdo cardiaca e pulmonar, frequéncias cardiaca e respiratoria, tipo de movimento

respiratorio, pulso, palpacao renal e abdominal e temperatura retal.



46

A avaliacdo dos animais incluiu ultrassonografia abdominal, mensuracdo da
pressdo arterial, colheita de sangue e urina para realizagdo dos seguintes exames laboratoriais:
hemograma, exame de urina, bioquimica sérica (creatinina, ureia, proteina total, aloumina,
colesterol, célcio, fosforo, sddio e potassio), determinacdo da razao proteina/creatinina na urina
e eletroforese de proteinas sericas.

A avaliacdo clinica e laboratorial completa foi realizada com o objetivo de
estabelecer o estadiamento dos pacientes e indicar o tipo de tratamento e acompanhamento
adequados, visto que eram pacientes provenientes da rotina clinica do Hospital Veterinario.

2.3. Critérios de incluséo

Foram utilizados como critérios de inclusdo nos grupos de cdes com DRC, a
presenca de proteinUria persistente (razdo proteina/creatinina urinaria >0,5) ou hipertenséo
persistente sem outra causa diagnosticada (pressdo arterial sistolica >150 mmHg), alteracao
renal ultrassonografica compativel com DRC ou azotemia persistente (creatinina sérica
>1,4mg/dL). Para os pacientes do estadio 1, os quais ndo apresentam azotemia, foi necessaria
a confirmacdo da proteinaria por meio de trés avaliacdes consecutivas da razdo PU/CU com
intervalo de uma semana. A proteindria foi considerada apenas na auséncia de sedimento
urinario ativo. Pacientes nos estadios 2, 3 e 4 foram encaminhados para o estudo com
diagnostico prévio, sendo incluidos no estudo somente com uma avaliacdo laboratorial. Foram
excluidos cées que apresentaram injuria renal aguda e doencas infecciosas.

Para os cdes do grupo controle foram descartadas quaisquer enfermidades

sistémicas por meio de exames fisicos e laboratoriais.

2.4. Distribuicdo em grupos

Apbs a realizacdo das consultas e exames laboratoriais, 0s animais foram
distribuidos em cinco grupos, sendo um grupo de animais saudaveis (controle, n=11) e quatro
grupos de animais doentes conforme o estadiamento IRIS, determinado pela concentragédo
sérica de creatinina, sendo eles: IRIS 1 (n=18), IRIS 2 (n=16), IRIS 3 (n=14) e 4 (n=15).

2.5. Avaliacdes laboratoriais

A avaliacdo hematoldgica e bioquimica de rotina de pacientes com DRC foram
realizadas no Laboratdrio Multiusuério do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG, utilizando o analisador hematoldgico Celltac MEK
6550® (Nihoh Kohden, Japéo) e analisador bioquimico automatico CM 250 (Wiener® Lab
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Group, Rosario, Argentina), respectivamente. A proteina total sérica foi determinada por
método colorimétrico, por reacdo com o biureto.

O proteinograma sérico foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). O fracionamento eletroforético foi realizado segundo
técnica descrita por Laemmli?! modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese
(Protean Il XI-Vertical Eletrophoresis CELLS®- BIO-RAD).

A polimerizagdo do gel foi possivel pela adicdo de 15uL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 0,3uL de persulfato de amonia a 10%. A placa contendo
o gel foi colocada em suporte apropriado em contato com uma cuba superior contendo solucéo
tampdo de pH 8,5, constituida de 36,309 de tris-base, 112,509 de glicina, 10g de dodecil sulfato
de sodio (SDS) e agua destilada estéril suficiente para completar um litro de solucdo. A parte
superior da placa que continha o gel entrou em contato com uma cuba contendo solucéo tampéo
de pH 8,5, constituida de 18,15¢g de tris-base, 46,25¢g de glicina, 10g de SDS, em um litro de
agua destilada estéril. As placas foram preenchidas com o gel de separacdo a 10% e gel de
empilhamento a 4%. As amostras para o fracionamento das proteinas foram preparadas
utilizando-se 10uL de soro sanguineo diluidos em 30uL de tampéo-fosfato (PBS) e 20uL de
gel mix e aquecidas sobre dgua em ebuli¢do por 10 minutos. Uma aliquota de 5uL das referidas
amostras era depositada no fosso do gel.

A placa era colocada em suporte apropriado, em contato com solugdo tampdo com
pH 8,5 e submetida a corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separacéo, o
gel era corado durante duas horas em solucéo de azul de comassie 0,2%, no agitador horizontal,
para uma coloracdo uniforme e, em seguida, retirado o excesso de corante com solucao
descorante, até que as fracdes se apresentassem nitidas.

Os pesos moleculares e as concentragdes das fragdes proteicas foram determinados
por densitometria computadorizada (Shimadzu CS-9301) por meio do escaneamento das
amostras (Figura 1). Para a identificagdo das proteinas foram utilizados marcadores (Sigma
Marker™, wide range, 6,5 a 200 KD) de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29
e 20 KD, além das proteinas purificadas albumina, alfa-1-antitripsina, haptoglobina,
ceruloplasmina, transferrina e 1gG. Para a avaliacdo densitométrica das bandas proteicas

confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padréo.
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FIGURA 1 — Escaneamento do gel de poliacrilamida para quantificagdo
das proteinas por densitometria computadorizada

2.6.Andlise estatistica

Para verificar se as proteinas séricas e seu fracionamento eletroforético diferiram
entre os cdes sadios e doentes renais cronicos nos diferentes estadios da doenca e nos diferentes
momentos de avaliacdo, utilizou-se a andlise de variancia pelo teste F. O teste de Tukey foi
utilizado para comparacdo das médias entre os cdes sadios e doentes renais nos diferentes
estadios, e entre os cdes com DRC nos diferentes momentos. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.

3. Resultados e discussao

A separacéo das fragdes de proteinas séricas feita em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE) incluiu albumina, alfaglobulinas, betaglobulinas e
gamaglobulinas (figuras 2 e 3).

Os valores de peso molecular e das médias das proteinas totais e PFAs dos caes
saudaveis (grupo controle) e dos cdes com DRC nos diferentes estadios da IRIS estdo
representados na tabela 1, juntamente com as letras que representam as diferencas estatisticas

observadas entre 0s grupos.



FIGURA 2 - Eletroforese de proteinas séricas em matriz de gel de
poliacrilamida mostrando a separacéo das fragdes protéicas em
caes com doenca renal crbnica. Ha 17 amostras de soro
sanguineo, sendo a amostra padréo (P) ocupando o espago 7. As
proteinas com maior peso molecular localizam-se no inicio (1) da
corrida eletroforética, estando entre elas as proteinas IgA (170
KD), ceruloplasmina (125 KD), transferrina (85 KD), alboumina
(65 KD), alfa-1- antitripsina (60 KD) e 1gG (cadeia pesada) (52
KD). No meio (M) do gel estdo as proteinas haptoglobina (39
KD) e alfa-1-glicoproteina &cida (37 KD). Ao final (F) do gel
estdo as proteinas 1gG (cadeia leve) (25 KD) e proteina de 23 KD.
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FIGURA 3 — Tracado eletroforético de um cdo com doenga renal cronica estadio IRIS 3
mostrando os picos das diferentes proteinas séricas.
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TABELA 1 - Meédias e desvios-padrdo das concentragdes séricas das fracdes proteicas (g/dL), verificadas
na eletroforese SDS-PAGE, em 74 cdes com DRC nos diferentes estadios da IRIS

Proteina (g/dL) Controle IRIS1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
(N=11) (N=18) (N=16) (N=14) (N=15)
Proteina total 8,18 +1,72 9,25%+156 8,70*+1,25 8,16*+0,72 7,47°+1,49
Albumina 496°+0,88 530°+1,01 4,65°+074 4,14*+259 3,47°+0,57
al antitripsina 0,228+0,06 0,222+0,09 0,232+0,07 0,18 +0,06 0,17°+0,04
al glicoproteina 0,022+0,01 0,022+0,01 0,03*+0,03 0,042£0,04 0,022%0,01
acida
Ceruplasmina 0,03+0,01 0,03*+0,01 0,032+0,01 0,042+0,02 0,032+0,01
Haptoglobina 0,12°+0,17 0,17°+0,08 0,182+0,12 0,22°+0,17 0,28%+0,23
Transferina 0,36°+0,08 052*+0,15 041*%+0,11 0,41*+0,18 0,32°+0,10
IgA 0,022+0,01 0,03+0,01 0,02°+0,01 0,04°+0,04 0,022 +0,02
1gG total 1,54°+124 1,68*+127 194°+0,99 2,142+0,82 2,03*+1,13
1gG cadeia pesada 1,06°+0,86 1,08°+0,62 1,25°+0,60 1,49®°+056 1,37°+0,59
IgG cadeia leve 0,48+053 0,60°+0,69 0,69°+0,43 0,65°+0,30 0,66+ 0,60
PM 23.000 (g/dL)  0,68°+0,21 1,00°+0,26 0,90°+0,33 0,81°+0,36 0,81*+0,25

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade para comparagdo de médias. IgA: imunoglobulina A; IgG: imunoglobulina G; PM: peso molecular

Na Tabela 2 estdo demonstradas as médias das concentracdes séricas de proteina
total e das PFAs nos cdes com DRC nos diferentes estddios da doenca e em diferentes
momentos, sendo realizada uma avaliagdo por més. No decorrer do tempo n&o houve diferenca

estatistica entre animais do mesmo grupo IRIS.

TABELA 2 — Medias das concentragdes séricas de proteina total e das fragdes proteicas (g/dL),
verificadas na eletroforese SDS-PAGE, em cdes com DRC nos diferentes estadios da IRIS
e em diferentes momentos (M): primeira avaliagdo (1), segunda avaliagéo (2) e terceira
avaliagdo (3), com intervalos de 30 dias entre as avaliagdes

IRIS M PT Alb. a1 a1G. Cer. Hap. Tr. IgA 119G 19G IgG PM
A A T CP. ClL. 23

1 1 925 530 022 002 003 017 052 003 168 108 060 1,00
2 88 532 023 003 003 018 045 002 163 111 051 0,66

3 87 519 019 0,03 0,04 016 048 003 146 1,07 04 084

2 1 870 465 023 003 003 018 041 002 194 125 069 0,90
2 926 48 027 003 003 017 039 002 232 147 086 094

3 916 446 023 003 003 024 04 002 246 153 094 098

3 1 816 4,14 018 004 004 022 041 004 214 149 065 081
2 921 476 02 003 003 012 042 002 224 148 0,76 1,08

3 766 429 017 002 003 014 035 002 159 113 046 0,83

4 1 747 347 017 002 003 028 032 002 203 137 066 081
2 832 39 018 002 003 031 035 003 227 162 065 0,86

3 769 338 017 002 003 03 034 003 211 144 068 093

PT: proteinas totais; Alb: albumina; ol A: a-1 antitripsina; al G.A.: a-1 glicoproteina acida; IgA: Cer:
ceruloplasmina; Hap: haptoglobina; Tr: transferrina; imunoglobulina A; 1gG T.: imunoglobulina G total; 1gG
C.P.: imunoglobulina G cadeia pesada; 1gG C.L.: imunoglobulina g cadeia leve; PM 23: proteina de peso
molecular 23kDa.
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3.1. Proteina total

As concentracbes de proteinas totais apresentaram reducdo progressiva
considerando os quatro estadios da DRC. Em IRIS 4 a média foi significativamente inferior a
IRIS 1 (Figura 4).
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FIGURA 4 — Valores de médias proteina total nos diferentes grupos de animais
saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos diferentes
estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

Os dois grupos que apresentaram os valores mais baixos de proteinas totais foram
0s extremos, 0s saudaveis e os mais doentes, por diferentes razdes. No grupo controle as
proteinas totais encontraram-se dentro da normalidade, com concentragdes de albumina e
globulinas adequadas. Ja o grupo IRIS 4 teve as proteinas totais reduzidas pela perda de
albumina. Os DRC nos estadios 1, 2 e 3 apresentam reducdo gradual de albumina com aumento
concomitante das globulinas, indicando presenca de inflamacéo.

Nd&o houve diferenca estatistica nas concentragfes de proteina total nos diferentes

grupos nas avaliagdes mensais.

3.2. Albumina

As concentracOes séricas de albumina foram semelhantes para os grupos Controle
e IRIS 1, sendo estatisticamente superiores aos grupos IRIS 3 e 4. Houve reducédo progressiva
com o agravamento da DRC (Figura 5).
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FIGURA 5 — Valores de médias de albumina nos diferentes grupos de animais
saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crdnicos nos diferentes
estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

Nesse estudo as concentragdes séricas de albumina reduziram conforme a
progressao da DRC. Isto pode ter ocorrido por diferentes razdes, sendo que uma delas € que a
albumina é uma PFA negativa, sua expressdo pode ser bloqueada em estados inflamatdrios?? 2
e sua reducéo conforme ocorre o avango da doenca, indica pior progndstico.

Outro motivo é que com o avango da doenca, comeca-se a observar hiporexia e
anorexia nos pacientes, o que pode levar a hipoalbuminemia. No entanto, relata-se que a
reducdo dos valores de albumina é fator mais indicativo de RFA do que de desnutri¢do®. Sua
diminuicdo ocorre pela combinacdo de fatores como supressdo da producgdo, aumento da
permeabilidade vascular e aumento do catabolismo?? 23,

Uma terceira e importante causa para a reducéo da albumina sérica nos pacientes
com DRC é a perda de proteinas pela urina (proteinaria) muito presente nesses pacientes, pois
é a principal proteina extravasada diante de lesdes glomerulares®®. Sua reducéo sérica esta
relacionada com a reducio da sobrevida dos pacientes?.

N&o houve diferenca estatistica nos valores de albumina para nenhum dos grupos

nas avaliacBes mensais.

3.3. Alfa-1-antitripsina
As médias de a-1 antitripsina foram estatisticamente semelhantes entre os grupos
controle e IRIS 1 e 2 e significativamente superiores ao grupo IRIS 4. Esta proteina se

apresentou como uma PFA negativa, demonstrando nos animais saudaveis e nas fases iniciais
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da DRC, valores maiores do que nas fases mais avangadas (Figura 6). No entanto, essa PFA é
considerada na literatura como uma PFA positiva em cdes?’. Embora outros autores também a
tenham descrito como PFA negativa no linfoma?®, na erliquiose?®, doenca hepética e doenca
pulmonar cronica®®. Em outro estudo nio foi observada diferenca nas concentracdes dessa

proteina entre cdes hospitalizados e cies saudaveis®..
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FIGURA 6 — Valores de médias de a-1-antitripsina nos diferentes grupos de
animais saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos
diferentes estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

A o-1 antitripsina é considerada uma PFA imediata nas inflamages ou infecgoes®
aumentando suas concentraces rapidamente apds a lesdo tecidual e normalizam-se apds o
término do estimulo®. Possivelmente por essa razdo, na DRC ela ndo se comportou como uma
PFA positiva. Essa PFA apresenta valores menores quando h& menor intensidade de
inflamacao®

Nao houve diferenga estatistica quanto aos valores de a-1 antitripsina para nenhum
dos grupos nas avaliacbes mensais.

3.4. Alfa-1-glicoproteina acida

A a-1 glicoproteina acida ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos
(Figura 7), embora seja relatada sua associa¢do com doencas cronicas®. E descrita a producio
dessa proteina pelos rins em pacientes humanos, apesar da biossintese ser realizada
principalmente pelos hepatécitos®.
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FIGURA 7 — Valores de médias de a-1-glicoproteina acida nos diferentes grupos
de animais saudaveis (Controle n=11) e doentes renais cronicos
nos diferentes estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4
(n=15).

Na DRC nao foram observadas alteracBes significativas dessa proteina,
provavelmente por se tratar de uma PFA imediata e positiva, sendo induzida principalmente
pela interleucina-1 (IL-1) e sua tendéncia é aumentar e normalizar rapidamente ap0s o inicio da
lesdo tecidual® *2. Também ndo foi relatada alteracdo dessa proteina em cdes com neoplasias
mamarias®. Mas ¢ uma PFA muito Gtil em outras doencas como linfoma® %, carcinomas,
sarcomas® e na peritonite’’. E considerada um agente imunomodulador e antinflamatorio
natural®,

Nao houve diferenga estatistica nos valores de a-1 glicoproteina acida para nenhum

dos grupos nas avaliacbes mensais.

3.5. Ceruloplasmina

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos para ceruloplasmina (Figura 8).
Pode haver decréscimo de ceruloplasmina em casos de desnutricio e nefrose®. E induzida por
interleucina-6 (1L-6) e considerada uma PFA positiva e tardia® 3,

Como nesse estudo, ndo foi relatada alteracdo de ceruloplasmina em animais
saudaveis apos o uso de glicocorticoides®. Em outras enfermidades como piometra®,
babesiose*! e gastroenterite hemorragica*? foi relatada alta atividade dessa proteina.
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FIGURA 8 — Valores de médias de ceruloplasmina nos diferentes grupos de
animais saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos
diferentes estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

N&o houve diferenca estatistica nos valores de ceruloplasmina para nenhum dos

grupos nas avaliagdes mensais.

3.6. Haptoglobina

A haptoglobina apresentou valores estatisticamente inferiores no grupo controle,
com elevagdo gradual nos quatro estddios da DRC, tendo comportamento de PFA positiva
(Figura 9). Essa proteina € uma PFA tardia, que eleva-se pela estimulacdo da IL-6, que demora
um tempo para ter seus valores alterados, permanecendo dessa forma por varias semanas® %, E
relatado que os rins, juntamente com os pulmdes, tecido adiposo e bago, também podem auxiliar
os hepatdcitos na producdo dessa proteina®. Outros estudos também demonstraram o uso da
haptoglobina como indicador de diagndstico e prognostico de inflamagfes*3. Também tem suas
concentragOes elevadas na infeccdo por Dioctophyma renale®, erliquiose?®, babesiose®,
piometra?®, gastrites*’, menigites®®, leishmaniose,*® no estresse e processos neoplasicos
recentes*?.

Foram relatados no Reino Unido valores de referéncia para haptoglobina em cées
de 0,1 a 0,2g/dL*, estando compativeis com o grupo controle nesse estudo, e os grupos IRIS 1
e 2 apresentaram-se proximos ao controle e apenas 0s grupos IRIS 3 e 4 com valor médio maior
que 0,2g/dL.

N&o houve diferenga estatistica nos valores de haptoglobina para nenhum dos

grupos nas avaliacbes mensais.
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FIGURA 9 — Valores de médias de haptoglobina nos diferentes grupos de animais
saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos diferentes
estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

3.7. Transferrina

Os valores de transferrina foram estatisticamente inferiores nos grupos controle e
IRIS 4 (Figura 10). A transferrina € uma PFA negativa que atua limitando o crescimento de
varios microorganismos em decorréncia da sua ligagdo com o ferro , mas nesse estudo ndo se
apresentou como uma proteina de importancia para a DRC em cdes, assim como ja foi descrito
para o ser humano, a qual permanece inalterada na doenga renal®. Foi relatada importancia da
transferrina como PFA em deficiéncias de ferro?’, doencas hepaticas, anemia hemolitica,
sindrome nefrética®® °! e leishmaniose®.

N&o houve diferenca estatistica nos valores de transferrina para nenhum dos grupos

nas avaliacdes mensais.
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FIGURA 10 - Valores de médias de transferrina nos diferentes grupos de animais
saudaveis (Controle n=11) e doentes renais cronicos nos diferentes
estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

3.8. Imunoglobulina A

N&o houve diferenca estatistica entre o controle os grupos de animais doentes para
IgA (Figura 11). As IgAs sdo comumente encontradas em secrecdes externas®, podendo ser
essa a causa da normalidade nas suas concentragdes séricas nesse estudo. O aumento dessas
imunoglobulinas foi relatado em casos de doenca hepatica, doencas infecciosas, mielomas e

linfomas®.
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FIGURA 11 — Valores de médias de IgA nos diferentes grupos de animais
saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos diferentes
estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).
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N&o houve diferenca estatistica nos valores de IgA para nenhum dos grupos nas

avaliagcbes mensais.

3.9. Imunoglobulina G total
A imunoglobulina G total (IgG) apresentou valores médios mais elevados nos
grupos IRIS 3 e 4 (Figura 12), sendo significativamente superior em IRIS 3.
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FIGURA 12 — Valores de medias de 1gG nos diferentes grupos de animais saudaveis
(Controle n=11) e doentes renais crbénicos nos diferentes estadios
IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

N&o houve diferenca estatistica nos valores de 1gG total para nenhum dos grupos

nas avaliacdes mensais.

3.10. Imunoglobulina G cadeia pesada

As médias de IgG cadeia pesada apresentaram valores crescentes, comportando-se
como uma PFA positiva (Figura 13). Os valores em IRIS 4 foram significativamente superiores
quando comparados ao grupo controle. E relatada maior produgo dessas proteinas em doencas
inflamatorias e neoplasicas® 3 3,

Né&o houve diferenca estatistica nos valores de IgG cadeia pesada para nenhum dos

grupos nas avaliacbes mensais.
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FIGURA 13 — Valores de médias de 1gG cadeia pesada nos diferentes grupos de
animais saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos
diferentes estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

3.11. Imunoglobulina G cadeia leve
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos para 1gG cadeia leve (Figura 14).
Essa imunoglobulina é conhecida como IgG colostral, transferida da mée para o filhote no

aleitamento, portanto ndo é esperado seu aumento nos casos de DRC.
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FIGURA 14 — Valores de médias de IgG cadeia leve nos diferentes grupos de
animais saudaveis (Controle n=11) e doentes renais crénicos nos
diferentes estadios IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

N&o houve diferenca estatistica nos valores de 1gG cadeia leve para nenhum dos

grupos nas avaliacbes mensais.
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3.12. Proteina de peso molecular 23kDa

A proteina com peso molecular 23kDa, ndo identificada nominalmente, apresentou
0s menores valores nos animais saudaveis (controle), diferindo estatisticamente dos grupos com
DRC (Figura 15), se comportando como PFA positiva na DRC. Essa proteina ja foi relatada
como PFA positiva importante para cdes com linfoma®® e como PFA negativa para cdes com
erliquiose®. Uma vez que ha importante reducdo nas proteinas séricas totais no grupo IRIS 4,
é bastante relevante o fato de esta proteina se manter elevada nesse grupo.

E possivel que esta proteina seja a proteina C reativa, pois é relatado que esta tltima
no ser humano possua 23kDa>, e em ces foi descrita com duas subunidades diferentes de
19,4kDa e 23,5kDa*®, e em outro estudo com 23,21kDa por anélise de espectrometria de
massa>®. No entanto, para realizar esta afirmacao seria necessaria a realizacdo de outros testes

diagndsticos.
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FIGURA 15 — Valores de médias de proteina ndo identificada nominalmente com
peso molecular 23kDa nos diferentes grupos de animais saudaveis
(Controle n=11) e doentes renais crénicos nos diferentes estadios
IRIS1 (n=18), 2 (n=16), 3 (n=14), e 4 (n=15).

N&o houve diferenca estatistica nos valores da proteina com PM 23kDa para

nenhum dos grupos nas avaliagdes mensais.
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4. Conclusodes

A haptoglobina e a PFA com peso molecular de 23kDa sdo PFAs positivas para
DRC, ndo discriminando os diferentes estadios da doenca.

A a-1 antitripsina tem comportamento de PFA negativa e discrimina o estadio mais
grave, IRIS 4, podendo ser utilizada como indicador de progndstico na DRC em caes.

A 1gG cadeia pesada é uma PFA positiva, que apresenta elevacdo gradual e maiores
valores em IRIS 3.

Ceruloplasmina, transferrina, a-1 glicoproteina &cida, IgA e IgG cadeia leve ndo
discriminam cées saudaveis daqueles portadores de DRC.

O uso da albumina como PFA negativa na DRC em cées é de pouca aplicabilidade

devido a proteindria caracteristica dessa enfermidade.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Vaérios estudos sobre doenca renal cronica (DRC) em cédes sdo constantemente
realizados, diante da alta prevaléncia da doenca, sua gravidade, irreversibilidade e dificuldades
no tratamento. A grande maioria dos estudos dedica-se a investigar biomarcadores de
diagndstico precoce e indicadores de progndstico. Visto que o tratamento efetivo para esta
doenca € muito limitado, devido a ndo regeneracdo dos néfrons.

Nesse estudo foi possivel realizar uma andlise estatistica pouco utilizada em
Medicina Veterinéria, avaliando um grande nimero de animais nos diferentes estadios da DRC,
obtendo-se por meio da analise multivariada de dados associacGes entre diferentes parametros
clinicos e laboratoriais.

Resultados relevantes observados incluiram a necessidade de avaliacdo laboratorial
completa nesses pacientes, principalmente a mensuracao do fosforo, célcio, albumina e 0 exame
de urina com RPCU. Na rotina clinica generalista, muitas vezes esses exames sdo subutilizados,
dificultando 0 acompanhamento e tratamento adequado desses pacientes.

Outro exame de destaque na DRC e que precisa ser cada vez mais utilizado e
compreendido é a hemogasometria, sendo a acidose uma consequéncia muito grave da DRC,
que na maioria das vezes possivel de ser revertida quando adequadamente diagnosticada. A
realizacdo da hemogasometria depende de equipamento especifico, de alto custo e proximo ao
local de colheita do material, visto que o exame deve ser realizado imediatamente apos a
colheita. Isto dificulta sua realizacdo em muitos locais onde ndo ha casuistica suficiente que
justifique a aquisicdo do aparelho, o que pode impedir a instituicdo do tratamento correto e do
acompanhamento dos pacientes.

Alguns dos resultados obtidos nesse estudo ja foram descritos em literatura, no
entanto nenhuma pesquisa avalia todos os dados simultaneamente em analise multivariada.
Como existe escassez de estudos com essas caracteristicas no Brasil, foi possivel realizar nesse
estudo uma abordagem inédita.

O desenvolvimento do presente estudo também possibilitou a analise do
proteinograma sérico de cdes nos diferentes estadios da DRC e em diferentes momentos. Essas
analises foram realizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Na medicina,
0 uso do proteinograma ja é uma realidade na rotina, sendo que na medicina veterinaria ainda
h& muito o que evoluir. E preciso aumentar o nimero de estudos com essa ferramenta a fim de

divulgar sua utilizacdo e reduzir os custos.
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Dentre as dificuldades enfrentadas no decorrer do experimento, a principal foi a
realizacdo da eletroforese SDS-PAGE, por se tratar de uma técnica de custo elevado e
dependente de conhecimento da técnica pelo operador, sendo este um procedimento complexo
e que requer experiéncia.
O trabalho com animais de rotina também é um grande desafio na realizacdo de
estudos cientificos, pois € necessario considerar a heterogeneidade dos pacientes, a dependéncia
da colaboracéo dos tutores para a realizacdo do tratamento e para os retornos dos animais, bem
como a casuistica do hospital veterinario. Especialmente nesse estudo, outro fator dificultador
foi a necessidade da realizacdo de alguns exames imediatamente ap6s a colheita, sendo
necessario a mobilizacdo de uma equipe para efetivacdo dos mesmos.
Sugere-se, apds a concretizacdo desse estudo, a realizacdo de novas pesquisas
visando:
¢ aformacédo de um banco de dados clinicos e laboratoriais de caes e gatos com DRC atendidos
no HV-UFG para posteriores avaliacdes estatisticas e de casuistica;

e a mensuracao de outras PFAs que ndo sao especificadas em eletroforese SDS-PAGE para
animais com DRC como a proteina C reativa e amiloide a sérica;

¢ arealizacdo de estudo semelhante a esse em gatos, espécie com alta prevaléncia de DRC;

¢ arealizacdo de um estudo semelhante acompanhando os animais por um tempo mais longo;

e a realizacdo de um estudo para identificar adequadamente a proteina de peso molecular
23kDa.

A pbs-graduacdo strictu sensu € uma oportunidade Unica de se pesquisar
profundamente sobre temas de grande relevancia na rotina clinica de pequenos animais e
contribuir com a evolugédo da medicina veterinaria. A trajetdria de pesquisas é desafiadora, mas
muito importante para a evolucdo da medicina veterinaria.

A realizacdo desses estudos possibilitou um grande crescimento como profissional,
ser humano e principalmente na avaliacdo critica do significado da pesquisa e da ciéncia para

0S animais e para o ser humano.
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ANEXO 1

Ficha de anamnese e exame clinico

Identificacdo do tutor
Nome do tutor:

Endereco:
Cidade:

Telefone:

Identificacdo do animal

Nome:

Sexo:
Idade:
Raca:

Porte:

Peso:

Aspectos gerais
Qual o motivo da consulta/queixa principal? Em caso de retorno, quais alterac6es apresentadas

desde a Ultima avaliacdo?

O animal passa por algum tipo de tratamento/ Quais medicamentos em uso?

O animal apresentou algum tipo de doenca nos dois ultimos anos?

O animal apresenta alteragcdes de comportamento?

O animal aumentou a ingestdo de agua?

O animal alimenta-se normalmente? Qual o tipo de alimentagédo?

Houve alteragdo na freqtiéncia de micgéo?




Houve alteragdo no volume de urina produzido?

O animal sente dor ao urinar?

Qual a coloracgéo da urina?

Como esta o aspecto e coloragdo das fezes?

O animal apresenta vomito?

Exame fisico

Pele e pélos:

Turgor cutaneo:

Linfonodos:
Sub-mandibulares:

Pré-escapulares:

Popliteos:

Mucosas:

TPC:

Cavidade oral:

Olhos:

Frequéncia respiratoria:

Tipo de movimento respiratorio:

Auscultacdo pulmonar:

Frequéncia cardiaca:

Auscultacgdo cardiaca:

Pulso:

Palpacdo abdominal:

Palpacéo renal:

Temperatura:
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ANEXO 2

Parametros de referéncia das variaveis hematologicas em caes sadios

Variaveis Unidade Caninos
Hematocrito % 37-55
Eritrdcitos 105/uL 5,5-8,5
Hemoglobina g/dL 12-18
VCM fL 60-77
HCM g/dL 19,5-24,5
CHCM % 32-36
Reticulocitos % 0-1,5
Plaquetas 10%/uL 170-500
Leucdcitos 10%/uL 6-17
Bastonetes Relativo % 0-3
Absoluto /uL 0-300
Segmentados Relativo % 60 - 77
Absoluto /uL 3000 - 11500
Linfocitos Relativo % 12-30
Absoluto /uL 1000 - 4800
Monacitos Relativo % 3-10
Absoluto /uL 150 - 1350
Eosinofilos Relativo % 2-10
Absoluto /uLL 100 - 1250
Basofilos Relativo % Raros
Absoluto /uLL Raros

Fonte: Jain (1993)



ANEXO 3

Parametros de referéncia do perfil bioquimico sanguineo em cées sadios

Variaveis Valores de referéncia

Proteinas totais (g/dl) 58-7,1
Albumina (g/dI) 2,6-3,3
Globulina (g/dl) 2,7—-4,4
Creatinina (mg/dL) 05-15
Uréia (mg/dL) 20 -60
Célcio (mg/dL) 9-11,3
Fosforo (mg/dL) 2,6 -6,2
Colesterol (mg/dl) 135-270
Sédio (MEg/L) 128,8- 145,6*
Potassio (MEq/L) 4,37 - 5,65

Fonte: Kaneco et al. (1997);
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ANEXO 4

Termo de consentimento livre e esclarecido ao tutor do animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO AO TUTOR DO ANIMAL

Vocé esté sendo convidado(a) a participar, como voluntario, de uma pesquisa. Apés ser esclarecido(a) sobre as
informagdes a seguir e, caso aceite participar do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra do pesquisador responsavel. Se recusar ndo serd penalizado de forma alguma. Em
caso de davida vocé pode procurar o Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias,
pelo telefone (62)3521-1215.
Titulo da Pesquisa: Proteinas de fase aguda na doenca renal cronica em cées
Pesquisadores: LaylalLivia de Queiroz — CRMV 5946 e Prof2. Dr2. Maria Clorinda Soares Fioravanti; telefones: (62)
81610347

Esta pesquisa tem como principal objetivo avaliar o comportamento de proteinas de fase aguda caes com
doenca renal crénica, sem custos aos proprietarios dos cdes selecionados. O exame clinico consistira no exame
fisico completo, em que todos os dados serdo anotados em ficha clinica especifica ao experimento. Para realizagao
dos exames laboratoriais, ha necessidade de jejum alimentar de 12 horas. Serédo realizadas colheitas de sangue,
pela puncado da veia jugular e cefélica, e de urina, por cistocentese (punc¢édo da bexiga através do abdome). No
laboratério serdo realizados 0s seguintes exames: hemograma, exame de urina bioquimica sérica, bioquimica
urinéria e hemogasometria. Para a ultrassonografia abdominal, os caes seréo tricotomizados (raspagem dos pelos)
no abdome. Sera verificada a pressdo arterial com o aparelho de Doppler. O acompanhamento dos caes
selecionados sera realizado mensalmente. Nesses dias, pré-determinados, o proprietario devera colaborar e levar
seu cdo & clinica veterinaria estipulada pelo pesquisador. Como o céo doente renal crénico deve ser monitorado
periodicamente, independente da pesquisa, a grande vantagem para o proprietario e também para seu animal em
participar desse experimento € que estes cdes serdo constantemente avaliados, podendo-se fazer ajustes na
terapia ou também detectar precocemente complicacdes que poderdo ser reversiveis, caso tratadas a tempo. A
pesquisa nao gerard dor ou riscos ao animal, pelo contrario contribuira para o seu bem-estar. O
proprietadrio tem a garantia de sigilo nas informacdes obtidas, bem como o direito de retirar o
consentimento a qualquer tempo, sem qualquer problema ou retaliagdes de qualquer natureza.
Assinatura da Pesquisadora:

Eu, ,RG CPF , abaixo assinado e proprietario do cdo de nome

, raca, , e idade , concordo que 0 mesmo participe
do estudo “Proteinas de fase aguda na doenga renal crbnica em caes”, como sujeito. Estou ciente e fui
devidamente informado e esclarecido, pela pesquisadora Layla Livia de Queiroz, sobre a pesquisa, 0s
procedimentos envolvidos, assim como os riscos e beneficios decorrentes da participa¢éo de meu animal. Também
me foi garantida a retirada de meu consentimento a qualquer momento, sem que isso resulte em qualquer
penalidade ou retaliagao.

Local e data

Assinatura do responsavel

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do proprietéario

do animal em participar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores)

1) Nome 2) Nome
Assinatura Assinatura




ANEXO 5
MINISTERIO DA EDUCACAD ."
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ )
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goidnia, 07 margo de 2016.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 007/16

I - Finalidade do projeto de pesquisa: dontorado
II - Tdentificacio:

O Titule do projeto: Proteina de fase aguda nos diferentes estadios da doenca renal cronica

O Pesquisador Responsavel’ Unidade: Layla Livia de Queiroz — EVZUFG

O Pesquisadores Participantes: Profa Dra Mana Clonnda Soares Fioravanti —- EVZ/UFG (orientadora)
Profa Dra Aline Mana Vasconcelos Lima - EVZUFG (co-onientadora)
Profa Dra Naida Cristina Borges - EVZUFG (co-cnentadora)

O Unidade onde seri realizade: EVZUFG
O Data de apresentacio a CEUA: 17/02/16

IIT - Objetivos e justificativa do projeto:

As PFAs sfio biomarcadores de inflamacio que ja foram estudadas para diversas doengas, demonstrando sua
utilidade como métodos de acompanhamento de tratamento e preditivos de prognéstico. Existem poucos
estudos na medicina e nio fol encontrado nenhim em medicina veterindna relacionando as PFAs e a DRC.
Diante dessa lacuna, objefiva-se com este projeto estabelecer a relevincia clinica da determinacio das
proteinas de fase agnda nos diferentes estidios da doenca renal cronica em cées, de modo a estabelecer a
possivel relacdo entre a gravidade da DRC e a concentragio das PFAs.

IV - Sumirio do projeto:
O Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos ¢ necessidade do nimero de animais:
Nio ha possibilidade ou necessidade de métodos alternativos, visto que se trata de um estudo que wai
beneficiar os animais doentes, sem lhes trazer nenhum dano.
O Descricio do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):
Serdo utilizados 65 cies, machos ou fémeas, de qualquer raca e que tenham doenca renal cromica.
O  Espécie ¢ nimero total de animais utilizados:
Nimero total de 63 cies.
O Descricio das instalacdes utilizadas e namero de animais/irea’qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacio/hidratacio:
Os animais permanecerao em suas residéncias com fodo manejo de responsabilidade do proprietirio.
O Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e analise dos riscos aos
pesquisadores/alunos:
Wi sera utilizado agente infeccioso.
Comissde de Etica ne Uso de dnimais/ CEL
Pré-Reitoria de Pesquisa e Inovag3o/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Semambaia (Cargpus 1) -
CEP-74001-970, Goiinia — Goiss, Fone: (55-67) 3521-1874.
Emasil: ceua ufgiazmail com
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Parecer do comité de ética (continuacéao)

MINISTERIO DA EDUCACAD -"‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
FRO-EEITORIA DE FESQUISA E INOVACAO UFG

COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Fizcos de acidentes durante a colheita de amosfras serdo evitados por meio do uso da focinheira & contencio
pelo proprietanio, amda aszim toda equipe esta habituada 3 manipulac3o sepura da espécie em questio e
zerzo utilizades EPL=.

- Adequacio da metodolozia e conzideracoes sobre o zofrimento impozto ac: animais:

0 expermmento e de graw de mwasividade [, cansando pouco desconforto ou estresse. Oz amimaiz passario
por exames de rofina para diagnostico da doenga renal crénica, serde confidos pelos proprios donos & apos 2
colberta das amestras e dos dados pecessanos para o projeto retormardo para suas casas de posse do
proprietano.

=  Metodo de ewtansisia: Nio serdo submetides 3 eutandsia

= Destino do animal: Parmanecerio em suas residencias.

V — Comentarioz do relator frente 4z orientacoez da CETTA:

O Quanto a dorumentos: Oz pesqmizadores submateram todoz oz decumentos necezzinios para analize do
projeto, mehozive o termo de consentimento e esclarerido adequadamente presnchudo.

= Qmanto a0z cuidados & manejo doz animaiz e riscos aos peaguizadores:

O experimento poszm barmo gran ds mvasmiadade e oz animars penmanscerao com sens propristanos duramte
todo expenimento. Os nacos de aidentes foram previsios e sardo evitados de forma apropriada.

VI - Parecer da CETUTA:

De zecordo com 2 documentagdo apresentada 2 CEUUA considerames o projeto APROVADOD. Lambramos
que ofz) pesquisador(s) responsavel deverd encarminhar 3 CEUA-DRPI-URG o Relstorio Final basszdo na conchusdo
do estdo e nz incidéncia de pablicagdes decomentes deste, de acordo com o disposto na Lei n® 11.704 de 02 10/200E,
e Eesolugio Nommativa . 00, de 02/07/2010 do Conselho Waconsl de Controle de Experimentscio Amnimal-
COMNCEA. O prazo para enfresa do Felatdrio & de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, prevista para
conchizdo am 03/2018.

VII - Diata da rennido: 070316,

"

N7 &

Dira. Xla% Costa
Coordanadora da CEUAPEPLTUF G
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