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RESUMO

A endocrinologia veterinaria € uma especialidade em evidéncia devido ao aumento da
expectativa de vida dos pacientes e a possibilidade de diagnoéstico precoce. Uma das
doencas hormonais mais frequentes em cées é a Diabetes mellitus (DM), a qual
caracteriza-se por disturbios metabodlicos geradores de complicagbes oftalmicas,
neurologicas e renais. Alteragcbes gastroentéricas sado descritas em humanos,
podendo provocar sangramentos ocultos devido a microangiopatias no trato
gastrointestinal. Para identificar este tipo de lesédo testes de sangue oculto fecal
(TSOF) séao utilizados. Neles, substancias indicadoras, como o Guaiac e a Benzidina,
sao oxidadas para induzir mudanga de coloracéo do teste. Assim, considerando que
as disfungdes do trato gastroentérico ndo foram evidenciadas ainda em caes,
objetivou-se investigar a presencga de sangue oculto fecal em caninos portadores de
Diabetes mellitus do tipo 1. Na pesquisa, 25 céaes, divididos em grupo controle (11
animais saudaveis) e grupo diabético (14 animais diagnosticados com Diabetes
mellitus tipo 1), foram submetidos ao TSOF pelo método do Guaiac (gTSOF). 81,82%
(9/11) mostraram-se negativos no teste. No entanto, ndo houve diferenga entre os
resultados dos grupos controle e diabéticos (p=0,69). Dessa forma, conclui-se que,
dentro das condicdes estabelecidas por este experimento, nao foi possivel identificar
sangramento oculto gastrointestinal pelo gTSOF nos caninos diabéticos. A insercéo
dos testes € uma abordagem inédita em caes portadores de Diabetes mellitus, apesar

de necessitar de mais estudos sobre sua eficacia.

Palavras-chave: caes, Diabetes mellitus, sangramentos gastrointestinais, gTSOF



ABSTRACT

Veterinary endocrinology is a specialty in evidence due to the increase of patients’ life
expectancy and early diagnosis possibility. One of the most frequent canine hormonal
disorders is the Diabetes mellitus (DM), which is characterized by metabolic
disturbances that generates ophthalmic, neurological and renal complications.
Gastrointestinal disorders are described in humans and may cause occult bleeding as
a result of microangiopathies in the gastrointestinal tract. In order to identify this type
of lesion, fecal occult blood tests are performed (FOBT). In them, indicators, such
Guaiac and Benzidine, are oxidized to induce test color changes. Thus, considering
that gastroenteric dysfunctions were not yet evident in dogs, the aim was to investigate
the presence of fecal occult blood in canines’ type 1 Diabetes mellitus. In the research,
25 canines, branched into control group (11 healthy animals) and diabetic group (14
animals diagnosed with type 1 Diabetes mellitus), underwent to FOBT using Guaiac
(gFOBT) method. 81.82% (9/11) were negative in the gFOBT. However, there was no
difference between control and diabetic results (p=0.69). Therefore, under the
conditions established by this experiment, it was not possible to identify occult
gastrointestinal bleeding in diabetic dogs by the gFOBT. The insertion of these tests is
a new approach in canines’ type | Diabetes mellitus, although more studies on its

efficacy are needed.

Keywords: dogs, Diabetes mellitus, gastrointestinal bleeding, gFOBT
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1. INTRODUGAO

A endocrinologia na medicina veterinaria € uma especialidade em evidéncia
devido ao aumento da expectativa de vida dos pacientes e a possibilidade de
diagnostico precoce. Ela aborda afecgbes hormonais de origens hipotalamicas,
hipofisarias, pancreaticas enddcrinas, bem como de importantes glandulas do
organismo, tais como tireoides, adrenais e paratireoides. Dentre as principais
endocrinopatias caninas, a Diabetes mellitus (DM) se destaca das demais por sua
grande representatividade em numeros na rotina endocrinoldgica, facilidade de
diagndstico e alta possibilidade de tratamento satisfatorio.

A DM canina, tipicamente insulinodependente, provoca alteragbes metabdlicas
que se manifestam classicamente como poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso
(BEHREND et al., 2018). Na persisténcia de hiperglicemia, ocorrera a producao de
corpos cetdnicos, e o estado clinico podera evoluir para émese, diarreia e hiporexia
ou anorexia. O agravamento do quadro culminara na sindrome conhecida como
cetoacidose diabética (CAD), que quando nao tratada podera resultar em oébito do
paciente (O'BRIEN, 2010).

Além do quadro classico, a Diabetes mellitus produz complicagbes oculares
(FLEEMAN; RAND, 2001), neurologicas (SANDIREDDY et al.,, 2014) e renais
(MONGELLI-SABINO, 2017). Em humanos, € descrito também alteracbes
gastroentéricas (GABA, 2017), o que suscitou a realizagdo de estudos focados na
fisiopatologia a fim de tentar reduzir esse tipo de complicagdo (SELLIN; CHANG,
2008; HERRING et al., 2014).

Entretanto, as pesquisas baseiam-se mais em aspectos macroscopicos
(CHAWLA et al., 2016), apesar de, alguns trabalhos mostrarem a importancia das
microangiopatias no desenvolvimento de disturbios no trato gastrointestinal (TGl),
como sangramentos ocultos (SASOR; OHLSSON, 2014; NAKAJIMA; SUWA, 2017).

Os sangramentos gastrintestinais podem ser evidenciados por meio de técnicas
de detecgdo de sangue oculto fecal. Estes testes foram concebidos primeiramente
para identificar precocemente tumores colorretais em humanos (GILBERTSEN et
al.,1980) mas seu uso foi expandido e, atualmente, sédo realizados para triagem de
quaisquer afecgdes potencialmente causadoras de sangramentos no TGl (ROCKEY,
1999; STRACCI et al., 2014).



No Japado, a aplicabilidade da metodologia na deteccdo de sangramento
gastrintestinal oculto em humanos diabéticos foi recentemente comprovada
(NAKAJIMA; SUWA, 2017), gerando a hipotese de que o mesmo possa ocorrer em
caninos portadores da endocrinopatia. No entanto, o teste de sangue oculto fecal foi
avaliado somente de forma experimental em cées por meio de administracao de
sangue via tubo orogastrico (GILSON et al., 1990), em doentes renais crdnicos
(CRIVELLENTI et al.,, 2017) e sob terapia prolongada de anti-inflamatérios néo
esteroidais (NARITA et al., 2005). Dessa forma, torna-se necessario investigar a partir

de diferentes técnicas os potenciais sangramentos em caninos diabéticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Conceito e Epidemiologia da Diabetes mellitus

A Diabetes mellitus (DM) € um grupo de disturbios metabdlicos complexos
causado por deficiéncia na producdo (Diabetes mellitus tipo 1) e/ou na agédo da
insulina no organismo (Diabetes mellitus tipo 2) (CRAWFORD, 2017), cuja prevaléncia
em caes varia de 0,32% a 1,33% (MATTIN et al., 2014).

A doenca é diagnosticada em caes com idade entre um més a 17 anos, sendo a
maioria entre 5 a 12 anos de idade (DAVISON et al., 2005). Pode se manifestar em
qualquer raca, mas algumas foram relatadas como sendo de maior risco, tais como
Keeshond, Malamute do Alasca, Puli, Cairn Terrier,Fox Terrier, Manchester Terrier,
Pinscher Miniatura, Poodle Miniatura e Toy, Spitz Alem&o, Schipperke e Schnauzer
Miniatura (GUPTILL et al., 2003). Ademais, ocorre com maior frequéncia em fémeas
com peso abaixo de 22 kg (FALL et al., 2007; POPPL; ELIZEIRE, 2015).

2.2, Fisiologia do pancreas

O pancreas é uma glandula mista com componente enddécrino e exocrino
(FRACASSI, 2017). A porgao enddcrina corresponde a uma pequena regiao
pancreatica composta por aglomerados de células, conhecidas como ilhotas
pancreaticas (antigamente chamadas de células de Langerhans), as quais sao
responsaveis pelo controle glicémico do organismo (COLVILLE, 2016). As células
encontradas nas ilhotas sdo as B, produtoras de insulina; as a, produtoras de



glucagon; as O produtoras de somatostatina e as células PP, produtoras do
polipeptidio pancreatico (POPPL; ELIZEIRE, 2015).

As células B produzem insulina e correspondem a 70% das células endocrinas
(GOFF, 2015), sendo o centro de integragcdo e controle do metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (O’BRIEN, 2004). A secregao insulinica é
metabolizada pelo figado e pelos rins e é controlada por mecanismo de feedback
positivo de glicose e de horménios gastrointestinais nas células beta e por feedback
negativo de catecolaminas e de somatostatina (GRECO; STABENFELDT, 2014).

Ela promove o controle das concentragdes séricas de glicose, aminoacidos e
acidos graxos, além de converter esses constituintes em suas formas de
armazenamento — glicogénio, proteinas e triglicerideos, respectivamente (NELSON,
2015). E também a responsavel pela penetragao intracelular e consequente utilizagéo
da glicose como fonte energética pela grande maioria das células, uma vez que a
penetracdo direta s acontece nos tecidos cerebrais, hepaticos e leucocitarios
(GRECO; STABENFELDT, 2014).

As células a produzem o horménio glucagon (KHURANA, 2012), que possui
metabolizagcdo semelhante a insulina e uma meia-vida de cinco minutos (GRECO;
STABENFELDT, 2014). Sua funcdo € oposta a insulinica, pois estimula a
glicogendlise e a gliconeogénese (quebra do glicogénio hepatico e formacédo de
glicose a partir de aminoacidos, respectivamente) resultando em elevagao sérica da
glicose (FEHER, 2017), além de induzir lipdlise e aumento dos &acidos graxos
circulantes (KHURANA, 2012).

As células & sintetizam somatostatina, assim como o hipotalamo e o trato
gastrointestinal (GOFF, 2015). A somatostatina € responsavel pela inibigdo de todas
as células pancreaticas endocrinas, e embora seu maior poder inibitorio incida sobre
a célula a - produtora de glucagon (GRECO; STABENFELDT, 2014), sofre também
influéncia da ingestdo alimentar e de neurotransmissores do sistema nervoso
autonomo (KHURANA, 2012).

As células PP produzem o polipeptidio pancreatico (O'BRIEN, 2004), o qual é
responsavel pela inibicdo da secregcao das enzimas do pancreas exoécrino (digestivas),
bem como pela contragdo da vesicula biliar, estimulagdo do esvaziamento gastrico e
incremento na motilidade intestinal (GRECO; STABENFELDT, 2014). Sua secrecao é



desencadeada por horménios gastrointestinais e por estimulo colinérgico quando ha

ingestao alimentar ou hipoglicemia (KHURANA,2012).

2.3. Fisiopatologia da Diabetes mellitus

A DM é uma doenga multifatorial que envolve tanto fatores genéticos como
ambientais (DAVISON et al., 2005). Sua origem autoimune, diferentemente da
medicina humana, ngo foi efetivamente evidenciada em animais (GILOR et al., 2016).
No entanto, sabe-se que outras afecgdes, como endocrinopatias, pancreatite e
aumento dos niveis de horménio de crescimento (GH) podem ser a causa base do
disturbio (NELSON, 2015).

A DM ¢é proveniente da deficiéncia de secrecdo insulinica pelas células 3
pancreaticas por perda das células [ndo havendo producgéo] ou por falta de captagao
pelos receptores provocados por horménios endégenos ou exdgenos [resisténcia
insulinica] (HOENIG, 2014). Com isso, ha uma alteracdo no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios (GRECO; STABENFELDT, 2014).

A glicose € o principal produto do metabolismo de carboidratos, sendo
transportada para dentro dos tecidos pelos transportadores de glicose (GLUT).
(ZIERLER, 1999). O GLUT-4, ¢ insulinodependente e responde de forma insuficiente
quando ha reducgdo da produgado ou da agao da insulina, o que gera diminuicdo da
captacdo de glicose tecidual e, consequentemente, queda de energia celular
(THOMOVSKY, 2016).

Na tentativa de suprir essa redugao energética intracelular, ha uma aceleragao
no processo de glicogendlise e uma intensificacédo na gliconeogénese (FRACASSI,
2017), produzindo hiperglicemia e altos niveis de superoxidos com consequente
estresse oxidativo e dano celular (CONTRERAS; GUTIERREZ-GARCIA, 2017). Além
disso, na DM dependente de insulina, a hiperglicemia torna-se mais acentuada devido
ao catabolismo proteico provocado pela hipoinsulinemia, que gera perda muscular
(KHURANA, 2012).

Ja o metabolismo lipidico € comprometido pelo aumento da lipdlise e pela
conversao dos acidos graxos em Acetil-CoA (GRECO; STABENFELDT, 2014). A
acetil-CoA é acumulada, convertida em acetoacetil-CoA e, depois em cetonas (acido

acetoacético, B-hidroxibutirato e acetona) (KOENIG, 2013). Com a progressao da DM,



0 acumulo de cetonas associado ao aumento de acido latico e a perda de agua e
eletrolitos na urina culmina no estado emergencial conhecido como cetoacidose
diabética (GRECO; STABENFELDT, 2014).

2.4. Classificagao da Diabetes mellitus

Existem dois tipos de diabetes: a tipo 1, que ocorre por perda celular e a tipo 2,
que acontece por efeito antagonista insulinico aos horménios enddgenos ou
exdgenos, como esteroides, glicocorticoides e horménios de crescimento (HOENIG,
2014).

Nos humanos, a DM tipo 2 corresponde a 90% dos casos (RIJINBERK;
KOOISTRA, 2010). Ja nos caninos € mais comum a ocorréncia da DM tipo 1, a qual
caracteriza-se por hipoinsulinemia continua (FRACASSI, 2017). Dessa forma, faz-se
necessario o uso continuo de insulina exégena (NELSON, 2015).

Em alguns casos a deficiéncia insulinica pode ser precedida por uma fase de
resisténcia insulinica, no entanto, no momento do diagndstico a maioria dos pacientes

ja é incapaz de produzir ou secretar insulina pelas células p (DAVISON, 2015).

2.5. Sinais Clinicos da Diabetes mellitus

A fase inicial da DM tem carater insidioso, na qual o animal apresenta-se
saudavel e tem peso estavel (BEHREND et al., 2018). Neste periodo a doenca é
subclinica, sendo identificada somente apdés a realizacdo de testes de rotina
realizados por outros motivos (RUCINSKY et al., 2010).

Ja em estadio clinico, ainda que a patogenia do disturbio possa ser individual
(MATTIN et al., 2014), os pacientes possuem hiperglicemia e glicosuria persistentes,
apresentando os sinais classicos de poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso
(NELSON, 2015).

Com a progressédo da diabetes ha o desenvolvimento de cetose e acidose
metabdlica, que provocam anorexia, letargia, vémito, diminui¢ao da ingestao hidrica,
desidratagao, halito cetonico e depressdo (PLOTNICK; GRECO,1995; RIJINBERK;
KOOISTRA, 2010). A evolugdo da afeccdo geralmente acontece a medida que

doencas concomitantes, como pancreatite e doenca do trato urinario bacteriana,



surgem (FLEEMAN; RAND, 2011). Aproximadamente 40% dos pacientes diabéticos
apresentam-se em cetose na primeira consulta (LING et al., 1977).

Outros sinais também podem ser notados, como opacidade do pelo, disturbios
oftalmicos [catarata, uveite anterior e ceratoconjuntivite seca] (FRACASSI, 2017),
nefropatias, hipertensao sistémica (HERRING et al., 2014) e polineuropatias
(PLOTNICK, GRECO,1995).

2.6. Diagnéstico da Diabetes mellitus

No estadio subclinico da DM, o paciente é identificado por avaliagéo laboratorial
de rotina, sendo necessario precisar se a hiperglicemia ndo tem origem no estresse,
na administracao de corticosteroides ou na presenca de doencas insulinorresistentes
(BEHREND et al., 2018).

Quando a concentragdo sanguinea de glicose esta elevada continuamente e
ultrapassa o limiar renal gerando glicosuria € que se tem os sinais clinicos da doenga
(NELSON, 2015). Neste caso, deve-se realizar hemograma completo, bioquimica
sérica (eletrolitos, ftriglicérides, colesterol, fosfatase alcalina [FA], alanina
aminotransferase [ALT]) e urinalise com cultura a fim de descartar outras causas e
confirmar a Diabetes mellitus (GRECO; STABENFELDT, 2014).

Os achados laboratoriais comuns da DM canina incluem hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, glicosuria, densidade urinaria acima de
1,020, proteinuria, bacteriuria (com ou sem piuria), aumento de ALT e FA e
leucograma de estresse (RIJINBERK; KOOISTRA, 2010). Entretanto, o animal
descompensado, além de hiperglicemia e glicosuria, apresentara corpos cetonicos na
urina e, em estados mais graves, podera manifestar também acidose metabdlica
(NELSON, 2015).

2.7. Tratamento da Diabetes mellitus

O tratamento da DM varia de acordo com o estadio da doenga (SIMO;
HERNANDEZ, 2002). Em pacientes de risco, sdo investigadas as possiveis causas
predisponentes, iniciado dieta para limitar a hiperglicemia pos-prandial e realizado

acompanhamento dos mesmos (RUCINSKY et al., 2010), ndo se instituindo terapia



insulinica (BEHREND et al., 2018). Nos animais com sinais clinicos, em geral, inicia-
se a insulinoterapia com a dose de 0,25 Ul de insulina suina em suspensao de zinco
(Caninsulin®) ou recombinante humana (NPH - Humulin®) a cada 12 horas
(FRACASSI, 2017).

Ambas insulinas sdo consideradas de acao intermediaria com NADIR
(momento de acdo maxima do farmaco) variando entre 1-10 horas e 0,5-8,5 horas,
respectivamente (BEHREND et al., 2018). A terapia € iniciada com dose minima na
tentativa de evitar hipoglicemia e acompanhar os efeitos causados pela insulina
exdgena no organismo animal (FLEEMAN; RAND, 2001). Na maioria das vezes, o
paciente costuma regularizar a glicemia com doses entre 0,2-1,0 Ul (NELSON, 2015).
Alternativamente, usa-se a insulina Glargina (Lantus®), considerada uma insulina de
acgao lenta e basal (SCHMID, 2007), em dose inicial de 0,1 Ul/kg, administrada em
intervalos de 12-24 horas, conforme necessidade (BEHREND et al., 2018).

Além da insulinoterapia continua, é necessario instituir um programa
alimentar a fim de minimizar a hiperglicemia pés-prandial e reestabelecer o escore
corporal do animal com uma dieta composta por carboidratos complexos, proteina e
baixo teor de gordura, inclusive nos pacientes de risco (FRACASSI, 2017).

Em caes obesos, o objetivo € a perda de 1-2% de peso por semana a partir de
dieta especifica e exercicio (NELSON, 2015). J& em animais abaixo do escore
corporal ideal tem-se como meta a normalizacdo do peso, o aumento de massa
muscular e a estabilizagdo do metabolismo e requerimentos insulinicos (BEHREND et
al., 2018). Para isso, recomenda-se a utilizagdo de uma ragao de manutencao de alta
qualidade ou especifica para pacientes diabéticos, sem a fungao de perda de peso
(RUCINSKY et al., 2010).

Caso o tratamento ndo esteja tendo o sucesso desejado, deve-se investigar o
manejo do animal e da insulina além das possiveis doengcas concomitantes que
provoquem resisténcia insulinica, como: obesidade, hipotireoidismo, hiperlipidemia,
doenca renal crénica, inflamacgao cronica, neoplasia, doenca cardiaca e hepatobiliar,
insuficiéncia pancreatica exdcrina (NELSON, 2015) hiperadrenocorticismo, presenga
de diestro, pancreatite cronica e infecgao bacteriana, principalmente no trato urinario,

na pele, no canal auditivo externo e na cavidade oral (FLEEMAN; RAND, 2001).



2.8. Complicagoes da Diabetes mellitus

A DM nao controlada pode provocar complicagbes a curto e em longo prazo
(BEHREND et al., 2018). Dentre elas estao as doengas oculares (FLEEMAN; RAND,
2001), a cetoacidose diabética [CAD] (CRIVELLENTI et al., 2010), as neuropatias
(SANDIREDDY et al., 2014), as nefropatias (MONGELLI-SABINO et al., 2017) e os
disturbios gastrointestinais (GABA, 2017).

Os disturbios oculares ocorrem tanto em humanos quanto em animais, sendo
a catarata a complicagdo mais comum da diabetes canina (FLEEMAN; RAND, 2001).
Beam e colaboradores (1999) mostraram que 14% dos cées apresentaram catarata
ao diagnostico da doenga.

As células e fibras do epitélio da lente dependem da glicose, que entra na lente
por meio de difusdo passiva do humor aquoso, para a produgao de energia (BASHER,;
ROBERTS, 1995). O excesso de glicose provoca acumulo de seu produto metabdlico
(sorbitol), o qual é hidrofilico e causa o influxo de agua, promovendo inchago e ruptura
de fibras da lente, resultando na catarata (NELSON, 2015).

A catarata formada ¢ irreversivel e progride rapidamente (FRACASSI, 2017).
Acima de 90% dos caes que tém a lente removida cirurgicamente tém a visdo
reestabelecida, porém existem complicagdes no pds-operatédrio imediato ou em longo
prazo, como opacidade da capsula posterior (em 68% dos animais), uveite,
hipertensao ocular, glaucoma, descolamento de retina, endoftalmite, ulcera e edema
de cornea e deiscéncia (SIGLE; NASISSE, 2006).

Além da catarata, os caes diabéticos podem desenvolver uveite,
ceratoconjuntivite seca, conjuntivite bacteriana e retinopatias diabéticas (FRACASSI,
2017). Estas sdo causadas pelas mudangas progressivas da retina em resposta aos
danos vasculares causados pela hiperglicemia (BASHER; ROBERTS, 1995).

Em humanos, a retinopatia diabética € a complicagdo microvascular mais
comum da diabetes (STITT el al., 2016). Nela, had obstrugdo dos capilares
responsaveis pela distribuicdo de oxigénio e glicose o que resulta em isquemia (KAJI,
2018). Esta, por sua vez, induz a secrecéo de citocinas e de fatores de crescimento
(principalmente do endotélio vascular) e estimula a neovascularizagao (CURTIS et al,
2009). No entanto, os novos vasos sdo mais sensiveis e por isso hifemas podem

ocorrer (KAJI, 2018). O aumento do risco de retinopatias esta associado a duragéo da



diabetes, a elevagcao da hemoglobina A1C (hemoglobina glicada) e a hipertenséao,
sendo mais encontradas em paciente com diabetes tipo 1 (YAU et al., 2012).

Em cées, as retinopatias ndo sdo tdo comuns e estdo limitadas a
microaneurismas devido a perda de pericitos das paredes dos capilares aliada a
alteragdes morfologicas das veias da retina (BASHER; ROBERTS, 1995).

A cetoacidose diabética € resultante da combinacdo de hiperglicemia,
glicosuria, cetonuria e acidemia (THOMOVSKY, 2016). A hiperglicemia ocorre pelo
nao transporte da glicose para o meio intracelular e pelo catabolismo proteico
(GRECO; STABENFELDT, 2014). E, apos ultrapassar o limiar renal [acima de 200
mg/dL (BEHREND et al., 2018)], resulta em glicosuria (KHURANA, 2012). A cetonuria
€ originada pela formagédo excessiva de corpos cetbnicos no figado que também
acabam ultrapassando o limiar renal, assim como a glicose (GRECO;
STABENFELDT, 2014). Ja a acidemia se desenvolve quando os ions de hidrogénio
originarios da quebra de corpos cetdnicos ultrapassam a capacidade de
tamponamento feita pelo bicarbonato (THOMOVSKY, 2016).

Os cetoacidos também causam osmose diurética, que associado a falta de
consumo e a perda de agua com vomitos e diarreias, resultam em desidratacao e
perdas eletroliticas (KOENIG, 2013). Além disso, ocorre hipovolemia, hipotensao,
dispneia, depressdo mental e presenca de halito cetbnico (KHURANA, 2012). O
tratamento é feito em unidade intensiva, baseado em reestabelecimento
hidroeletrolitico e de volume vascular, insulinoterapia e terapia de causas subjacentes,
como pancreatite, hiperadrenocorticismo e infeccbes do trato urinario (KOENIG,
2013).

A hiperglicemia persistente, associada as vias do poliol, da proteina quinase C,
dos produtos finais de glicacdo avangada, da hexosamina e do estresse oxidativo
(devido a disfungdo mitocondrial), podem provocar apoptose, neuroinflamacéo,
necrose, desequilibrio neurovascular e crise bioenergética, o que resulta em
neuropatia (SANDIREDDY et al., 2014). As neuropatias provocam dor, hiperalgesia e
alodinia (TIAN et al., 2016) porém sao mais retratadas em humanos e gatos (POPPL,;
ELIZERE, 2015).

Nao existe atualmente um tratamento para as neuropatias, porém estudos

tentam melhorar a fungdo neural a partir de terapias voltadas para melhora das
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anormalidades metabdlicas diabéticas (CAMERON et al., 2003; SANDIREDDY et al.,
2014; TIAN et al, 2016).

Em 2003, Cameron e colaboradores demonstraram experimentalmente que o
uso da rosuvastatina diminuia os valores de colesterol, ao inibir a via biossintética do
colesterol, melhorando o fluxo sanguineo e, consequentemente, corrigindo a
disfuncao neural. Em 2016, Tian e coautores mostraram, em ratos, que a substancia
Rutina tinha significante protegdo na neuropatia diabética por apresentar propriedades
antidiabéticas, antioxidantes e anti-inflamatorias.

A nefropatia diabética ocasionalmente é relatada em caes (FRACASSI, 2017).
Em um estudo, 55% dos caes (11 de 25) tinham albuminuria, sendo 25% somente
albuminuria e 30% albuminuria e aumento da relagdo proteina-creatinina urinaria,
podendo ser um parametro de detecgao precoce de dano renal (MAZZI et al., 2008).

Na medicina humana a nefropatia diabética ocorre em cinco estadios, sendo os
estadios iniciais (um a trés) referentes a hiperfiltracdo e as alteragdes glomerulares
estruturais, o que gera um aumento de excregdo renal de albumina de maneira
subclinica (BLOOM; RAND, 2013). Os estadios finais estdo associados com
hipertrofia glomerular e fibrose renal que causam proteinuria e diminuicao da taxa de
filtracdo glomerular (MONGELLI-SABINO et al., 2017).

Por fim, os disturbios do trato gastrointestinal (TGI) foram relatados na medicina
humana e estdo correlacionados com a perda das células intestinais de Cajal, com a
neuropatia autonémica e com os desequilibrios no numero de neurénios inibitorios e
excitatérios (SELLIN; CHANG, 2008). Eles provocam dismotilidade esofagica, refluxo
gastroesofagico, gastroparesia, enteropatia e hepatopatia (KRISHNAN et al., 2013).

As disfungdes gastrointestinais podem alterar fungbes motoras complexas
como o peristaltismo, o relaxamento reflexivo, o tonus do esfincter, o fluxo vascular e
a segmentagao intestinal (SELLIN; CHANG, 2008). O fluxo microvascular
comprometido por isquemia e hipdxia gera dor abdominal, disfuncdo da mucosa e
sangramento (GABA, 2017).

Disturbios nos vasos da submucosa foram estudados em pacientes submetidos
a cirurgias de colon, nas quais percebeu-se que 68% das pessoas com diabetes eram
possuidoras de microangiopatias (SASOR; OHLSSON, 2014). Porém, por nao se
tratar de um sinal clinico reconhecido por todos os profissionais, muitos pacientes

ainda n&o séo diagnosticados e tratados corretamente (GABA, 2017).
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2.9. Testes de Sangue Oculto Fecal

Testes para a presenca de sangue oculto fecal (TSOF) conseguem identificar
doencas gastrointestinais, anemias e tumores colorretais (SYED et al., 2001). Quando
sao baseados na atividade das peroxidases na hemoglobina do trato gastroentérico
(TUFFLI et al., 2001), detectam sangue nas fezes que nao sao visiveis a olho nu, o
que corresponde a menos de 50 mg de hemoglobina por grama de fezes (OSTROW,
1990).

Eles oxidam substancias indicadoras, como o Guaiac e a O-tolidina (um
derivado da Benzidina), e induzem mudanga de coloragao do teste (TUFFLI et al.,
2001). A sensibilidade e especificidade deles variam com o método e o tipo de
disturbio a ser investigado (BURCH et al., 2007).

O reagente Guaiac, avaliado em um unico teste, demonstrou em dois estudos
distintos 12,9% e 25% de sensibilidade e 95% e 80% de especificidade,
respectivamente (RABENECK et al., 2008). Ja a ortotolidina, quando analisada
demonstrou maior sensibilidade que o Guaiac, porém, o resultado foi associado a um
alto indice de falsos-positivos (76%) (MORRIS et al., 1976).

Recentemente, os TSOF foram também usados na detecg¢do de sangramentos
em humanos diabéticos, mostrando correlagdo entre a doenga e a positividade do
exame (NAKAJIMA; SUWA, 2017).

Na veterinaria, os testes foram estudados em bezerros (PAYTON; GLICKMAN,
1980), caes (GILSON et al.,, 1990), calopsitas (GIBBONS et al.,, 2005) e gatos
(TUFFLI, 2001; RUDINSKY et al, 2016).

Em cées, observou-se presenga de sangue oculto a partir de 20 mg/kg de
hemoglobina (GILSON et al., 1990) tanto com a técnica do Guaiac quanto com a
tetrametilbenzidina (derivado da Benzidina). Além disso, houve comprovagao de sua
eficacia em caninos com doenca renal crénica (CRIVELLENTI et al., 2017) submetidos
ao teste pelo método da Benzidina.

No entanto, no estudo feito por Narita e colaboradores (2005) em Beagles que
fizeram uso prolongado de antiinflamatérios ndo esteroidais, nao houve diferenga
entre os resultados dos testes de sangue oculto fecal entre o grupo controle e o grupo

de cetoprofeno.



12

Os testes de sangue oculto fecal a partir da oxidagéao de peroxidases continuam
sendo usados tanto na medicina humana quanto na veterinaria (CRIVELLENTI et al.,
2017), mas atualmente, estdo sendo desenvolvidos testes por imunoquimica, os quais
detectam especificamente a hemoglobina humana, com 76% de sensibilidade e 95%
de especificidade (STRACCI et al, 2014).
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3. ARTIGO

PESQUISA DE SANGUE OCULTO FECAL EM CANINOS DIABETICOS

FECAL OCCULT BLOOD TEST IN DIABETIC DOGS

RESUMO

A Diabetes mellitus ¢ uma doenga marcada por alteragdes metabdlicas que podem
provocar complicagdes oftdlmicas, neuroldgicas e renais. Em humanos, ¢ descrito ainda
distarbios gastroentéricos que culminam em sangramentos ocultos. A fim de investigar a
presenga deste tipo de alteragdo em caninos, vinte e cinco caes, distribuidos em grupo
controle (11 animais saudaveis) e grupo diabético (14 animais diagnosticados com
Diabetes mellitus tipo 1), foram submetidos ao teste de sangue oculto fecal pelo reagente
Guaiac. As amostras fecais dos caes diabéticos revelaram 81,82% (9/11) de negatividade,
nao havendo diferenca entre grupos estudados (p=0,69). Dessa forma, dentro das
condi¢des estabelecidas por este experimento, ndo foi possivel identificar sangramento

oculto nas fezes dos caninos diabéticos.

PALAVRAS-CHAVE

caes, Diabetes mellitus, sangramentos gastrointestinais, gTSOF

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a disease marked by metabolic changes that can lead to ophthalmic,
neurological and renal complications. In humans, gastroenteric disorders that culminate
in occult bleeding are also described. In order to investigate the presence of this type of
disturbance in canines, twenty-five dogs, distributed into a control group (11 healthy
animals) and a diabetic group (14 animals diagnosed with type 1 Diabetes mellitus) were
underwent to fecal occult blood test by Guaiac reagent. Fecal samples from diabetic dogs
revealed 81,82% (9/11) of negativity, without difference between the studied groups
(p=0.69). Thus, under the conditions established by this experiment, it was not possible
to identify occult bleeding in diabetic dog feces.
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INTRODUCAO

Alteragdes no trato gastrointestinal (TGI), por perda das células de Cajal,
neuropatia autonomica e desequilibrios quantitativos de neurdnios inibitorios e
excitatorios, foram relatadas em humanos diabéticos e podem alterar fungdes motoras
complexas, como o fluxo vascular (SELLIN e CHANG, 2008).

Este tipo de comprometimento pode causar dor abdominal, disfun¢do da mucosa
e sangramento devido a hipoxia e a isquemia dos microvasos (GABA, 2017). Um estudo
mostrou que enquanto 68% das pessoas diabéticas tinham microangiopatias nos vasos da
submucosa do célon, apenas 7,5% dos pacientes ndo diabéticos tinham essa disfuncao
(SASOR e OHLSSON, 2014).

Mesmo diante desta probabilidade de sangramento, Gaba (2017) relata que a
maioria dos pacientes ndo ¢ diagnosticada e, consequentemente, ndo ¢ tratada devido ao
desconhecimento dessas complicacdes pelos clinicos (GABA, 2017).

Para tornar possivel o diagndstico, a medicina humana utiliza como alternativa a
pesquisa de sangue oculto fecal (SYED et al., 2001), a qual ¢ capaz de detectar fragdes
de sangue imperceptiveis a olho nu (abaixo de 5S0mg de hemoglobina por grama de fezes)
(OSTROW, 1990).

Esta se baseia na atividade das peroxidases na hemoglobina presente no trato
gastroentérico, que oxida substancias indicadoras, como o Guaiac, induzindo mudanga de
coloracdo do teste (TUFFLI et al., 2001).

Os testes de sangue oculto fecal (TSOF) foram primeiramente usados para a
detecgdo precoce de cancer colorretal em seres humanos (ROCKEY, 1999), no entanto,
atualmente foram empregados em pacientes diabéticos, demonstrando uma maior
positividade no exame quando comparados com os ndo diabéticos (NAKAJIMA e
SUWA, 2017).

Estudos tém revelado também a eficacia dos testes de sangue oculto fecal (TSOF)
em bezerros (PAYTON e GLICKMAN, 1980), caes (GILSON et al., 1990), calopsitas
(GIBBONS et al., 2005) e gatos (TUFFLI, 2001; RUDINSKY et al, 2016). Na espécie
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canina, testes positivos foram observados por Narita et al. (2005) em animais medicados
com anti-inflamatorio por periodo prolongado.

Diante da evidéncia de sangramento oculto gastrintestinal em humanos diabéticos
e da hipdtese de que o mesmo possa ocorrer em caes, este estudo objetivou investigar a
presenca de sangue oculto nas fezes de caninos portadores de Diabetes mellitus tipo 1

utilizando o método do Guaiac.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica Animal (CEUA-UFU) no protocolo
n°® 039/17 e foi realizado em pacientes caninos atendidos no Servigo de Endocrinologia e
no Setor de Clinica Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e em clinicas particulares, entre julho de 2017
e fevereiro de 2018, ap6s consentimento dos tutores.

Foram selecionados, inicialmente, 34 caes adultos (19 diabéticos e 15 controles)
alimentados com ragdo comercial de marcas variadas. Como critério de exclusao,
determinou-se que caninos que tenham utilizado farmacos causadores de lesdes
gastroentéricas nos ultimos 30 dias (p.ex. corticosteroides e anti-inflamatdérios nao
esteroidais) e/ou com sangramentos macroscopicos, portadores de endoparasitas
gastrointestinais, injuria renal aguda, e/ou quaisquer outras doengas cronicas. Dessa
forma, cinco cdes foram excluidos pela ndo possibilidade de realizagdo de todos os
exames previamente estabelecidos para a pesquisa, dois por serem portadores de
Ancilostomiase (Ancylostoma spp.), um por possuir neoplasia e um por apresentar
Hiperadrenocorticismo, totalizando, ao final, 25 caes.

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais. O grupo de caes
diabéticos (GD) foi composto por 14 caninos portadores de Diabetes mellitus tipo 1, ja
em tratamento e compensados. Dentre eles, 10 fémeas e quatro machos, com idade média
de 7,93+£2,76 anos, peso de 11,60+£10,37 kg e sem histérico ou alteragdes clinicas de
outras doengas. O grupo controle (GC) foi constituido de 11 caes adultos, sadios, nove
fémeas e dois machos, com idade de 4,64+1,5 anos e peso de 6,69+1,99 kg, cujo bom
estado de satde foi estabelecido com base nos exames clinicos gerais e laboratoriais. As

ragas representadas foram Poodle (n=5), ShihTzu (n=4), Schnauzer (n=3), Spitz Alemao
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(n=2), Chow Chow (n=1), Dachshund (n=1), Maltés (n=1), Pinscher (n=1), Pug (n=1),
Yorkshire (n=1), além de 5 mesticos.

Para o estudo, aferiu-se primeiramente a pressao arterial sistolica com auxilio do
doppler vascular (Doppler Vascular Portatil DV610V®, Medmega, Brasil). Coletou-se,
em seguida, 5 mL de sangue venoso jugular ou cefalico para avaliacdo de hemograma
completo, bioquimica sérica (triglicérides, colesterol, frutosamina, ureia, creatinina,
alanina transferase [ALT], fosfatase alcalina [FA]) e glicemia (Glicosimetro One
Touch®, Johnson & Johnson Medical Devices & Diagnostics Group, América Latina).
Além disso, colheu-se 10 mL de urina, por cistocentese ou mic¢do espontanea, para
realizacdo da urinalise. Por fim, realizou-se exame coproparasitologico pelos métodos
direto (BOWMAN, 2013) e Willis (MESQUITA et al., 2017) e testes para pesquisa de
sangue oculto fecal pelo método Guaiac a partir de fezes frescas obtidas de defecacdes
espontaneas.

O teste de sangue oculto fecal pelo Guaiac (gTSOF) (Feca-cult® envelope, Inlab
Diagnostica, Brasil), foi utilizado conforme a bula do fabricante. Com aplicadores
diferentes, uma fina camada do material evacuado foi colocada dentro de cada circulo.
Na parte traseira, foram instiladas trés gotas de solucao de desenvolvimento do produto
em cada se¢do e o resultado foi lido apds 30 segundos. Neste teste realizou-se duas
repeticdes de uma mesma amostra.

Os testes foram fotografados e, posteriormente, qualificados por trés avaliadores
as cegas. A aparéncia azulada significou resultado positivo para a presenga de sangue na

amostra (Fig. 1).

Figura 1. Classificagdo em escores utilizada para interpretagao do teste de sangue oculto
fecal pelo método do Guaiac (gTSOF) em caninos diabéticos e saudéaveis. (A) Escore 0
(Negativo para a presenca de sangue na amostra). (B) Escore 1 (Positivo), superficie
apresenta mancha azulada.
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A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphpadPrism®
(GraphpadPrism®, Graphpad Software, USA). Dados comparativos foram avaliados via
teste paramétrico ¢ de student, exceto hematocrito, plaquetas, leucocitos, triglicérides,
ALT e FA, os quais foram averiguados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney por
ndo terem apresentado distribui¢do normal.

A correlacdo entre as varidveis paramétricas com o teste de deteccdo de
sangramento oculto fecal foi verificada pelo coeficiente de Pearson, com exce¢do das
plaquetas, dos triglicérides e da glicemia por ndo obterem distribui¢do normal, sendo,
entdo, analisadas pelo coeficiente de Spearman.

Por fim, os grupos do gTSOF foram avaliados pelo teste da Binomial para duas
propor¢des. Em todas as analises valores de p abaixo de 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

RESULTADOS
Os caes diabéticos do estudo, como esperado, diferentemente dos nao diabéticos,
apresentaram hiperglicemia, hipercolesterolemia, hiperfosfatasemia e aumento nas

concentragdes de frutosamina (Tab.1).

Tabela 1. Médias com desvio padrdo ou mediana com maxima e minima dos resultados
das variaveis avaliadas que seguiram ou ndo uma distribuicdo normal, respectivamente
dos caes pertencentes ao grupo controle (GC) e diabético (GD), com seus respectivos

valores de p e valores de referéncia (VR).

VARIAVEIS GD GC p VR*
Hemacias (x10° mm?) 6,88+0,32 6,69+0,17 0,64 5,5-8,5
Hemoglobina (g%) 15,65+2,42 16,29+1,11 0,43 12-18
Hematocrito (%) 46,85 (37-61,3)  48,7(41,5-50,4) 0,98 37-55
Plaquetas (x10° mm?) 314,5 (189-751) 368 (270-461) 0,64 200-500
Leucdcitos (x10° mm?) 8,5 (3-18,5) 9,5 (6,6-13,2) 0,15 6-18
Triglicérides (mg/dL) 86,1 (27,6-771,2) 84,9 (28,3-280,9) 0,79 21-112
Colesterol (mg/dL) 286,7+72,56 209,1+£32,92 0,003 135-270
Frutosamina (mmol/L) 519,8+143,8 314,1£104,8 0,0009 170-338

Glicose (mg/dL) 324,1+142,4 87,55+15,57  <0,0001 65-118
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Alanina aminotransferase

76,5 (11-482) 57 (24-109) 0,4 0-102
(UI/L)

Fosfatase alcalina (UVL)  323,3+163,2 152,5¢112,1 0,007  20-156
Creatinina (mg/dL) 0,75+0,15 0,71+0,28 0,65 0,5-1,5
Ureia (mg/dL) 34,23+13,91 32,93£13,49 0,82 21-60
Densidade urinéria 1,037+0,01 1,04040,02 0,6  1,015-1,045
Glicostria 3(1-4) 0 <0,0001 0

PAS (mmHg) 149,5+23,71 138242714 029  Até 160

*Fonte: KANEKO et al., 2008.

O teste de sangue oculto fecal (TSOF) apresentou positividade em um dos caninos
do grupo controle (1/11; 9,09%) e somente em dois dos pacientes diabéticos (2/14;
14,29%), ndo sendo possivel comprovar diferenga entre os grupos (p=0,69).

Nenhuma correlagdo foi encontrada entre o teste para deteccdo de sangue oculto

fecal e as analises clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e urinarias dos animais estudados.

DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar a presenca de sangramento oculto
gastrintestinal em caninos portadores de Diabetes mellitus, a qual ndao pdde ser
confirmada utilizando o exame baseado no reagente Guaiac. Tais resultados podem ter
ocorrido devido a presenca de fatores de negativacdo do teste ou a inexisténcia de
sangramentos gastroentéricos em caninos diabéticos.

Dois estudos utilizando o reagente Guaiac em um Unico teste, demonstraram
resultados de 12,9% e 25% de sensibilidade e 95% e 80% de especificidade,
respectivamente (RABENECK et al., 2008).

Sabe-se que a sensibilidade desta metodologia estd correlacionada com a
quantidade de fracdo heme presente nas fezes, por serem testes baseados na atividade das
peroxidades, ou seja, seus resultados serdo mais representativos em lesdes maiores €
localizadas no final do intestino, uma vez que o fragmento heme pode ser parcialmente
degradado nas porg¢des anteriores do TGI (OSTROW, 1990; ROCKEY, 1999).

Outros fatores que podem influenciar nos resultados dos TSOF referidos na

literatura sdo sangramentos intermitentes (NARULA et al., 2014), umidade fecal e
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substancias que aumentem ou diminuam a oxidagdo do corante indicador (AHLQUIST
et al., 1985).

O teste de sangue oculto pelo Guaiac quando positivo, geralmente, indica a
presenca de sangramento importante (MORRIS et al., 1976), porém, como destacado
anteriormente, em doencas causadoras de sangramentos intermitentes, o exame pode
mostrar-se falsamente negativo (NARULA et al, 2014).

A fim de diminuir essa incidéncia, MORRIS et al. (1976) sugeriram a realizagao
do gTSOF em trés amostras diferentes. No presente trabalho, houve repeticao de teste,
assim como proposto por Rabeneck et al. (2008), no entanto, foram realizados dois testes
de porgdes diferentes de uma mesma amostra, o que pode ter contribuido para o alto
indice de resultados negativos.

Na medicina veterinaria, especificamente na clinica de pequenos animais,
pesquisas utilizando testes de sangue oculto fecal apresentaram resultados contraditorios.
Gilson et al. (1990) comprovaram a eficacia do teste em caninos que receberam 20 mg de
hemoglobina/kg através de tubo orogastrico, o que corresponderia a 2-4 mL de
sangramento no TGI em um animal de 30 kg. No entanto, Narita (2005), avaliando os
efeitos em longo prazo do cetoprofeno em cées ainda que obtendo positividade nos testes,
ndo observou diferenca entre eles, assim como no presente trabalho.

Na medicina humana, essas diferencas de resultados fizeram com que novas
metodologias fossem desenvolvidas. Atualmente, testes especificos para a hemoglobina
humana (por imunoquimica — iTSOF) estdo sendo estudadas, mostrando 76% de
sensibilidade e 95% de especificidade (STRACCI et al, 2014).

Outra hipotese para a falta de identificacdo de sangramento oculto fecal em caes
portadores de diabetes do presente estudo baseia-se no fato de que talvez, assim como a
alta prevaléncia de alteragdes renais e de lesdes vasculares em extremidade, provocadas
por microangiopatias, em humanos diabéticos (BJERG et al., 2018) ndo ¢ bem relatada
em caninos diabéticos (HERRING et al., 2014), lesdes gastroentéricas poderiam também
ser inexpressivas ou até mesmo inexistentes.

Considerando os fatos expostos, sugere-se o desenvolvimento de testes para
deteccao de hemoglobina especifica canina e estudos futuros com confirmagao de lesdes

do TGI por meio da videoscopia e/ou bidpsias intestinais em pacientes caninos diabéticos.
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CONCLUSOES
Nao foi possivel detectar sangue oculto fecal utilizando o reagente Guaiac em

caninos diabéticos.
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ANEXO 2 - PARECER CEUA/UFU

@ Universidade Federal de Uberdandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comiss3o de Etica na UtilizagSo de Animais (CELA)
Rua Ceara, S/ - Bloco 2T, sala 113 — CEP 32405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VolP) 3423;
e-mail:ceva@propp.ufu br; wanw. comissoes. propp. ufu. br

AMALISE FINAL MN® 125/17 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAD DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAUFU 032117

Projeto Pesquisa: Pesguisa de sangue oculio fecal em cdes portadores de
diabetes melius.

Pesquisador Responsavel: Sofia Borin Crivellent

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com

animais nos limites da redagio e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatorio final,

Situagio: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: A CEUA'UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
AMALISE E AFROVACAC DA MESMA.

Uberldndia, 17 de julho de 2017

ik

ol :

Prof. Dr. Lido Vilela Cameiro Girdo
Coordenador da CEUAMUFU
Portara n® 68517
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