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APRESENTACAO

A dissertacdo foi dividida em trés capitulos e segue as orientagdes do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

No primeiro capitulo consta as consideracBes gerais, na qual sdo abordados os
principais conceitos acerca da insuficiéncia renal aguda e doenga renal cronica, aspectos
anatdmicos e fisioldgicos do sistema renal e um enfoque envolvendo a hematologia, urinalise
e bioquimica sanguinea de cées acometidos pela doenca renal com énfase nos biomarcadores
precoces de disfungéo renal.

No segundo capitulo intitulado “Avaliagdo da cistatina C sérica como biomarcador
precoce da disfuncdo renal em cdes”, esta estruturado como artigo cientifico do qual faz
parte, resumo, abstract, introducdo, material e métodos, resultados, discussdo, conclusao e
referéncias, objetivou-se neste estudo determinar a concentracdo sérica do biomarcador
cistatina C, em cdes agrupados de acordo com os niveis creatinina sérica, também mensurou-
se outras variaveis bioguimicas utilizadas na avaliacdo da funcdo renal na rotina clinica de
pequenos animais, este artigo sera encaminhado para publicacdo na revista Ciéncia Animal
Brasileira, apds as correcdes e sugestdes propostas pela banca examinadora.

No terceiro capitulo intitulado “Achados hematoldgicos e na urinalise de caes em
diferentes estdgios de doenca renal”, possui a mesma estrutura assumida pelo segundo
capitulo, a énfase deste artigo situa-se acerca do eritrograma, plaquetograma, leucograma e
alguns determinantes da urinalise que serdo analisados diante de diferentes concentracdes de
creatinina serica. Este artigo também serd encaminhado para publicagdo na revista Ciéncia

Animal Brasileira, apds as correcdes e sugestdes propostas pela banca examinadora.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os rins nos mamiferos recebem aproximadamente 25% do débito cardiaco, respondem
a disturbios hidricos, eletroliticos e acido-basicos, alem da producdo de hormdnios que
regulam a pressdo arterial e a producéo de eritrdcitos, todas essas funcbes sdo realizadas por
um grande ndamero de tipos celulares, dispostos na unidade funcional do rim, denominada
néfron (VERLANDER, 2008).

Em relacdo a anatomia renal, o rim esquerdo € normalmente mais pesado que o direito,
ambos possuem o formato de feijdo, espessos dorsoventralmente, com uma superficie ventral
arredondada e uma superficie dorsal menos convexa, sdo retroperitoneais e estdo localizados
na regido sublombar (ELLENPORT, 1986).

Os principais segmentos do néfron sdo o glomérulo que responde pela filtracdo, o
tubulo proximal onde ocorre a reabsor¢do isosmotica de 65-70% da agua filtrada e de cloreto
de sédio (NaCl), reabsor¢do de 90% do anion bicarbonato (HCOj3) filtrado, neste local
também se produz amdnia (NH3) e ocorre a reabsorcdo de potassio (K*), fosfato, célcio
(Ca?*), magnésio (Mg?"), ureia e uratos. A alca de Henle é responsavel pela reabsorcdo de 15
a 25% do NaCl filtrado e pelo controle da excrecéo de Mg*".

O tabulo distal responde pelo controle ativo de excregdo de Ca®*, no ducto coletor
medular temos a reabsor¢do ou secrecdo de K e por fim no segmento conector e ducto
coletor cortical, ha a secrecdo de K™ mediado por aldosterona nas células principais, secre¢éo
do ion H" pelas células o-intercaladas e reabsorcdo de K* e agua (DIBARTOLA, 2007).

Algumas situagdes podem predispor a insuficiéncia renal aguda (IRA) e a longo prazo
podem levam a doenca renal crénica (DRC), cuja causa normalmente é dificil de determinar.

A IRA é potencialmente reversivel, sendo caracterizada como uma perda abrupta da
funcdo renal, que pode ser de origem isquémica ou toxica (GRAUER, 2010; DiBARTOLA,;
WESTROPP, 2015).

Em contrapartida, o termo DRC é utilizado para definir a presenca de lesdo renal
persistente pelo periodo minimo de trés meses, caracterizada pela perda definitiva e
irreversivel de massa funcional e/ou estrutural de um ou de ambos os rins, e pode-se observar
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) de até 50% em relacéo ao seu normal (POLZIN
et al., 2008).

A IRA agride os sistemas gastrointestinal, nervoso, respiratorio, musculoesquelético
entre outros e a conduta terapéutica deve contemplar o paciente no todo, logo é necessario

atencdo com a dieta (restricdo a ingestdo oral até que o vOmito desapareca), corrigir



desequilibrios &cidos-basicos, evitar agentes nefrotdxicos, monitorar a producdo de urina e
considerar em alguns casos a diélise peritoneal ou a prépria hemodialise (COWGILL, 2008).

Alguns agentes nefrotoxicos podem ser citados como: antimicrobianos
(aminoglicosideos, cefalosporinas, sulfonamidas, entre outros), anfifungicos (anfotericina B),
analgésicos (anti-inflamatdrios ndo esteroides), agentes quimioterdpicos (cisplatina,
metotrexato, doxorrubicina), anestésicos (metoxiflurano) e demais agentes (GRAUER, 2010).

A DRC também causa alteracdo nos sistemas citados para a IRA, porém a uremia
presente neste estagio pode acometer secundariamente outros sistemas corporeos. E
necessario monitorar o0 paciente, corrigir a hipocalcemia, hiperfosfatemia, hipertenséao,
desidratacéo, fazer restricdo de proteina em casos de DRC moderada a grave e hemodialise,
além de alertar o proprietario que o prognostico é de reservado a desfavoravel, porém
devemos salientar que o transplante renal ja esta disponivel nos hospitais de referéncia como
Hospital Veterindrio Fead-Minas, localizado em Belo Horizonte — Minas Gerais (ADAMS,
2008).

Atualmente a Sociedade Internacional de Interesse Renal (International Renal Interest
Society — IRIS, 2015), utiliza o termo DRC e prop6e um sistema de classificacdo composto
por quatro estagios de evolugdo da doenca em cédes e em gatos.

Esses estagios foram estabelecidos a partir das concentracdes séricas de creatinina, que
é o marcador utilizado com frequéncia na rotina clinica de pequenos animais, porém esta
analise deve ser realizada em conjunto com outros parametros, visto que a creatinina sofre
influéncia de outros fatores (BRAUN; LEFEBVRE, 2008).

Na medicina veterinaria é crescente o numero de cdes e gatos que chegam a senilidade,
isto deve-se principalmente aos cuidados que seus proprietarios proporcionam aos animais de
estimacdo, como alimentacdo equilibrada, exercicio fisico, realizacdo de exames, além de
produtos veterinarios e tratamentos complementares que em conjunto favorecem a
longevidade. Dentre varias alteracGes vivenciadas por esta populacdo idosa, encontram-se as
doencas cronicas, das quais a doenca renal esta presente.

A DRC é considerada uma condicdo sem alternativas de melhora réapida, de evolucédo
progressiva, custo elevado de tratamento e impacto negativo sobre a qualidade de vida do
animal. Assim, o estabelecimento de um diagndstico precoce € primordial para instituicdo de
medidas que auxiliem na recuperacdo do Orgdo, antes que o organismo desempenhe
mecanismos metabdlicos adaptativos e compensatorios que culminem na impossibilidade de
reverter o quadro patologico. A avaliacdo precoce da funcdo renal é a chave para o

diagnostico, monitorizacdo e manejo das doencas renais (STEVENS et al., 2006).
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Os parametros usuais para avaliacdo laboratorial da funcéo renal sdo creatinina e a
ureia séricas. A creatinina é formada através do metabolismo da creatina e fosfocreatina
muscular. O nivel de creatinina sérica € influenciado pela idade, pela raca, sexo e também
pela massa muscular, a mensuracdo nesta condicdo é limitada e pode subestimar a funcéo
renal em pacientes caquéticos, geriatricos, e muito jovens, bem como em caes de ragas
pequenas (MEDAILLE et al., 2004; MIYAGAWA; TAKEMURA; HIROSE, 2010; DUNLOP
etal., 2011; ZALDIVAR-LOPEZ et al., 2011; ROSSET et al., 2012; MISBACH et al., 2014;
RORTVEIT et al., 2015). Logo intervalos de referéncia especificos, contemplando idade e
raca poderiam fornecer resultados fidedignos da concentracdo sérica da creatinina, porém esta
ainda ndo é uma realidade (HOKAMP; NABITY, 2016).

A creatinina é totalmente excretada pelos glomérulos, ndo havendo a reabsor¢édo
tubular, logo pode ser utilizada como indice de filtracdo glomerular, sua elevacdo na
circulacdo ocorre mais tardiamente nos estados de insuficiéncia renal (IR), quando comparado
com a ureia sanguinea. A creatinina pode estar elevada no soro devido a fatores pré-renais
como diminuicdo do fluxo sanguineo, renais como a diminuicao da filtracdo glomerular (FG)
e p6s-renais como a ruptura e/ou obstruc&o do trato urinario (GONZALEZ; SILVA, 2006).

A ureia é produzida no figado através da arginase (ciclo da ureia) e é o principal
produto final do catabolismo proteico. Por ser de baixo peso molecular, a ureia difunde-se
igualmente pelos fluidos orgénicos.

E excretada através do filtrado glomerular, em torno de 25 a 40% da ureia é
reabsorvida através dos tabulos renais, na dependéncia do fluxo urinario e 60% ¢é eliminada
através da urina. Em situacdes em que ocorre diminuicdo da FG, observa-se maior retengdo da
ureia, isso ocasiona um aumento da concentra¢do sanguinea, mas somente sera considerada
azotemia renal primaria quando 75% dos néfrons de ambos 0s rins tornarem-se afuncionais
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

A concentracdo de ureia e afetada por fatores extra-renais como ingesta proteica
elevada e jejum prolongado. Devido a essas interferéncias, a ureia ndo € um bom indicador do
funcionamento renal quando analisada isoladamente. Para se analisar a funcdo renal, esse
parametro deve ser interpretado juntamente com o0s niveis de creatinina, proteina e densidade
urinaria (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Dentre os biomarcadores precoces de disfungéo renal, podemos mencionar a cistatina
C, considerada uma alternativa promissora e utilizada em humanos com resultados positivos,

porém em medicina veterindria 0 uso é ainda limitado a trabalhos académicos e poucos



11

laboratérios executam este teste devido ao custo elevado e ndo padronizacdo dos valores de
referéncia para céo e gato.

A cistatina C, uma proteina inibidora das cisteino-proteases. As proteases ou
proteinases sdo enzimas cuja atividade é regulada por seus inibidores e estdo envolvidas em
processos de degradagdo proteica intra e extracelular e em uma variedade de reagdes
metabdlicas. As cistatinas atuam formando complexos com suas enzimas alvo na protecéo dos
tecidos do hospedeiro contra a destruicdo proteolitica (SHLIPAK; PRAUGHT; SARNAK,
2006).

E considerada a inibidora fisiologicamente mais importante das proteases enddgenas
da cisteina, pois seu papel é o de inibir tais proteases secretadas ou “vazadas” dos lisossomos
de células doentes ou rompidas, protegendo o tecido conjuntivo. A cistatina C € sintetizada e
secretada de forma constante por todas as células nucleadas. Portanto, mesmo em processos
infecciosos, a sua concentracdo sérica depende fundamentalmente da TFG e ndo €
influenciada pela massa muscular, estado nutricional ou febre (SHLIPAK; PRAUGHT;
SARNAK, 2006; PRATES et al., 2007). Devido a sua pequena massa molecular e a sua carga
positiva em pH fisioldgico, a cistatina C é livremente filtrada pelos glomérulos, sendo quase
totalmente removida da circulacdo. Sua metabolizacdo se d& nos tGbulos proximais distais,
onde ocorre reabsorcao quase completa (99%) pelas células tubulares, e posterior degradacéo
enziméatica dentro dos lisossomos (ROYAKKERS et al., 2011). Assim, em condicBes
fisioldgicas, a concentracdo urinaria de cistatina C € minima (SCHWARTZ; FURTH, 2007).

A enzima gama glutamiltransferase (GGT) urinaria, também pode ser citada nesta
conjuntura, visto que, quando presente na urina indica injuria, usualmente associada a leséo
epitelial tubular ou necrose (FREITAS; VEADO; CARREGARO, 2014).

A GGT é considerada uma enzima de inducéo, sendo sintetizada por quase todos 0s
tecidos corporais, com maior concentracdo no pancreas e rins. O que se observa
normalmente é a elevagdo das concentracdes de GGT, sem que as concentracdes de ureia e
creatinina, importantes marcadores da funcdo renal estejam alteradas. Portanto, a GGT
urinéria pode ser um marcador Gtil na monitora¢do da descontinuidade de agressdes e/ou das
possiveis causas de lesBes irreversiveis (FAGLIARI et al., 1996; LASSEN, 2007).

O aumento da excrecdo de proteinas, denominado proteiniria também tem valor
diagnostico ou prognostico na deteccdo inicial e confirmacdo de doenca renal, (FORTERRE;
RAILA; SCHWEIGERT, 2004; PRICE; NEWALL; BOYD, 2005; ROSSI et al., 2012).

A proteindria é uma andlise semi-quantitativa, que € realizada por meio de tiras

reagentes, o resultado deve ser interpretado juntamente com a densidade urindria. A
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proteindria pode ser decorrente de glomerulonefropatia, defeitos de transporte tubular,
inflamag&o ou infeccéo do trato urindrio (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Considerada uma enzima de inducdo, a fosfatase alcalina (FA) é amplamente
distribuida no organismo, sintetizada no figado, osteoblastos, epitélios intestinal e renal e na
placenta. Porém os hepatocitos respondem pela maior parte da atividade sérica normal
dessa enzima. O aumento da producdo de FA e de sua concentracao seérica pode ser notado
em casos de maior atividade osteoblastica, colestase, inducdo por drogas e doencas
crénicas, inclusive neoplasias. Nos disturbios hepéaticos detecta-se 0 aumento de sua
atividade no soro em decorréncia de colestase tanto por obstrugdo dos canaliculos intra
como extrabiliares (LASSEN, 2007).

Os eletrolitos sodio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI") também estdo intrinsicamente
relacionado com o desequilibrio eletrolitico. O Na* pode alterar seu padrdo de normalidade,
quando os disturbios afetarem a fungdo tubular renal, resultando em um aumento patoldgico
da taxa de Na filtrado, mas néo reabsorvido.

A hiponatremia é o resultado de anormalidades no equilibrio hidrico, geralmente um
defeito na excrecédo renal de 4gua, ou seja, pode ocorrer a perda de soluto por acdo primaria da
aldosterona, sendo excretado na urina como sal e em pequenas quantidades nas fezes e no
suor ou pela retencdo de &gua, situacbes que podem levar a concentracdo sérica de Ca**
abaixo do limite inferior de referéncia para a espécie (GONZALEZ; SILVA, 2006;
ELLIOTT; DELANEY; NELSON, 2010).

A hipernatremia desenvolve-se quando ha perda de fluidos hipotbnicos, condicdo que
ocorre na DRC e IRA polidrica (DELANEY; NELSON, 2015).

O K" é o principal cation intracelular das células de mamiferos, aproximadamente
95% do conteudo total de potassio corporal estdo localizados nas células, com o mdsculo
contendo de 60 a 75% desse elemento. O rim é o principal regulador do equilibrio de K,
sendo filtrado nos glomérulos e cerca de 70% da carga filtrada reabsorvidos isosmoticamente
com agua e sddio nos tubulos proximais (MORAIS; DIBARTOLA, 2007).

Em geral a concentracdo do CI° estid inversamente relacionada com a do &nion
bicarbonato (HCO3) e diretamente relacionada com a de ion Na*. As mudancas de CI estdo
reguladas principalmente pela sua excre¢do no rim (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Outros eletrélitos que também sdo importantes na fisiologia renal, séo o Ca®* e o
fosforo (P), o primeiro possui funcdo estrutural do sistema esquelético, além de participar
ativamente do controle da entrada de ions através das membranas celulares, ativagdo de

funcOes secretoras e de contracdo celular e também apresentar-se como co-fator em reagoes
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do metabolismo intermediério. O desequilibrio no metabolismo do Ca®* resulta-se alteracéo
da transmissdo de estimulos nervosos sinapticos, da contragdo de musculo esquelético e
funcdo do musculo cardiaco. Aproximadamente 50% do Ca?* total do sangue estdo ligados as
proteinas plasmaticas (principalmente a aloumina) (FETTMAN, 2007).

A hipercalcemia é o aumento na concentracio plasmética de Ca** pode apresentar-se
em 10% dos cées com IRC, elevagéo esta decorrente da diminuigdo da excrecéo renal, falha
tubular renal em inativar o paratormonio, aumento do complexo célcio-citrato e uma resposta
exagerada & vitamina D, causando o aumento da absorcdo de Ca** nos intestinos (BUSH,
2004).

Porém a hipocalcemia também pode estar presente em casos de IR, ou seja, nesta
condicdo hd uma retencdo de fosféro, logo ha um aumento na massa total de minerais e a
excrecdo de célcio por sua vez sera aumentada, a ativacdo da vitamina D, também pode estar
reduzida, pois esta é dependente da fungdo renal, levando a uma menor absorgdo intestinal de
Ca’* e menor mobilizagdo 6ssea (MEYER; COLES; RICH, 1995).

O outro eletrélito € o P que pode apresentar aumento na circulagdo sanguinea quando
ocorre DRC, principalmente nos estagios mais avancados da doenca (POLZIN; OSBORNE;
ROSS, 2008). Segundo estudo realizado por NASSAR (2000), a presenca de hiperfosfatemia
foi constatada em 87% dos casos e 0 aumento da concentracdo sérica de paratormonio (PTH)
em 93%, observando-se correlacéo positiva entre 0s dois parametros.

A elevacdo da concentracdo sérica de P parece estimular diretamente a secrecdo do
PTH e assim, desenvolve-se o hiperparatireoidismo secundario renal na tentativa de regular o
desequilibrio do metabolismo de Ca** e P.

Uma das agbes do PTH é de mobilizar o Ca?* dos ossos (promovendo a reabsorcio
0ssea), 0 que resulta em picos de hipercalcemia, a qual favorece a deposicao de sais de célcio,
em tecidos moles (calcificacdo metastatica) e principalmente nos rins, ocasionando
perda ainda maior de néfrons (OSBORNE; STEVENS; LULICH, 1995; VANHOLDER,;
SMET, 1999; DHONT et al., 2000).

Além disso, a perda de tecido renal funcional leva a uma diminuicdo da atividade da
vitamina D, pela enzima 1-o-hidroxilase presente nos rins, o que também é um fator
estimulador da secrecdo de PTH (BROWN et al., 1997).

A analise hematologica compreende o estudo do eritrograma, leucograma e
plaquetograma, sendo uma ferramenta que pode auxiliar no diagnostico das alteragdes
ocorridas devido a doenga renal, em estdgios iniciais as alteracdo sdo sutis, mas com a

evolucdo da doenca e com os desequilibrios ocorrendo de forma persistente, é possivel
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verificar a presenca de uma anemia, que resulta principalmente da reducdo na producdo de
eritropoietina (EPO) pela massa diminuida de fibroblastos peritubulares do cértex renal
funcional (CANZIANI et al., 2006). A anemia nestes casos é progressiva, classificada como
normocitica, normocroémica e ndo regenerativa (ABENSUR, 2010).

As toxinas urémicas produzidas na DRC podem afetar os leucécitos, em especial, 0s
neutrdfilos, tornando estes mais susceptiveis a apoptose celular (JABER et al., 2001).

A urinalise pode ser dividida em trés partes: propriedades fisicas, onde avalia-se a
aparéncia, densidade especifica, exame quimico: pH, proteinas, glicose, cetonas, bilirrubina,
sangue oculto e analise do sedimento urinario, avaliagdo das células, cilindros e cristais
(FETTMAN; REBAR, 2007). A gravidade especifica da urina ou densidade é um indicador
atil da habilidade de concentracdo urindria, a isostendria (1,008 a 1012) ocorre quando héa
lesbes que afetam mais de 66% do parénquima renal (insuficiéncia renal), sendo que a
azotemia ndo ocorre até que mais de 75% dos rins tenham sido lesionados (GONZALEZ;
SILVA, 2006).
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AVALIACAO DA CISTATINA C SERICA COMO BIOMARCADOR
PRECOCE DA DISFUNCAO RENAL EM CAES

Resumo

A cistatina C é uma proteina catiénica ndo glicosilada, produzida num ritmo constante por
todas as células nucleadas e presente nos liquidos biolédgicos, sendo livremente filtrada pelos
glomérulos e quase completamente catabolizada no tabulo proximal, trata-se de um promissor
marcador de disfuncdo renal precoce. Objetivou-se determinar e comparar a concentracao
sérica do biomarcador cistatina C em 86 cdes. Os animais foram divididos em quatro grupos
de acordo com niveis de creatinina sérica: G1 - até 1,4 mg/dL (23 animais), G2 - 1,5-2,0
mg/dL (16 animais), G3 - 2,1-5,0 mg/dL (24 animais) e G4 - acima de 5,1 mg/dL (23
animais). Realizou-se a mensuragdo dos parametros utilizados na rotina clinica de pequenos
animais como ureia, gama glutamiltransferase urinéria, proteinuria, fosfatase alcalina, sodio,
potéssio, cloreto, célcio, fésforo, relagdo célcio/fésforo e cistatina C. Houve diferenca
estatistica para ureia, proteinaria, fosforo, relacdo céalcio/fosforo, potéassio e cistatina C,
entretanto, os demais ndo apresentaram diferenca estatistica. Baseado nos resultados obtidos
podemos inferir que a cistatina C ndo foi um bom indicador precoce de doenca renal em cées.

Palavras-chave: bioquimica sérica, caes, doenca renal, eletrélitos, marcador precoce.

EVALUATION OF SERUM CYSTATIN C MARKER EARLY RENAL
DYSFUNCTION IN DOGS

Abstract

Cystatin C is a cationic protein is not glycosylated, produced a steady state for all nucleated
and present in biological fluids cells being freely filtered by the glomeruli and almost
completely catabolized in the proximal tubule, it is a promising early renal dysfunction
marker. This study aimed to determine and compare the serum concentration of cystatin C
biomarker in 86 dogs. The animals were divided into four groups according to serum
creatinine levels: G1 - up. 1.4 mg / dL (23 animals), G2 - 1.5-2.0 mg / dL (16 animals), G3 -
2.1 to 5.0 mg / dL (24 animals) and G4 - above 5.1 mg / dL (23 animals). There was the
measurement of the parameters used in the clinical routine of small animals such as urea,
urinary gamma glutamyl transferase, proteinuria, alkaline phosphatase, sodium, potassium,
chloride, calcium, phosphorus, calcium/phosphorus ratio and cystatin C. There was no
statistical difference for urea, proteinuria, phosphorus, calcium/phosphorus, potassium and
cystatin C, however, the other showed no statistical difference. Based on the results we can
infer that cystatin C was not a good early indicator of kidney disease in dogs.

Keywords: biochemistry serum, dogs, kidney disease, electrolyte, early marker.
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Introducgéo

A doenca renal (DR) frequentemente progride sem ser detectada, pois 0s danos renais ndo
causam dor e a sintomatologia € sutil e inespecifica, passando despercebida pelos
proprietarios, logo o diagnostico ocorre em estdgios tardios, quando a doenca ja esta
avangada.

A ureia e a creatinina sdo parametros sanguineos utilizados na avaliacdo da filtracdo
glomerular (FG), sendo que grande parte da ureia produzida pelo organismo é excretada pela
urina, logo se ha reducgdo deste mecanismo, a concentracdo sérica deste analito estaré elevada.
A creatinina é filtrada pelo glomérulo, ndo reabsorvida pelos tabulos renais e pode ter a
sintese influenciada pela massa muscular, idade, exercicios prolongados. Mantem-se dentro
dos valores de referéncia até que 75% ou mais dos néfrons tornem-se sem funcéo, podendo
ser considerada marcador tardio e de baixa sensibilidade.

Dentro deste contexto os exames laboratoriais para deteccdo precoce de DR sdo necessarios,
evitando o agravamento do quadro clinico do animal e desta forma colaborando para
prognostico favoravel. Os estudos apontam para a cistatina C, como um potencial marcador
precoce de DR, porém ainda séo necessarias algumas investigacdes“ ™.

Em medicina veterinaria a primeira validacdo desta proteina em cées, ocorreu nos estudos
conduzidos por Jensen e colaboradores® eles concluiram que a cistatina C, foi maior nos
grupos de cdes com insuficiéncia renal (IR) com sintomatologia clinica, em comparacdo com
caes saudaveis e caes portadores de outras patologias nao renais.

A enzima gama glutamiltransferase (GGT), quando presente na urina esta usualmente
associada a lesdo epitelial tubular ou necrose, sendo considerada ndo s6 um marcador precoce
de lesdo renal, mas também um marcador persistente da mesma®?.

Em relagdo & protein(ria para Forterre e colaboradores™ e Price e colaboradores™® a
deteccdo de um aumento na excrecdo de proteinas tem valor diagnostico ou progndéstico na
deteccdo inicial e confirmacdo de DR, logo a quantificacdo da proteindria pode ter valor
consideravel na avaliacdo dos agentes terapéuticos e progressdo da doenca.

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima de indugdo, sendo que o aumento da sua atividade
sérica € maior quando ha atividade osteoblastica, mas também pode estar associada colestase
em cées e ao uso de medicamentos 2.

O sddio (Na"), potassio (K") e cloreto (CI), também sdo Uteis na monitorizacdo do paciente
renal. Durante o processo de evolugdo da doenca renal cronica (DRC), a fim de manter o
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balango eletrolitico, os tdbulos renais diminuem a reabsorcdo de Na®, aumentando
gradativamente sua concentracdo na urinat®.

Da mesma forma o K* que é o cétion intracelular mais abundante do organismo, diante de
situacbes patologicas que interfiram com a absorcdo ou reabsorcdo no rim, manifesta-se
levando a quadros de hipocalemia*®.

A determinagdo do CI” € utilizado na avaliacdo de disturbios acido-béasicos, em geral sua
concentracdo pode ser alterada em resposta a variacdo de outros eletrdlitos, a hipocloremia
pode ser observada na acidose metabdlica por acumulo acidos organicos, 0 que ocorre em
casos de DR,

A mensuracdo dos niveis de calcio (Ca*") e fosforo (P) e da relagdo Ca®'/P, também sdo
importantes, a IR produz um quadro denominado hiperfosfatemia. O Ca®* pode sofrer
diminuicdo dos niveis séricos, 0 que favorece a precipitacdo e a deposicao de fosfato de célcio
em tecidos moles, principalmente nas células renais, nas membranas basais tubular e
glomerular. A diminuicdo da relacdo Ca”*/P, pode levar ao hiperparatireodismo secundario
renal (HSR), que é uma tentativa de equilibrio destes minerais, porém como a funcéo renal
esta comprometida, 0 que ocorre é a progressio da doenca renal®®.

Sendo assim, a importancia deste estudo consiste em analisar a viabilidade
da cistatina C como marcador precoce de funcédo renal em grupos de cées divididos de acordo
com niveis de creatinina sérica e avaliar os parametros usuais utilizados para diagnostico de

disfuncéo renal.
Material e métodos

Utilizou-se neste estudo 86 cdes oriundos da rotina clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (HOVET-UFU).

Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com niveis de creatinina sérica: G1
(23 animais) até 1,4 mg/dL; G2 (16 animais) 1,5-2,0 mg/dL; G3 (24 animais) 2,1-5,0 mg/dL e
G4 (23 animais) creatinina acima de 5,1 mg/dL.

A obtencdo das amostras de sangue foi realizada por puncdo das veias cefalica, jugular,
femoral ou safena lateral, em cada coleta obteve-se cinco mililitros (mL) de sangue de cada
animal acondicionados em tubo a vacuo sem anticoagulante (BD Vacuntainer®). As
amostras de urina foram coletadas por cateterismo vesical, cistocentese ou mic¢do natural,
aproximadamente 3 a 7 mL, sendo acondicionada em recipiente estéril®. As amostras
sanguineas e urindrias foram encaminhadas ao Laboratorio Clinico Veterinario da

Universidade Federal de Uberlandia, o sangue foi centrifugado a 720g durante cinco minutos
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para a obtencdo do soro e determinacdo imediata das concentracdes séricas de creatinina,
ureia, Ca**, P e FA. Uma aliquota foi separada e armazenada em freezer -80 °C, por periodo
maximo de 60 dias, para mensuragdo da cistatina C, Na*, Cl" e K.

Para a determinacdo da concentracdo de GGT urinaria utilizou-se aproximadamente 2 mL da
amostra de urina, antes da centrifugacdo e acondicionados em eppendorf® e imediatamente
analisada, os resultados obtidos foram corrigidos pela formula proposta por De Schepper e
colaboradores ", X= Yx25/Z, onde X= concentracio da GGT urinaria calculada, Y=
concentracdo da GGT urinaria da amostra, Z= ultimos dois digitos da densidade urinaria da
amostra, a qual foi aferida com uso do refratbmetro. Em seguida avaliou-se a proteinuria
através de tiras reativas Combur ° Teste M, seguindo as normas do fabricante.

Foram determinadas em cada amostra as concentracdes séricas da creatinina, ureia (método
enzimatico cinético UV), cistatina C (método imunoturbidimetria), gama glutamiltransferase
(método szasz modificado) e fosfatase alcalina (método cinético optimisado), célcio (método
CPC-cresolftaleina complexona) e fdsforo (método cinético UV IFCC), em analisador
automatico multicanal ChemWell (Awareness Technology Inc., Palm City, FL, USA),
previamente calibrado com calibra H e aferido com soro controle universal qualitrol H. Para
a calibracédo da cistatina C, utilizou-se calibra e qualitrol plus cistatina C, Kits comerciais da
Labtest Diagnéstica®). O valor da relagdo Ca/P foi calculada.

As concentracdes de Na*, K* e CI” foram determinadas pelo método eletrodo de ions seletivos,
em analisador Easylyte Plus (Medica Corporation, Bedford-USA).

Utilizou-se andlise de tabela cruzada entre grupos e elementos codificados, seguido do teste
qui-quadrado (y2) de independéncia, adotou-Se significancia de 5%. Os procedimentos
estatisticos foram realizados no programa SPSS (IBM).

O projeto foi aprovado pelo CEUA (Comité de Etica na Utilizagio de Animais), protocolo n°
028/15.

Resultados

Na Tabela 1, estdo listadas as variaveis utilizadas na avaliacdo da funcéo renal, em relacdo a
ureia no G1 esta foi estatisticamente diferente de G2, G3 e G4, apresentando nestes grupos
frequéncia maior de animais acima dos valores de referéncia para a espécie canina.

Na avaliacdo da frequéncia da cistatina C, o G1 diferiu estatisticamente do G4, o G2
apresentou diferenca entre G3 e G4, enquanto que G3 apresentou diferenca G2, o G4

apresentou diferenca significativa entre G1 e G2, apenas em G4 observou-se que a frequéncia
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de animais foi sutilmente maior para aqueles que exibiram valor acima da média estabelecida
neste experimento. A GGT urinéria ndo apresentou diferenca estatistica e todos os grupos
apresentaram comportamento similiar, com a maior frequéncia de animais agrupada dentro
dos limites desejaveis para a espécie.

A proteinuria apresentou diferenga entre G1 e G2 e G1 e G3, em todos 0s grupos a
predominancia de frequéncia foi para valores acima de (> 0,30 g/L), que pode ser interpretado
como 1+ (cruz).

A atividade sérica da FA ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos e todos

situaram-se em maior frequéncia dentro dos valores desejaveis para a espécie.
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Tabela 1. Frequéncia de caes com valores desejavel e elevado distribuidos em grupos de acordo com niveis de creatinina sérica.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina
(<1,4 mg/dL) (1,5-2,0 mg/dL) (2,1-5,0 mg/dL) (> 5,1 mg/dL)
(N=23) (N=16) (N=24) (N=23)
VARIAVEL DESEJAVEL* FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%)
ELEVADO**
Ureia (mg/dL) <60* 19(82,6)° 2(12,5)° 2(8,3)° 0(0,0)°
>60** 4(17,4) 14(87,5)° 22(91,7)° 23(100,0)°
Cistatina C (mg/L) <0,73* 21(91,3)*° 16(100,0)" 15(62,5)*¢ 11(47,8)°
>0,73** 2(8,7)*° 0(0,0)° 9(37,5)%¢ 12(52,2)°
GGT urinaria (U/L) <92* 19(82,6)° 10(62,5) 12(50,0)? 18(78,3)
>Q2%* 4(17,4) 6(37,5)° 12(50,0)? 5(21,7)
Proteindria (g/L) <0,30% 11(47,8) 1(93,7)° 2(8,3)° 6(26,1)*"
>0,30%** 12(52,2) 15(6,3)° 22(91,7)° 17(73,9)*°
FA (U/L) <156* 19(82,6)? 11(68,7)? 15(62,5)° 15(65,2)°
>156%** 4(17,4) 5(31,3) 9(37,5) 8(34,8)

(a,b,c) frequéncias nas linhas seguidas por letras diferentes, sao estatisticamente diferentes (p<0,05).
Intervalo de referéncia (ureia e FA) estabelecido por Kaneko e colaboradores *®
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Na Tabela 2, a concentragdo sérica de Na* ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos, sendo que a maior frequéncia situou-se dentro dos limites desejaveis. Em
relagdo ao K* apenas o G4 foi diferente estatisticamente do G1 e G2. O CI” ndo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos e a maior frequéncia de animais
apresentou valores acima do limite paraa espécie.

A concentracdo sérica Ca”* ndo apresentou diferenca estatistica e a maior frequéncia de
animais ficou dentro dos padrdes desejaveis para a espécie.

O G1 para a variavel P diferiu estatisticamente do G3 e G4, 0 grupo 2 apresentou
diferenca em relacdo ao G4. Os grupos 2,3 e 4 nesta variavel apresentaram a maior
frequéncia de animais acima dos valores de referéncia, para esta variavel.

Na relagdo Ca**/P, houve diferenca entre o grupo 1 e o grupo 3 e 4, entre G2 e G4, G3
e G4. O comportamento apresentado pelo G1 e G2 evidéncia que a maior frequéncia de
animais concentrou na relagdo >1:1, enquanto que para o0 G3 e G4 a maior frequéncia

foi verificada na relagdo <1:1.
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Tabela 2. Frequéncia de caes com valores desejavel e elevado de acordo com o0s niveis de creatinina sérica.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina
(<1,4 mg/dL) (1,5-2,0 mg/dL) (2,1-5,0 mg/dL) (> 5,1 mg/dL)
(N=23) (N=16) (N=24) (N=23)
VARIAVEL DESEJAVEL*  FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%) FREQUENCIA (%)
ELEVADO**
Na* (mEq/L) <152,3* 14(82,6)° 12(75,0)° 16(66,7)° 12(52,2)?
>152,3** 9(17,4) 4(25,0) 8(33,3)° 11(47,8)
K* (mEg/L) <5,65% 18(78,3)? 14(87,5)? 18(75,0)*° 11(47,8)"
>5,65%* 5(21,7) 2(12,5)* 6(25,0)*" 12(52,2)"
CI" (mg/dL) <115*% 7(69,6)° 6(37,5)* 10(41,7) 10(43,5)
>115** 16(30,4)° 10(62,5) 14(58,3) 13(56,5)°
Ca’* (mg/dL) <11,3* 22(95,7)* 15(93,7) 20(83,3) 18(78,3)
>11,3** 1(4,3)* 1(6,3) 4(16,7) 5(21,7)
P (mg/dL) <6,2%* 19(82,6)* 7(43,7)*" 4(16,7)"° 0(0,0)°
>6,2%%* 4(17,4) 9(56,3)%" 20(83,3)>° 23(100,0)°
Rel Ca?*/P <1:1 4(17,4) 5(31,3)*° 13(54,2)° 19(82,6)°
>1:1 19(82,6)° 11(68,7)*" 11(45,8)" 4(17,4)°

(a,b,c) frequéncias nas linhas seguidas por letras diferentes, sao estatisticamente diferentes (p<0,05).

Intervalo de referéncia (Ca e P) estabelecido por Kaneko e colaboradores “®/Intervalo de referéncia (Na, K, CI") estabelecido por Meyer e

Harvey™®®
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Discussao

Os resultados deste estudo acerca da variavel ureia, sdo semelhantes com o trabalho de Poppl
e colaboradores®®, que ao avaliarem cdes com transtornos renais, observaram que a ureia
estava acima dos valores de referéncia nos animais em que a creatinina também demonstrou
estar acima da normalidade. A ureia é o produto final do metabolismo proteico nos
mamiferos, sendo seu nivel avaliado em relacdo a quantidade de proteina na dieta e ao
funcionamento renal, neste estudo niveis séricos elevados de ureia (>60 mg/dL), acompanham
0s niveis de creatinina sérica elevada, o que permite inferir que quando ocorre diminuicdo da
FG, observa-se maior retencdo da ureia, levando a um aumento na concentraco sanguinea, o
que pode ser traduzido como perda ou reducdo da funcdo renal, demonstrando que os nefréns
tornaram-se afuncionais.

Neste estudo determinou-se a média da cistatina C (0,73 mg/L) a partir da mensuracao desta
proteina nos 86 animais, os resultados obtidos neste estudo ndo corroboram com Didem e
colaboradores®?, que avaliaram grupos distintos de cies infectados naturalmente por Babesia
canis vogeli, Ehrlichia canis e um terceiro grupo de cées saudaveis, nos dois grupos de cédes
parasitados a creatinina apresentou discreto aumento e a ureia permaneceu dentro dos valores
de referéncia (creatinina: 0,5-1,4 mg/dL e ureia: 16-54 mg/dL) enquanto que a cistatina C
apresentou os seguintes valores 5,28 mg/L para o grupo B.c. vogeli e 3,02 mg/L para o grupo
E. canis, os autores consideraram que a cistatina C foi um indicador precoce de injuria renal
no grupos de cées envolvidos na duas patologias.

Braun e colaboradores®?, encontraram o limite de 1,3 mg/L para animais saudéveis, estudo
este composto por 179 cées, neste trabalho observou ainda que os valores de cistatina C
reduziam drasticamente logo apds alimentacdo e permaneciam assim por até 9 horas. Esta
pode ser uma das razGes para 0s valores mais baixos para cistatina C nos cédes deste
experimento, visto que ndo era solicitado aos proprietarios que realizassem o jejum dos
animais.

Outro ponto importante € em relacdo & metodologia, Jonkisz e colaboradores®® observaram
diferenga significativa nos resultados da cistatina C sérica para cdes classificados de acordo
com a Sociedade Internacional de interesse renal (IRIS)®”, quando mensurados através
PETIA — particle-enhanced turbidimetric immunoassay e ndo observaram esta diferenca
quando utilizou PENIA — particle-enhanced nephelometric.

A partir dos dados apresentados pode se inferir que este biomarcador ainda deve ser base de

mais pesquisas, pois sdo inimeras as possiveis causas para divergéncias de resultados, dentre
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elas as diferencas intrinsecas de cada animal, tempos de armazenagem, indice de atividade
fisica e diferencas entre as racas®®.

O comportamento apresentado pela GGT urindria neste estudo ndo corresponde ao trabalho
executado por Melchert e colaboradores®®, que concluiram ser esta enzima um indicador
confidvel e precoce da insuficiéncia renal aguda (IRA) induzida por gentamicina em c&es, ja
que os resultados demonstraram que a atividade da enzima GGT urinéria revelou elevacéao
significativa apds quatro dias da aplicacdo da gentamicina, enquanto que 0s niveis séricos de
ureia e creatinina elevaram-se significativamente apds sete dias.

Andrade e colaboradores®”, avaliaram a GGT urinaria em cadelas com piometra e também
consideraram ser um teste adequado para deteccdo de lesdo tubular aguda, apresentando
média e desvio padrdo de 180,17+£176,79 U/L.

Porém os resultados obtidos por Matsuoka®®, demonstraram que a atividade desta enzima
em cdes e gatos com IR é considerada baixa, apresentando média e desvio padrdo 19,4+10,3
UJL, diferindo dos resultados obtidos por De Schepper e colaboradores“” que descrevem o
intervalo de normalidade da atividade do GGT urinéria entre 13-92 U/L.

Alguns motivos podem ser elencados para explicar a dindmica deste resultado, dentre eles
podemos citar, a referéncia utilizada, a ndo triagem dos animais, ou seja, dentro dos grupos
haviam cdes com pH urinario, tanto &cido, neutro e alcalino. Estudos relatam que o pH da
amostra de urina pode interferir no resultado®. A densidade urinaria acima e abaixo dos
valores de referéncia, também pode conforme Scott e Stockham®, alterar os resultados, visto
que esta variacdo reflete na concentracdo de todos os solutos diluidos na urina, tendo por
consequéncia a influéncia direta nos valores da GGT urinéria. A coleta foi mista (cateterismo
vesical, cistocentese ou miccdo natural), a presenca de atividade bacteriana na amostra de
urina pode ser fator interferente nos valores da atividade da enzima estudada, pois segundo
Beck e Sammons®Y, a presenca dessa atividade bacteriana pode causar a diminuicdo na
concentracdo da GGT na amostra de urina analisada.

Na andlise da proteindria realizada através de tiras reagentes, a presenca de proteina na urina é
um possivel indicador de que o paciente apresenta uma redugdo da funcéo renal, logo a sua
mensuracao auxilia na monitorac&o®23%).

De acordo com Harley e Langston®, o aumento na excrecdo de proteina urinaria
correlaciona-se com a diminui¢cdo da sobrevivéncia do paciente e que a doenca renal
proteindrica progride mais rapidamente do que quando ndo proteinurica, logo reduzir a
excrecdo urinéria de proteinas retarda a progressdo da doenca renal e inflamacao intersticial

renal em seres humanos e caes.
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A enzima FA também obteve maior frequéncia de valores dentro da normalidade em todos os
grupos, isto ratifica que estes animais ndo chegaram ao estagio de aumento da atividade
osteoblastica, pois se este comportamento fosse verificado haveria hipocalcemia
acompanhada por hiperfosfatemia, aumento da FA. No entanto, o que foi verificado foi a
apenas hiperfostatemia.

O Na" em todos os grupos apresentou 0 mesmo comportamento, mantendo-se dentro dos
limites de referéncia para a espécie (<152,3 mEg/L). Os resultados deste estudo corroboram

com Martinez e Carvalho®”

que observaram cées com IRC em diferentes estagios
apresentando média é desvio padrdo 145,8+2,70 mEqg/L.

O K* também apresentou um comportamento similar, ou seja, ha um mecanismo tubular
compensatério capaz de manter a homeostase do potassio em estagios inicias e intermediarios
da IRC®"3),

O CI" é o anion de maior concentracdo no fluido extracelular, neste estudo todos os grupos
apresentaram uma hipercloremia (> 115 mg/dL), 0 mecanismo para aumento ou diminuigédo
deste eletrélito pode ser comparado com os descritos para Na*. Segundo Fettman®®, o cloreto
é mais sensivel na deteccdo de doenca tubular renal que o aumento de Na®, porém esta
informacdo € compativel com experimentos em seres humanos, nos animais ainda ndo ha
relatos, entretanto com os achados deste estudo, pode-se deduzir que o0s cées apresentam
comportamento similar aos humanos.

O Ca?* sérico em todos 0s grupos manteve-se dentro dos valores de referéncia, esta também
foi a dinamica encontrada por Rocha e colaboradores“?, em estudo com cées saudaveis e com
doenca renal. Possivelmente a hipocalcemia desenvolva-se em periodos mais tardios, e
consequentemente o excesso de fdsforo na corrente sanguinea estimule a sintese e secre¢do de
PTH, que estimula a hiperplasia da glandula paratiredide, gerando HSR e hiperfosfatemia®V.
O P sérico com o decorrer dos estagios direcionou-se para valores acima do padrdo, a
concentracdo sérica de fosforo depende da ingestdo desse componente na dieta, da absorcao
intestinal, da translocacdo dos sitios intracelulares e da sua eliminacdo na urina, favorecendo o
controle da sua concentragdo na corrente sanguinea?.

Os resultados obtidos neste estudo, foram semelhantes aos encontrados por Rocha e
colaboradores“? e por Kojika e colaboradores® | que detectaram hiperfosfatemia em 92%
dos cdes do grupo com DRC.

Na nefropatia crénica a excrecdo do ion fosfato diminui com a reducéo na capacidade de FG,
consequentemente as concentracdes séricas apresentam-se elevadas®” “*®). para a relacéo

Ca®*/P os grupos 3 e 4 apresentaram frequéncia de animais com valor <1:1, fato que pode ser
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explicado pela alteragio decorrente da manutencdo dos niveis de Ca** e da retengdo de P
que ocorre em pacientes renais, principalmente em estagios mais avangados da doenca devido
ao comprometimento deste 6rgéo.
Concluséo

H& vérios testes disponiveis e indicados para avaliacdo da fungdo renal, porém até o
momento, ndo h& um biomarcador que individualmente forneca resultados livres de
interferéncias. Com base nos resultados conclui-se que as concentracdes séricas de creatinina,
ureia, fosforo e a relagdo Ca*/P e proteintria foram compativeis com a evolucéo da doenca
renal. A concentragdo sérica do ion cloreto manifestou alteracdo precoce nos grupos
estudados, o que nos leva a inferir que este pode ser um melhor avaliador dos distirbios

eletroliticos quando comparado com o Na“e K*.
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ACHADOS HEMATOLOGICOS E NA URINALISE DE CAES EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE DOENCA RENAL

Resumo

Objetivou-se determinar os valores hematologicos e elementos da urindlise como densidade,
proteinuria, cilindros e pH em 86 cdes. Os animais foram divididos em quatro estagios de
acordo com niveis de creatinina sérica: | - até 1,4 mg/dL (23 animais), Il - 1,5-2,0 mg/dL (16
animais), Ill- 2,1-5,0 mg/dL (24 animais) e IV - acima de 5,1 mg/dL (23 animais). Nos
estagios I, 1V verificou-se anemia do tipo normocitica normocrdmica. O estagio Il
apresentou um quadro de leucocitose por neutrofilia, com desvio a esquerda regenerativo e 0
estagio Il e IV desvio para esquerda degenerativo. A proteindria apresentou diferenca
estatistica para a classificacdo 2+ (1,0 g/L), entre o estagio | e Il, 1l e V. Apenas o cilindro
granuloso apresentou diferenca estatistica na classificacdo 2+ entre o estagio Il e 11, e em 3+
entre o estadgio | e Ill. O pH predominante foi acido. Os valores hematoldgicos quando
comparados com 0s estdgios de creatinina sérica demonstraram que as alteracdes na
hemoglobina, volume globular e hemécias tornam-se mais pronunciadas & medida que os
valores de creatinina sérica elevam-se, este também é o comportamento dos neutrofilos em
bastonetes e da proteindria.

Palavras-chave: anemia, eritrograma, leucograma, proteinuria.

FINDINGS HEMATOLOGICAL AND URINALYSIS IN DOGS DIFFERENT
STAGES KIDNEY DISEASE

Abstract

This study aimed to determine the hematological and urinalysis elements such as density,
proteinuria, cylinders and pH in 86 dogs The animals were divided into four stages according
to serum creatinine levels: | - up to 1.4 mg/dL (23 animals), 1l - 1.5-2.0 mg/dL (16 animals),
I11 from 2.1 to 5.0 mg/dL (24 animals) and IV - above 5.1 mg/dL (23 animals). In stage IlI, IV
there was anemia normocytic normochromic type. Stage Il had a leukocytosis frame by
neutrophilia with a regenerative left shift and stage Il and IV detour degenerative left. The
density remained within the reference values all stages. Proteinuria showed statistical
significance for the classification 2+ (1.0 g/L), between stage | and Il, 1l and IV. Only the
cylinder granular statistical difference in the classification 2+ between stage Il and 111, and 3+
between stage | and Ill. The prevailing pH was acid. The haematological values compared to
serum creatinine stages showed the changes in hemoglobin and packed cell volume
erythrocytes become more pronounced as serum creatinine values rise , this is also the
behavior of neutrophils rods and proteinuria.

Keywords: anemia, erythrocyte, leukogram, proteinuria.
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Introducgéo

O estudo do comportamento hematoldgico associado a doenca renal (DR) pode fornecer
informacdes importantes e colaborar para que medidas terapéuticas sejam instituidas
precocemente, através dos disturbios dos eritrcitos é possivel avaliar a anemia, que é uma
condicdo frequente em estdgios avancados da doenca renal cronica (DRC), geralmente
classificada como normocitica normocrémica arregenerativa.

A anemia presente nesta fase pode ter origem na deficiéncia de eritropoietina (EPO), além de
disturbios nutricionais, diminuicdo da vida média dos eritrocitos, perdas sanguineas,
depressdo da medula 6ssea, devido ao actimulo de toxinas urémicas®™.

A urinélise também é uma ferramenta importante, pois € capaz de sinalizar anormalidades
presentes na urina, € um teste laboratorial simples, ndo invasivo e de baixo custo que pode
rapidamente fornecer valiosas informacdes a respeito do trato urinario e de outros sistemas
corporais®.

Dentro deste contexto é importante conhecer a fisiologia renal e sua extensa variedade de
funcBes, dentre elas manutencdo da homeostase, com a excrecdo e retencdo de substancias
necessarias ao organismo, fungdes enddcrinas essenciais ao controle da producdo de
eritrocitos pela medula éssea e regulacdo da presséo arterial sistémica, dentre outras®.

A insuficiéncia renal aguda (IRA), geralmente decorre de agressdo isquémica ou tdxica aos
rins, causando um declinio abrupto da funcdo renal, resultando em desequilibrio hidrico,
eletrolitico, acido-basico, e inabilidade em excretar compostos nitrogenados resultantes dos
processos metabolicos organicos .

Em contrapartida, a etiologia da DRC ¢ dificil de ser determinada, desenvolve-se ao longo
de meses ou anos, os sinais clinicos incluem perda de peso, polidipsia, poliuria, anemia dentre
outros. Para um melhor diagndstico e tratamento foi instituido pelo IRIS (International Renal
Interest Society) um sistema de classificagdo baseada na concentracdo plasmatica de
creatinina e dividida em quatro estagios e ap6s em subcategorias por meio da mensuracao da
proteindria e pressao arterial®.

Diante deste quadro é necessario buscar conhecer as alteracbes que podem ser visualizadas
tanto no hemograma como na urinalise, acerca da dindmica do funcionamento renal em cées.
Objetivou-se realizar um estudo da hematologia e da urinélise em caes, agrupados em estagios

de acordo com as concentracdes séricas de creatinina sérica.
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Material e métodos

Neste estudo utilizou-se 86 cdes provenientes da rotina clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (HOVET-UFU), os animais foram divididos em quatro
estagios de acordo com os niveis de creatinina sérica, proposto por® : I - creatinina até 1,4
mg/dL (23 animais), Il - creatinina 1,5-2,0 mg/dL (16 animais), Il - creatinina 2,1-5,0 mg/dL
(24 animais) e 1V - creatinina acima de 5,1 mg/dL (23 animais).

A coleta de sangue foi realizada por puncdo das veias cefalica, jugular, femoral ou safena
lateral, sendo coletado trés mililitros (mL) em tubo a vacuo (BD Vacuntainer) contendo
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético sal tripotassico (EDTA-K3). As amostras de
sangue foram imediatamente encaminhadas ao Laboratorio Clinico Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia e processadas.

Para hematologia utilizou-se 0o método eletronico em contador automético de células
sanguineas ABC VET® (Animal Blood Counter). Confeccionou-se a extensdo sanguinea de
cada animal, com sangue proveniente de capilares marginais da orelha ou do proprio tubo
para a realizacdo da contagem diferencial dos leucécitos. As extenses sanguineas foram
coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa’”.

A coleta da urina foi realizada por cateterismo vesical ou por cistocentese ou micg¢ao natural,
sendo colhido aproximadamente 5 a 7 mL em recipiente estéril®. Em seguida, foram
encaminhadas ao Laboratério Clinico Veterindrio da Universidade Federal de Uberlandia,
para avaliacdo da densidade urinaria por refratometria, o pH e a proteindria, por meio de tiras
reativas Combur'® Teste M, conforme recomendacdes do fabricante.

A urina remanescente foi vertida em tubo coénico e centrifugado a 400g por 5 minutos em
centrifuga Excelsa Baby | Modelo 206, em seguida descartou-se o sobrenadante e a gota
restante foi colocada em uma lamina para microscopia, sobre a qual foi colocada uma
laminula e em seguida procedeu-se a observacdo do sedimento urinario em microscopio
Binocular Nova 106 em objetiva de 40x. Foi realizada andlise descritiva (média e desvio
padrdo) dos dados, os mesmos ndo seguiram distribuicdo normal e foram analisados pelo teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis para os estagios. Adotou-se significancia de 5%. Os
procedimentos estatisticos foram realizados no programa SPSS (IBM). O projeto foi aprovado
pelo CEUA (Comité de Etica na Utilizagdo de Animais), protocolo n° 028/15.
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Resultados

Na Tabela 1, os parametros hemoglobina e volume globular apresentaram o mesmo
comportamento estatistico, onde a média e o desvio padrdo do estdgio | diferiram
estatisticamente apenas do estagio Il1l. Em relacdo as hemacias a diferenca estatistica ocorreu
entre os estagios | e IV.

Nos estagios 11, 1V verificou-se anemia do tipo normocitica normocrdémica. Para o volume
globular médio (VGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), red cell
distribution width (RDW) ou amplitude de distribuicdo do volume dos eritrocitos (ADE) e

plaquetas ndo houve diferenca estatistica entre os estagios I, Il, 11l e V. Os valores para
plaguetas nos animais no estadgio Il foram ligeiramente inferiores aos da literatura
confrontados.

O volume plaquetario médio (VPM) demonstrou diferenca estatistica entre os estagios Il e 1V,
embora mantendo dentro dos limites fisiol6gicos nos quatro estagios.
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Tabela 1. Média, desvios padrdo (DP) dos parametros do eritrograma e plaquetograma de acordo com os niveis de creatinina sérica de caes

atendidos na rotina clinica do HOVET — UFU, 2016.

Parametros Estagio | Estagio Il Estagio 111 Estagio IV Valores de
<1,4 mg/dL 1,5-2,0 mg/dL 2,1-5,0 mg/dL >5,1 mg/dL Referéncia®
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Hemoglobina (g/dL) 12,78+3,23° 12,17+3,92*° 11,38+3,30° 11,03+3,402° 12,00-18,00
Volume globular (%) 38,07+9,58° 36,18+11,37%° 33,82+10,08" 33,82+11,24%" 37,00-55,00
Hemaécias (x10%/pL) 5,86+1,60° 5,60+1,95%" 5,03+1,41%° 5,00+1,46" 5,50-8,50
VGM (um®) 65,44+4,10° 64,54+3,72° 67,28+4,18% 67,25%5,08 60,00-77,00
CHGM (g/dL) 33,57+0,69° 33,28+1,21° 33,75+1,50° 32,82+1,69° 31,00-36,00
RDW (%) 12,52+2,31° 14,34+2,52° 12,50+1,63 13,85+1,99% 14,00 — 17,00*
Plaguetas (x10°/uL) 308,52+194,93° 206,33+150,59° 160,14+129,33° 248,91+201,93 200,00 — 500,00
VPM (um?®) 9,71+1,36%° 11,11+1,13° 10,25+1,49%° 9,59+1,90° 6,70 — 11,10

(a,b,c) letras minusculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Rizzi e colaboradores®

* Valor fornecido pelo manual do fabricante do contador hematologico.
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Na Tabela 2 estdo relacionados os valores dos parametros do leucograma, onde o0s
leucdcitos totais, neutrofilos em bastonetes, neutrofilos segmentados, neutrofilos totais,
eosindfilos e mondcitos ndo apresentaram diferenca estatistica entre os quatro estagios
estudados. Os cées do estagio Il apresentaram um quadro de leucocitose por neutrofilia,
com desvio nuclear de neutrofilos a esquerda e os animais dos estagios Ill e 1V apenas
desvio para esquerda. Uma eosinopenia foi observada no estagio IVV. Na avalia¢do dos

linfocitos houve diferenca estatistica entre os estagios Il e V.
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Tabela 2. Média, desvios padrdo (DP) dos parametros do leucograma de acordo com os niveis de creatinina sérica de cédes atendidos na rotina
clinicado HOVET — UFU, 2016.

Parametros Estagio | Estagio Il Estagio 111 Estagio IV Valores de
<1,4 mg/dL 1,5-2,0 mg/dL 2,1-5,0 mg/dL >5,1 mg/dL Referéncial”
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

Leucdcitos totais 14300+15962° 24977+20979° 16471+9439° 12950+9328° 6000-18000

(/L)

Neutr6filos em 528+436° 4200+8535° 1255+1337° 665+578° 0-540

bastonetes (/L)

Neutréfilos 11176+15029 17753+12494 117268927° 1087248195 3600-13860

Segmentados (/pL)

Neutréfilos totais 11704+15465 21953+21029° 12981+10264% 11537+8773° 3600-14400

(/L)

Eosindfilos (/uL) 696+769° 214+313? 368522 116176° 120-1800

Linfécitos (/uL) 1703+1087" 2127+2053*° 2878+1432° 812+424° 720-5400

Mondcitos (/uL) 255+193° 681+853° 389+254° 482+668° 180-1800

(a,b,c) letras minusculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Intervalo de referéncia de acordo com Ferreira Neto e colaboradores” .
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Na afericdo da densidade urinaria as médias situaram-se dentro dos valores de
referéncia para a espécie (1014-1045) de acordo com Ferreira Neto e colaboradores” |

houve diferenca estatistica entre o estagio I e Il1, 1 e IV (Tabela 3).

Tabela 3. Médias, desvios padrdo (DP), valores minimo e mé&ximo da densidade

urinaria nos estagios I, 11, 111, IV de cées atendidos na rotina clinica do HOVET — UFU,
2016.
Densidade Estagio | Estéagio Il Estagio 111 Estagio IV
Média 1031° 1022%° 1018° 1014°
DP 19 6 9 3
Minimo 1006 1014 1010 1008
Méximo 1071 1030 1036 1018

(a,b,c) letras minusculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05)
pelo teste de Kruskal-Wallis.

A proteinuria apresentada na Tabela 4, demonstrou diferenca estatistica, apenas na
classificacdo 2+ (1,0 g/L) quando confrontados a frequéncia entre o estagio l e Il, Il e

V.
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Tabela 4. Frequéncia de proteinuria em cdes atendidos na rotina clinica do HOVET-UFU de acordo com as concentracdes de creatinina sérica.

Proteinuria
Estagio | Estagio Il Estéagio 111 Estagio IV
Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%)

Negativo (0,0 g/L) 3(13,0)? 0 (0,0)% 0(0,0)? 1(4,3)?
Tracos (0,15 g/L) 4 (17,4)? 0 (0,0)? 1(4,2)? 0 (0,0)
1+ (0,30 g/L) 3 (13,0)% 1(6,3)? 4 (16,7)° 4 (17,4)°
2+ (1,0 g/L) 4 (17,4) 8 (50,0)° 6 (25,0)*° 4 (17,4)?
3+ (3,0 g/L) 9 (39,2)% 7 (43,7)? 13(54,1)° 14 (60,9)

(a,b,c) letras mindsculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis
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Na avaliacdo dos tipos de cilindros, ndo houve diferenca estatistica entre os estagios I,
I, 111 e 1V, para hialino e céreo, porém para o cilindro granuloso houve diferenca
estatistica na classificacdo negativo, entre | e Ill, em 2+, entre Il e 1l e 3+ entre | e |l
(Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia dos diferentes tipos de cilindros no sedimento urinario, nos quatro estagios de acordo com o0s niveis de creatinina sérica de
caes atendidos na rotina clinica do HOVET — UFU, 2016.

Estagio Negativo 1+ 2+ 3+ Numero
Creatinina (mg/dL) Frequéncia (%o) Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%) de animais

CILINDRO HIALINO

|-<1,4 15 (65,20) 7 (30,5) 0 (0,00)? 1(4,3) 23
I1-1,5-2,0 10 (62,50) 5 (31,3)° 1(6,2)° 0(0,0) 16
1-21-50 16 (66,70)° 5 (20,8) 3(12,5)® 0(0,0) 24
V->51 12 (52,20) 9 (39,1)? 2 (8,7)° 0(0,0) 23
CILINDRO GRANULOSO
I-<1,4 8 (34,7)° 9 (39,2)? 4 (17,4)*" 2 (8,7)° 23
I1-1,5-2,0 3(18,8)*" 5 (31,2)? 2 (12,5)° 6 (37,5)° 16
Il-2,1-5,0 2(8,3)° 7 (29,2)? 9 (37,5) 6 (25,0)" 24
IV ->5,1 6 (26,1)%° 6 (26,1)? 8 (34,8)%" 3 (13,0)3° 23
|-<14 CILINDRO CEREO
I1-1,5-2,0 22 (95,6)° 0 (0,0)® 1(4,4)° 0(0,0) 23
Il-2,1-5,0 14 (87,6)° 1(6,2) 1(6,2)° 0(0,0) 16
IV ->5,1 18 (75,0) 1(4,2) 3(12,6)° 2 (8,2)? 24
19 (82,6)° 1(4,3)° 3(13,1)° 0(0,0) 23

(a,b,c) letras minusculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Em relag&o ao pH urinario, ndo houve diferenga estatistica (Figura 1). A urina acida,

considerada normal para espécie canina, foi a prevalente em todos 0s estagios.

pH urinario

m Acida

M Neutra

19
15 14 16
6 5
— — | —

Figura 1. Avaliacdo do pH urinario de acordo com os estagios de creatinina sérica: |
(23 animais), Il (16 animais), Il (24 animais) e 1V (23 animais) de cdes atendidos na
rotina clinica do HOVET — UFU, 2016.

Alcalina

De acordo com a literatura a anemia é uma caracteristica quase sempre presente em estagios
mais avangados da insuficiéncia renal, os achados do presente estudo assemelham-se ao
trabalho conduzido por Cowgill“?, no qual o autor descreve a anemia como sendo uma
complicacdo grave e previsivel da insuficiéncia renal crénica progressiva.

A razdo para esta anemia deve-se principalmente a deficiéncia na producdo da EPO, que é um
horménio glicoproteico essencial para o desenvolvimento da célula tronco eritréide e para
producéo de hemacias, tendo como sitio principal o rim. Elevadas concentragdes sanguineas
de fosforo e do paratormonio pode contribuir para este quadro, além de outras condicdes que

sdo desencadeadas como o agravamento da doenga®**2.
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Em relacdo ao leucograma apresentado no estagio Il, as alteracdes encontradas podem ser
explicadas por inumeras razdes, ja que estes animais sdo oriundos da rotina clinica, podendo
apresentar diversas patologias, porém a leucocitose pode também estar associada ao quadro de
uremia®*'¥. Na avaliacdo da densidade urinaria todos os estagios permaneceram dentro da
faixa de normalidade para a espécie, porém com a evolugdo dos estdgios a densidade foi
diminuindo, ou seja, houve reducdo da capacidade dos tubulos renais em absorver agua e
concentrar a urina.

A quantificacdo da proteinuria € um achado indicativo de comprometimento renal, pode ser
decorrente de glomerulonefropatia, defeitos de transporte tubular, inflamacdo ou infeccdo do
trato urinario™. Neste estudo os achados em maior intensidade, ou seja, proteintria 3+ (5,0
g/L), sdo preponderantes nos estagios Ill e 1V, que correspondem a valores de creatinina
entre 3,21+0,90 e 9,92+4,40 mg/dL e ureia de 173,65+146,14 a 343,44+128,80, embora ndo
conste em tabelas.

Alguns trabalhos tém demostrado que a proteinlria é altamente relacionada a sobrevida
reduzida em cées e gatos (azotémicos e ndo azotémicos), desta forma reduzir a proteindria

aumenta a sobrevida em humanos e caes

. Na avaliacdo do sedimento urinario, é
importante ressaltar que os cilindros originam-se dos tdbulos renais, e sua presenca mesmo
em pequenas quantidades sdo consideradas anormais, porém nem sempre associada a quadros
de patologia renal®®. Os cilindros granulosos ou granulares estdo associados com danos
degenerativos tubulares®®. Com o decorrer dos estagios a densidade apresentou os valores
decrescentes, sendo esta uma condicdo (urinas diluidas e/ou alcalinas), onde pode ocorrer a
desintegracdo dos cilindros®Y. A quantificagdo neste estudo por estar subestimada, ou seja, a
formacé&o de cilindros poderia ser mais representativa.

O pH predominante em todos os estagios foi o acido, considerado normal para 0s carnivoros,
em um estudo retrospectivo com cées apresentando alteragdes renais, 0 pH mais observado foi

0 acido também®?.

Concluséao

Os valores hematologicos quando comparados com 0s estdgios de creatinina sérica
demonstraram que as alteracdes na hemoglobina, volume globular e hemécias tornam-se mais
pronunciadas a medida que os valores de creatinina sérica elevam-se, este também é o
comportamento quando analisamos o leucograma, especificamente neutréfilos em bastonetes.

Os parametros da urinalise quando comparados entre os estagios, permite-se afirmar que a
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densidade urinaria decresce a medida que os valores de creatina sérica aumentam, enquanto

que a proteindria torna-se mais evidente em estagios mais avancados da doenca renal crénica.
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ANEXO A - Protocolo Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)

o r—Unlvmldade Federal de Uberlandia

— Comissso & Etica na Utlizacdo de Animais - :.....‘:‘..:

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 028/15, sobre 0 projeto de pesquisa intitulado
“Avaliagao do marcador bioguimico Cistatina C no diagnostico de

ches portadores de disfuncdo renal atendidos no Hospital
Veterinano da Universidade Federal de Uberlandia, MG, sob a
responsablidade do Prof. Dr. Antonlo Vicente Mundim esta de
acordo com 0§ principios éticos na experimentagdo animal
conforme regulamentagdes do Conselho Nacional de Controle e
Experimentagio Animal (CONCEA) & foi APROVADO pela
Comisséo de Etica na Utiizagao de Animais (CEUA) — UFU em
reunido de 24 de abril de 2015.

(Wi cectfy that the prukcal i 120015, aboul “Avalogac Co marcascr biequinkco Ciata¥na C o

de ches portadcres de dishuncho ranal atencacdos no HOSpHY VElend o da
Universidade Federal de Ubertdnda, MG agiees with the ETHICAL PRINCPLES ON ANMAL
RESEARCH us mgdations of Nasonal Advics of Comeal ) Animal Expesmienfation
(CONCEA) and approved by Ethics Commisson on Use ol Animais (CEUA) - Federsl
Uniseesity of Liberiania in 240472015)

Ltaridnda, 27 de abrl de 2015

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CELWUFL
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