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RESUMO

A homocisteina (HC) é um potencial marcador de salde em cées e gatos, mas sua analise clinica
ainda é limitada. Para avancar nesse campo, sdo necessarios métodos de mensuracao acessiveis € 0
estabelecimento de intervalos de referéncia (IR) para animais saudaveis, além da compreensdo dos
fatores na saude e na doenca, que afetam sua concentracdo em amostras bioldgicas. Diante disso, 0
objetivo principal desta pesquisa foi investigar como raca, sexo, faixa etaria e escore de condigédo
corporal afetam valores de HC total sérica (HCts) em cées e gatos, bem como avaliar a influéncia
da obesidade, da periodontite cronica (PC) e da lesdo renal aguda (LRA) nos valores de
homocisteinemia de cdes. Para isso, foram avaliados em um Unico momento: 62 cées saudaveis,
divididos por faixa etaria, escore de condicao corporal (ECC), sexo e presenca/auséncia de PC (G1);
23 gatos saudaveis, subdivididos por faixa etaria e sexo (G2); o 24 cdes com LRA isolada ou
associada a doenca renal cronica (G3); e, por fim, 24 caes obesos, sem doenca enddcrina de base
(G4). Foram avaliados os efeitos de determinantes como obesidade, PC e LRA sobre valores de
HCts, assim como a correlacdo entre HC e as concentracdes séricas de creatinina, uréia, fosforo e
amilase. O IR, valores médios e desvios padrdo para HCts em cdes e gatos saudaveis, sem doenca
periodontal, foram: 6,08 & 20,91 umol/L (13,25 * 3,78 umol/L) para cdes saudaveis: e 15,89 a 45,58
umol/L (26,22 + 7,69 umol/L) para gatos saudaveis. Constatou-se que caes com obesidade, PC e
LRA apresentam concentracdes maiores de HCts do que cdes considerados saudaveis, enquanto
variaveis fisiol6gicas, como sexo e faixa etaria, ndo apresentaram influéncia significativa sobre a
HCts. A correlacdo entre HCts e creatinina, amilase e fésforo reforcam sua importancia no
diagnostico precoce de LRA. Cées com HCts acima de 15 pmol/L apresentam 5 (cinco) X mais
chance de ébito. Esses resultados indicam que a HCts € um biomarcador promissor para o

diagndstico, estadiamento, monitoramento e prognostico de animais com obesidade, LRA e PC.

Palavras-chave: cdo; doenca periodontal; rins.



ABSTRACT

Homocysteine (HC) is a potential health marker in dogs and cats, but its clinical analysis is still limited.
To advance in this field, accessible measurement methods and the establishment of reference intervals
(R1) for healthy animals are necessary, in addition to understanding the factors in health and disease that
affect their concentration in biological samples. Therefore, the main objective of this research was to
investigate how breed, sex, age group and body condition score affect serum total (HCts) values in dogs
and cats, as well as evaluate the influence of obesity, chronic periodontitis (CP) and acute kidney injury
(AKI) can influence homocysteinemia in dogs. For this, the following were evaluated at a single time:
62 healthy dogs, divided by age group, body condition score (BCS), sex and presence/absence of CP (G1);
23 healthy cats, subdivided by age group and sex (G2); o 24 dogs with AKI alone or associated with
chronic kidney disease (G3); and, finally, 24 obese dogs, without underlying endocrine disease (G4). The
effects of determinants such as obesity, BW and AKI on HC values were evaluated, as well as the
correlation between HC and serum concentrations of creatinine, urea, phosphorus and amylase. The RI,
mean values and standard deviations for HCts in healthy dogs and cats, without periodontal disease, were:
6.08 to 20.91 pmol/L (13.25 £ 3.78 umol/L) for healthy dogs; and 15.89 to 45.58 umol/L (26.22 + 7.69
pmol/L) for healthy cats. It was found that dogs with obesity, CP and AKI have higher concentrations of
HCts than dogs considered healthy, while physiological variables, such as sex and age group, did not have
a significant influence on HCts. The correlation between HCts and creatinine, amylase and phosphorus
reinforces its importance in the early diagnosis of AKI. Dogs with HCts above 15 pmol/L have a 5x
greater chance of death. These results indicate that HCts is a promising biomarker for the diagnosis,

staging, monitoring and prognosis of animals with obesity, AKI and CP.

Keywords: canine; periodontal disease; kidney injury.
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1. INTRODUCAO

A homocisteina (HC) é um aminoé&cido sulfurado produzido principalmente pelo metabolismo
da metionina dietética (House et al., 1998). Esse analito é pouco explorado na rotina clinica de
caes e gatos, mas apresenta potencial como biomarcador em diversas condi¢cfes, especialmente
renais e cardiovasculares. Quadros de hiperhomocisteinemia (HHC) podem aumentar o risco
de desenvolvimento e/ou agravar essas condic¢Ges (Bydlowski et al., 1998). Portanto, avaliar a
concentracdo de HC e manter seus valores dentro do intervalo de referéncia (IR) para a espécie

é fundamental na pratica clinica.

Na medicina 0 emprego da dosagem da HC j& vem sendo utilizada para o diagndstico e
monitoramento de doencas renais (Shih et al., 2022), cardiovasculares (Venancio et al., 2010),
neuroldgicas (Zhuo et al., 2011), obesidade (Wang et al., 2022) e periodontite cronica (Langote
et al., 2023). Poucos artigos cientificos que avaliam a importancia da analise da HC em

caes e gatos estdo disponiveis na medicina veterinaria. Dentre, os estudos destacados, estdo
aqueles realizados por McMichael e colaboradores (2020) e Lee e Hyun (2012), que
investigaram a HC na cardiopatia em cdes e gatos, respectivamente. Além disso, Rossi e
colaboradores (2013) e Giraldi e colaboradores (2019) conduziram pesquisas sobre a HC na
doenca renal crénica (DRC) em cées e gatos, respectivamente.

Até o presente momento ndo foram estabelecidas as interferéncias da faixa etaria, obesidade ou
de alteracOes dentarias sobre as concentracoes de HC, em cdes e gatos- Diante desse contexto,
é essencial estabelecer o IR de HC para a espécie, seguindo as diretrizes de Scott (2008). Para
iss0, é necessario obter amostras representativas que abranjam diferentes sexos, racas e faixas
etarias. A selecdo criteriosa com base em critérios de inclusdo e exclusdo, a qualidade das
amostras, a precisdo da analise e o controle de qualidade laboratorial sdo fatores determinantes
para a qualidade dos resultados.

Além disso, é importante avancar no conhecimento sobre os determinantes fisiologicos e
patoldgicos das concentracdes de HC e, estabelecer IR especificos para cées e gatos. 1sso requer
a mensuragdo da HC utilizando métodos praticos, econdémicos e de facil execucdo, que
permitam sua analise na rotina laboratorial para uso clinico, um exemplo é o método

enzimatico, utilizado pioneiramente em amostras de cdes por Rossi e colaboradores (2008).

A partir da determinacdo de IR especificos para cdes e gatos, sera possivel desenvolver
estratégias para controlar os valores de HC, mitigando os danos biologicos associados a HHC,

especialmente em relacdo ao sistema renal e cardiovascular.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Avaliar a provavel influéncia de determinantes fisiol6gicos, como raca, sexo e faixa etaria,

sobre os valores de homocisteina total sérica (HCts) em cées e gatos clinicamente saudaveis

bem como a influéncia da obesidade, periodontite crénica (PC) e leséo renal aguda (LRA) nos

valores de HCts em cées.

1.2. Objetivos especificos

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.
1.2.7.

1.2.8.

Estabelecer o intervalo de referéncia (IR) para HCts de cdes e gatos em estado
de salde;

Avaliar a inflGencia da idade sobre os valores de HCts em cées e gatos;
Avaliar a influéncia do sexo sobre os valores de HCts em cées e gatos;

Avaliar a influéncia do escore de condi¢do corporal (ECC) sobre os valores da
HCts em cées e gatos;

Avaliar a influéncia da PC discreta e moderada nos valores de HCts em cédes
saudaveis;

Avaliar a influéncia do diagnostico de LRA sobre valores de HCts em cées;
Correlacionar a HCts aos valores de fosforo, amilase, creatinina e uréia séricos
em cées e gatos saudaveis e em cdes com LRA;

Estudar a possibilidade da HCts ser um analito preditor de progndstico em cées
com LRA,
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3. Revisdo de Literatura

3.1. Definicéo, origem e principais causas de altera¢es da homocisteina

A HC é um aminoacido sulfurado, ndo formador de proteinas, produzido principalmente no
figado a partir da via da desmetilacdo da metionina oriunda da dieta ou do catabolismo (fig. 1),
sendo a metionina a Unica fonte de producdo de HC enddgena (Selhub, 1999; Neves et al.,
2004).

Metionina
adenosiliransferase

Metionina

NH, 5 - adenosil metionina (SAME)

S- adenosilmetionina
hidrolase

S - adenosil homocisteina (SAH)

Homocisteina d ,
S-adenosilhomocisteina

(9] hidrolase

”SMOH + (-CH3)

NH,

Figura 1. Processo de desmetilacdo da metionina até a conversdo a homocisteina. Fonte:
adaptado de Neves e colaboradores (1999).

A manutencdo dos valores de homocisteina total (HCt) sérica ou plasmaética dentro do IR
depende de trés fatores: a dieta, a excrecdo renal e, principalmente, sua metabolizacdo. Essa
ultima, ocorre por duas grandes vias: a remetilacdo e a transulfatacdo, que acontecem
simultaneamente no organismo. No entanto, ha predominio da remetilacdo em jejum e da

transulfatacdo no periodo pos-prandial, apos sobrecarga de metionina (Neves et al., 2004).

Na via da remetilacéo, que ocorre em todas as células corporais, especialmente nos hepatocitos,
inicialmente ha a adicdo de um grupo metila (-CH3) ao tetrahidrofolato (THF), a forma ativa
da vitamina B9 (vB9) proveniente da dieta, formando o metil-tetrahidrofolato (metil-THF) pela
acdo da enzima 5- metilenotetra-hidrofolato redutase (5-MTHFR). Em seguida, o metil-THF
transfere o grupo metila para a HC, formando metionina por meio da enzima metionina

sintetase, que é dependente de vitamina B12 (vB12).
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Durante este processo, o metil-THF é convertido em di-hidrofolato, que é convertido de volta
em THF pela enzima di-hidrofolato redutase, reciclando a vB9. A vB12, ap6s atuar como
cofator da enzima metionina sintetase, € liberada e pode continuar participando do ciclo da HC
(Selhub, 1999; Neves et al., 2004; Venancio et al., 2010), conforme demonstrado na figura- 2.

metilenetetrahidrofolato redutase

N

THF (B9) + grupo metila (-CH3)

|

metil-THF \

“
|
Y,

[ =)

M

Metionina sintetase + B12

r\ di-hidrofolato redutase

metil + homocisteina

‘ /—\ Doacio do radical metil » di-hidrofolato  THF (B9)
N\ 3)

—
metionina \._%/.I B12

THF: tetrahidrofolato

Figura 2. Esquema da via da remetilac&o que converte a homocisteina em metionina, destacando
0 papel das vitaminas B12 e B9. As reacfes ocorrem na ordem de 1 a 3, com setas verdes
indicando a reciclagem das vitaminas B9 e B12. Fonte: adaptado de Neves e colaboradores
(1999).

A transulfatacdo, em condi¢Ges de normohomocisteinemia, ocorre predominantemente no
figado. No entanto, em condicGes de HHC apesar do protagonismo hepético, hd um grande
incremento na via de transulfatacdo renal na tentativa de manter a HC dentro da faixa de
normalidade (House et al., 1997; House et al., 1998). A via da remetilacdo ndo € importante na
metabolizacdo renal de HC, mesmo em casos de HHC, sendo observado menos de 2% de

recuperacdo de metionina (House et al., 1998).

Esta via tem como objetivo sintetizar cisteina e/ou catabolizar o excesso de HC presente no
organismo (Selhub, 1999; Neves et al., 2004; Venéancio et al., 2010). Inicialmente, a HC se
condensa com a serina para formar a cistationina, por meio da acao da enzima cistationina B-
sintetase (CBS), que tem como cofator a vB6. Essa conversdo envolve uma reagdo de

transulfatagdo, na qual um grupo sulfeto (-SH) da HC é transferido para a serina,
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transformando-o em piruvato, ou transferido para outra molécula de HC, formando, pela ligacéo
dissulfeto (-S-S) a cistationina (Selhub, 1999; Neves et al., 2004; Venancio et al., 2010),

conforme demonstrado na fig.3.

Cistationina B -sintetase
Homocisteina + B6
Cistationina y -liase

A}

Cistationina + B6

1\

Taurina Sulfatos inorgéanicos
Cisteina

Figura 3. Via da transulfatacdo da homocisteina, destacando o papel da vitamina B6 como
cofator das reacdes envolvidas. Fonte: adaptado de Neves e colaboradores (1999).

Apesar dos mecanismos compensatérios, os quadros de HHC sdo comuns em humanos e podem
ser causados por uma dieta rica em proteinas oriundas de carnes vermelhas, baixa ingestéo e/ou
absorcéo de vitaminas do complexo B, e pela doenca renal cronica (DRC). Suas consequéncias
incluem aumento de doencas coronarianas, infarto do miocardio, trombose, acidentes
vasculares cerebrais (AVC), além de contribuir para o desenvolvimento e evolucdo do

Alzheimer, associado ou ndo a estas doengas mencionadas anteriormente.

Portanto, reduzir a HC requer uma abordagem multidisciplinar entre clinicos e nutricionistas
para definir a melhor estratégia terapéutica. 1sso pode incluir aumento da ingestdo de alimentos
ricos em vitaminas B6 (vB6) e vB12, redugéo na ingestdo de carnes vermelhas e, se necessario,
suplementacdo com &cido folico, vB12, taurina ou betaina. No entanto, em casos de DRC, essas
medidas podem ser insuficientes e pouco eficazes, devido ao compormetimento renal na
transulfatagdo (Neves et al., 2004; Gabriel et al., 2005; Venancio et al., 2010; Zhuo et al., 2011).

A hipohomocisteinemia € menos frequente e pode ser causada por reducdo da sua producéo
pelo figado, falta de substrato e/ou suplementacdo excessiva com vitaminais do complexo B.
As suas consequéncias incluem falhas no sistema imunoldgico, maior predisposi¢cdo ao

Alzheimer e menor combate ao estresse oxidativo.
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Ao detectar a HC sérica baixa, deve-se alterar ou interromper a suplementagdo das vitaminas

do complexo B ou acido folico. Em outras situacdes é recomendada ajustes dietéticos; de
maneira a consumir em menor quantidade alimentos ricos em vB6 e vB12 (Neves et al., 2004;
Bae et al., 2021).

Dentro deste contexto, em pesquisa conduzida por Rossi e colaboradores (2008), a
homocisteina total (HCt) foi avaliada em cdes de maneira inédita pelo método colorimétrico
enzimatico (CE), devido a sua simplicidade de execucdo e menor custo em comparacao ao
padrdo-ouro, a cromatografia liquida e alta eficiéncia (CLAE). O desempenho analitico deste
método foi avaliado em 56 amostras de cdes, sendo oito provenientes de pacientes saudaveis e

48 com diferentes condicdes clinicas.

Os resultados destacaram a maior precisdo do método CE em amostras com niveis de HCt
préximos ou acima do limite de referéncia, enquanto observaram maior imprecisdo em amostras
com niveis baixos, encontrados apenas em cdes saudaveis. Os autores consideraram que esta
imprecisdo em niveis baixos ndo deve ter impacto significativo nas decisdes clinicas. O estudo
também enfatizou a preferéncia por amostras de soro em relacdo ao plasma e recomendou evitar

0 uso de amostras intensamente ictéricas (Rossi et al., 2008).

Apos a pesquisa de Rossi e colaboradores (2008), novos trabalhos em cées e gatos foram
impulsionados, conforme detalhado nas figuras 5 e 6, respectivamente.
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Figura 4. Principais estudos que investigaram os valores de homocisteina total sérica (HCts)

ou plasmatica (HCtp) em caes.

Autores n° amostral e Raca, sexo e MA e M £ DP Avaliag
condicdo de idade amostra do da
saude utilizada influénc

ia da
faixa
etaria
sexo e
ECC
nos
valores
de HCts
ou
HCTp

Rossi et 8 higidos Higidos AMOST Higidos:

al. 48  doentes: RA 582 + 3,26 Né&o

(2008) doencas SRD (n=19); Plasma e pmol/l foram
cardiacas Labrador Soro (variando de avaliada
(n=10), (n=3); 1,43 a 11,23 S
inflamacdes Golden MA pmol/l).

(n=6), Retriever CE
disturbios (n=2); outras Insuficiéncia
gastrointestin ragas (n=11) renal: 18,86
ais ( n=7), + 10,15
neoplasias Fémeas pumol/L
(n=8), (n=5) e (variando de
insuficiéncia Machos 9,38 a 32,07
renal (n=4), (n=3) pumol/l)
traumas (n=7)
e outras (n=6) Idade média: Doencas
2,5 anos cardiacas:
(variando de 10,21 + 6,09
1 a 6 anos), pmol/l.
(variando de
4,47 a 24,50
pumol/l)

Lutz et 35 higidos Né&o Border AMOST Higidos nédo

al. ndo  Border Collies RA Border N&o

(2012) Collies plasma Collies: 10,4 foram

SRD (n=19); = 4,5 pmol/l avaliada
109 higidos Labrador MA (variando de S
Border (n=3); CLAE/F 43 a 184
Collies Golden L pmol/l)
Retriever
(n=2); outras Higidos
racas (n=11) Border
Collies:
Fémeas 9, 5 + 40
(n=18) e pmol/I
Machos (variando de
(n=17) 28 a 224
pmol/1)
Idade média:
5 anos N&o notou-se
(variando de diferenca
1a 15 anos), estatistica
entre 0s
Peso corporal grupos
médio: 12,6
kg (variando Comparacdo
de51a43 foi conduzida
kg). devido a

descobertas
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Border anteriores
Collies que
indicaram a
Fémeas presenca de
(n=58) e umadeficiénc
Machos ia hereditaria
(n=51) de vB12 em
cdes da raga
Idade média: Border
4 anos Collie.
(variando de
0,2al4 Cinco
anos) animais
apresentaram
Peso corporal a vB1 abaixo
médio: 17,3 do IR, porém
kg (variando com valores
de 2,7a29 de HC dentro
k). do IR.
Cayir; 40 higidos Pastor AMOST 10,6 £ 4,55 Foram
Kozat Aleméo, RA pumol/l, avaliada
(2016) Golden plasma Pastor S a
Retriever, Alemao influénc
Labrador e MA 11,43 + 6,10 ia do
Terrier, ELISA pmol/Il, sexo e
distribuidos Golden idade.
igualmente Retriever
8,88 =+ 2,34 Sexo:
pmol/l, ndo
Terries notou-se
9,40 = 3,83 difereng
pmol/l,Labra a
dor Retriever estatisti
ca
N&o notou-se
diferenca Idade:
estatistica trés
entre racas grupos,
sendo:
menos
de 1
ano,
entre 1 e
2 anos e
entre 3 e
6 anos.
Né&o
notou-se
difereng
a
estatisti
ca
Benven 29 ERI AMOST Higidos:
uti et al. enteropatia RA 526 + 2,78 Né&o
(2020) responsiva a SRD (n=7), Soro pumol/I foram
imunossupres Pastor avaliada
sdo (ERI) Aleméo MA Enteropatia: S
associada a (n=6), Maltés CLAE 30,22 + 8,67
ma absorcao. (n=4), pmol/I
Dachshund
24 higidos (n=2), Notou-se no
Pinscher grupo
(n=2), portador de

Basenji

enteropatia
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(n=1), Setter
Irlandés
(n:]')!
Weimaraner
(n=1),
Cocker
Inglés
Spaniel
(n=1), Jack
Russel
Terrier (n=1),
Dobermann
(n=1), Pug
(n=1) e
Beagle (n=1).

Fémeas
(n=7) e
Machos
(n=22)

Idade média:
4,79 anos

(variando de
1lallanos)

ECC: 2 a 6
(escalade 1 a
9)

Mediana: 3,5

Higidos

Fémeas
(n=8) e
Machos
(n=16)

Idade média:
4,5 anos
(variando de
1a8anos)

ECC: 4 a 6
(escalade 1 a
9)

Mediana: 4,5

SRD (n=11),
Jack Russel
Terrier  (4),
Setter Inglés
(3), Bulldog
Inglés  (2),
Dachshund

(2), Beagle
(1) e Cocker
Spaniel (1).

foi
identificada
uma
correlacéo
negativa
entre 0S
niveis de
HCts e da
vB12.

Johnso
n et al.
(2023)

15  higidos
nédo galgos

31  higidos
Greyhound

Higidos nao AMOST
galgos RA

Soro
Fémeas
(n=6) e MA
Machos CLAE/E
(n=9) M

Higidos néo
galgos
Mediana:
13,9 pmol/l
(variando de
8,7a21,2
umol/I)

Nao foram
avaliadas para
sexo e ECC.

Apenas no
grupo
Greyhound a
HCts foi
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Idade média: Higidos positivamente
3,5 anos galgos correlacionada
(variando de Mediana: com a idade (p
15a75 25,0 pmol/l =0,02)
anos) (variando de
6 a94.9)
SRD (n=b); pmol/l
Golden
Retriever Notou-se
(n=3); Border diferenca
Coliie (n=1); estatistica
American Pit entre racas
Bull Terrier Foi
(n=1), evidenciada
Pointer uma
Alemdo de correlacéo
Pelo  Curto inversa entre
(n=1) e a vB12,
Treeing vitamina B9
Walker (vB9) e
Coonhound metionina e
(n=1). os valores de
HCts nos
Higidos Greygounds
galgos
Fémeas
(n=12) e
Machos
(n=19)
Idade média:
3,5 anos
(variando de
15al125
anos)
Patters 51 higidos Higidos AMOST Higidos
on et al. RA Né&o foram
(2013) 22 sindrome Fémeas Soro Mediana: avaliadas
da resposta (n=24) e 11,1 umol/l
inflamatéria Machos MA (variando de
sistémica ndo (n=27) CG/IEM 8,89 a 17,20
infecciosa Idade: pumol/l)
(n=11) e variando de
infecciosa/se 6,0a13,0 SIRS
pse (h=11). anos Mediana: 7,3
pmol/I
Notou-se
diferenca
estatistica
entre 0s
grupos.
Gotyns 10 higidos Higidos AMOST Higidos
ki et al. 19 Fémeas RA Média: 11,52 Néo foram
(2017) hipotireoideo (n=5) e Soro pmol/l avaliadas
S Machos (variando de
(n=5) MA 10,00 a 16,65
Idade: média (0] pmol/1)
de 7,3 anos
(variando de Hipotiereoid
5 a 10 anos) €0s
Raca: SRD 22,2 umol/l
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(variando de

Hipotiereoid 165 a 37,75
eos
Fémeas pumol/I)
(n=11) e x
Machos Correlagao
(n=8) inversa em
Idade: média HCts €
7,7 anos tiroxina total
(variando de e livre
4 a 12 anos).
Lee e 9 Higidos Fémeas AMOST Néo Né&o
Hyun (n=4) e RA demonstrado foram
(2012) Yorkshire Machos Plasma analisad
: (n=5) Sem 0.
(n=1) Terrier; MA diferenca
Shit Idade média: entre 0s
It-zu 101 = 24 grupos
(n=2); Poodle anos
(n=1); Maltés
(n=4);
Crossbreed
(n=4);
82  Doenga
valvar mitral
cronica

M: média; MA: método de analise; CE: colorimétrico enzimético; CG: cromatografia gasosa; Nes: ndo
especificadas; CLAE/FL: cromatografia de alta eficiéncia acoplada a deteccdo fluorometrica; n.: nimero amostral;
SRD: sem raga definida. EM: espectrometria de massa; DP: desvio padrdo. IR: intervalo de referéncia; 1Q:
imunoensaio quimioluminescente.
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Figura 5. Principais estudos que investigaram os valores de homocisteina total sérica (HCts) ou

plasmatica (HCtp) em gatos.

Autores

nO

amostra
| e
condica
0 de

saude

Raga, sexo

e idade

MA e

amostra

utilizada

Avaliacdo da
influéncia da
faixa etaria ,
sexo e ECC
nos valores de
HCts ou
HCTp

Kabakeci;
Bulbul
(2021)

32
higidos

Fémeas
(n=16) e
Machos
(n=16)

Raga:Ango
ra

AMOSTR
A

Plasma
MA
CLAE

29,94 + 3.2
pmol/I

Foram

avaliados o
efeito da idade
e Sexo,

apenas.

Dois grupos
distintos:
Jovens, 5,8 +
2,6 meses,
Adulto: 76,6 +

52,6 meses.

Foi observado
um aumento
significativo
nas
concentragdes
de HCtp com
a idade.

Né&o
apresentaram
diferencas
estatisticamen
te
significativas
de acordo com

0 Sexo.

Ozkan et
al. (2017)

60

higidos
Fémeas
(n=30);

Van Turcos

AMOSTR
A

Soro

MA

Média: 7,1
+ 2,2 umol/l

Néo foram
observadas
diferencas

estatisticas
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Machos
(n=30)

ELISA

entre sexo e
idade.

Faixas etérias:
6 a 12 meses;
12 a 24 meses,
mais de 24

meses.

Drut et al.
(2020)

84
higidos

SRD pelo
curto e
longo
(n=87);
Birmaneses
(n=2);
Persa (
n=1);
Exotico
pelo curto
(n=1)

AMOSTR
A

Plasma
MA
CLAE/E
M

Mediana:
13,9 umol/l
(variando
de 105 a
20,5
pmol/1)
IR: 6,2 a
52,3 pmol/I

Né&o foi
avaliado 0
efeito ECC,
apenas
pacientes
ECC 5 (
escala de 1 a
5) foram
excluidos.
ECC médio
4,5 (variando
de4,1a5,2).

Foram
avaliadas a
idade e sexo,
néo sendo
observado
diferencas
estatisticas.
Faixas etérias:
filhote (1 a 2
anos); adulto
jovem (3 a6
anos); adulto
maduro ( 7 a
10 anos) e
sénior ( > 11

anos).

McMicha
el et al
(2020)

29
higidos
27CM
28 CM
e TEA

Higidos
Fémeas
(n=17) e
Machos
(n=12)

Idade: 3,9
+ 2,4 anos
Peso: 5,1+

AMOSTR
A Plasma
MA
CLAE

Higidos:
Média: 7,6
pmol/I
(variando
de6,0a8,2

Foi avaliada a
variavel idade, ndo
sendo observada
diferencas
estatisticas em
diferentes idades.

O sexo e ECC nédo
foram avaliados
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0,8 kg

Raca: SRD
pelo curto e

longo

pmol/l)

Nédo foram
observadas
diferengas
nos valores
HCtp entre
0s gatos do
grupo
controle em
comparagao
com aqueles
com CM
isolada e os
que
apresentava
m tanto CM
qguanto TEA

Urenetal.
(2009)

8
higidos
13
DRC

Nes

AMOSTR
A

Soro

MA
CLAE

Higidos:
Média:
13,03+2,81
pmol/I

DRC
Média:
41,68 £9,97
pmol/l

Observou-
se aumento
da HCts na
DRC, néo
foi
observada
correlacdo
entre HCts e

creatinina

Néo foram

avaliados

Giraldi et
al. (2019)

17
higidos
em
risco de
DRC

Raga: SRD

pelo curto

AMOSTR
A

Soro

MA

CE

Higidos:
Mediana:
8,46 pmol/l
(variando
de 3,37 a
40,24
pmol/l)

Néao foran

avaliados.
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DRC

2,12 pmol/l
(variando
de 494 a
23,42
pmol/l).

Diferenca
estatistica
apartir  do
estagio 1l da
DRC

M: média; MA: método de andlise; Nes: ndo especificadas; CM: cardiomiopatia hipertrofica; CLAE:
cromatografia de alta eficiéncia; n° numero amostral; EM: espectometria de massa; DP: desvio padrdo; CE:
colorimérico enzimético; IR: intervalo de referéncia; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; TEA:
tromboembolismo arterial; DRC: doente renal crénico.




3.2. Influéncia da obesidade sobre os valores de homocisteina

Na medicina, os valores de HC em pacientes obesos sdo significativamente mais elevados
em comparagdo com pacientes ‘magros’ (Wang et al., 2021). Em estudo conduzido por Fu
e colaboradores (2018) foi inferida uma correlacdo da HHC com a sindrome metabdlica
(SM), diagnosticada em 14,5% da populacéo, tendo a HCts sido correlacionada diretamente

com a circunferéncia de cintura e niveis de triglicerideos aumentados.

O impacto da obesidade sobre a HC também foi avaliado em pesquisa pioneira conduzida
por Lee e colaboradores (2012) na medicina veterinaria, utilizando o inumoensaio
quimioluminescente direto para avaliar os valores de HCts, perfil lipidico e glicemia de 100
caes de pequeno porte. Desses, 53 apresentavam ECC adequado, 19 tiveram ECC reduzido

e 28 exibiram ECC aumentado (obesos), sem a presenca de outras doencas sistémicas.

Os resultados indicaram que 0s cdes obesos apresentavam uma concentracdo
significativamente elevada de HCts. Além disso, houve uma associacdo positiva entre 0s
niveis de HCts e os valores de lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos, glucagon
e frutosamina. Frente a isto, 0s autores sugeriram que niveis elevados de HCts desempenham

papel bioldgico na relacdo entre obesidade e doencas cardiovasculares em caes obesos.

Tvarijonaviciute e colaboradores (2013) também avaliaram os valores de HCtp, cistatina C
e clusterina, em 37 cédes obesos e apds a perda de peso. Os trés marcadores apresentaram
reducdo apds a perda de peso, sugerindo possiveis alteracdes subclinicas na fungéo renal em
cdes obesos. Os valores de HCtp observados foram de 10,8 pumol/l (5,7-23,2 umol/l) antes

da perda de peso e 7,8 umol/l (1,1-18,1 pumol/l) apds a perda de peso (p < 0,001).

3.3. Influéncia da doenca renal sobre a concentracdo da homocisteina

A metabolizacao da HC acontece em todas células corporais, mas em maior quantidade pelas
células hepaticas e renais, sendo realizada pelos rins, principalmente a via de transulfatacao.
Acredita-se que as vias metabolicas renais sejam reguladas pela quantidade de HC filtrada
pelos glomeérulos, objetivando-se manter uma concentracdo constante de HC plasmaética
(House et al., 1998).

Em casos de HHC, como os rins apresentam uma capacidade de reserva substancial, sua
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remocao plasmatica arterial pode chegar a 60%, ou seja, a HCs pode aumentar até quatro
vezes, sem que haja um incremento na excrecdo urinaria (House et al., 1998). Essa baixa
excrecdo urinaria de HC, mesmo em casos de HHC, torna evidente que a HC reabsorvida
pelos rins é metabolizada. Dessa forma, a insuficiéncia renal aguda ou crénica pode levar a
quadros de HHC graves. Isso faz da HC um analito promissor para o diagndstico precoce e
0 estabelecimento de prognostico nos quadros de insuficiéncia renal (Shih et al., 2022;
Zhang et al., 2022).

Rossi e colaboradores (2013) também avaliaram a HCts e a endotelina em 92 cées portadores
de DRC, com e sem hipertensdo, proteinuria e inflamacéo e em 12 caes saudaveis, utilizando
0 kit comercial baseado no método CE (Demed intec Diagnostics). A HCts foi
significativamente maior nos cdes DRC estagios I, I11, IV comparado ao controle (Rossi et
al., 2013).

Em pesquisa realizada por Cohen e colaboradores (2019), a correlacéo entre o aumento HCtp
e a DRC foi novamente constatada, porém em humanos. No referido trabalho a HCtp se
mostrou elevada em todos os estagios da DRC, com uma progressao dos seus valores do
estagio | ao 1V, apesar de haver maior discrepancia entre os estagios Illae Il1b. Além disso,
foi observado em pessoas com HCtp > 15 umol/L uma maior propensao a proteinlria e a
reducdo da TFG.

Shih e colaboradores (2022) demonstraram que a HCts alta em humanos se comporta
também como um biomarcador independente para o risco de DRC, tendo sido definido um
ponto de corte de 15,15 umol/l, com 80% de especificidade e 47% de sensibilidade. Além

disso, eles observaram uma correlacdo direta entre os valores de creatinina e HCts.

Diante disso, nas ultimas décadas, a atencdo dos pesquisadores também se voltou para a
associacdo da LRA com a elevagédo da HC. Em um estudo piloto, Sun e colaboradores (2012)
delinearam o perfil metabolémico sérico de 17 pacientes humanos com LRA inicial,
comparando-o com individuo da mesma idade e com a funcao renal normal, com o intuito
de encontrar novos marcadores clinicos que pudessem contribuir para a detec¢ao precoce da
LRA e também na defini¢do do prognostico. Entre as diferencas dos perfis metabolémicos
de individuos em LRA e saudaveis, destacaram-se 0s compostos relacionados a via do
estresse oxidativo, como a dimetilarginina, o piroglutamato e a propria HCts, o0s quais

apresentaram aumento de 3,5x, 91x e 8,5x, respectivamente.

Na medicina veterinaria, o primeiro estudo a explorar a HCts como biomarcador de
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hipertensdo arterial sistémica, proteinudria e inflamacdo associadas a DRC em cées foi
realizado por Rossi e colaboradores (2013). Neste estudo, observou-se uma correlacéo entre
a HCts e a creatinina sérica, bem como um aumento progressivo da HCts com o aumento da
gravidade da DRC. E importante ressaltar que HCts foi significativamente maior apenas nos

cdes DRC estagios I, I11, IV em comparado ao controle (Rossi et al., 2013).

Além disso, assim como em humanos, a HCts também diferiu entre animais proteindricos e
ndo proteindricos (Cohen et al., 2019). Entretanto, ao contrério do que ocorre em humanos,
n&o se observou aumento da HCts em pacientes com hipertensao (Stehouwer e van Guldener,
2003).

Adicionalmente, Giraldi e colaboradores (2019) avaliaram a HCts em gatos saudaveis em
risco de DRC e em pacientes portadores de DRC em diferentes estagios. A HCts foi avaliada
pelo método CE (Diazyme Europe). Os valores médios e medianos obtidos de HCts para
gatos saudaveis foram de 8,46 pmol/l (3,37 a 40,24 pmol/l), sendo estatisticamente
inferiores aos do grupo com DRC, que apresentou valores médios de 12,12 umol/l (4,94 a
23,42 umol/L). Houve uma concentracdo de HCts significativamente maior nos estagio de
I1ao IV da DRC.

Além disso, a elevacdo da HCts ndo foi correlacionada a proteinuria ou hipertensdo.
Portanto, até que novos estudos sejam realizados, a creatinina sérica continua sendo o analito

mais confiavel para o estadiamento da DRC nesta espécie (Giraldi et al., 2019)

3.4. Influéncia da periodontite crénica nos valores de homocisteina

Tem sido demonstrada uma correlagéo entre a periodontite crénica (PC) e a elevacéo da HCt
sérica/plasmatica em seres humanos. No entanto, até 0 momento desta revisdo, nao foram
identificados estudos semelhantes na medicina veterinaria. Penmetsa e colaboradores
(2020) avaliaram a HCtp em trés grupos: o Grupo 1, composto por 30 pacientes saudaveis,
sem PC e o0s Grupos 2 e 3 compostos, respectivamente, por 30 pacientes com PC
generalizada inicial e 30 pacientes que apresentaram a mesma alteracdo, porém trés meses

apos o tratamento nao cirurgico.

Os valores de HCtp foram menores no Grupo 1, em comparado ao 2 e 3. Apesar da reducao
dos valores de HCtp ap0s o tratamento, os valores encontrados no Grupo 3, ndo foram
semelhantes estatisticamente ao Grupo 1. Os valores de média e desvio padrdo para HCtp
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dos grupos 1, 2 e 3 foram: 14,04 + 1,98 pumol/l, 26,67 + 8,77 pumol/l, 19,87 + 6,44 umol/I,

respectivamente.

De maneira semelhante, Langote e colaboradores (2023) investigaram os valores de HCtp
com o0 mesmo delineamento experimental de Penmetsa e colaboradores (2020), porém com
18 pacientes por grupo e avaliando o Grupo 3 seis meses apds o tratamento. Os valores de
HCtp nos Grupos 1, 2 e 3 foram: 6,72 + 1,27 umol/l, 17,0 + 1,41 umol/l,, 11,28 + 2,22

pmol/l, respectivamente.

Botelho e colaboradores (2021) também avaliaram a associagdo entre os valores de HCts e
PAS em 4.021 pacientes, sendo 3287 sem PC e 734 com PC. Eles correlacionaram a area
da superficie inflamada (ASI) e a area de exposicdo peridontal (AEP) a esses parametros,
observando correlac6es significativas entre os valores de HCts e PAS. Os valores de HCts
para os pacientes saudaveis e portadores de PC, foram: 8,2 + 3,9 umol/l e 9,8 £ 4,0 umol/I,
respectivamente. Esses achados sugerem que a PC generalizada inicial possa estar
correlacionada com a presenca de doenca renal e cardiovascular, em humanos, também pelo
HHC.

Apesar do papel promissor da homocisteina (HC) na correlagéo entre periodontite cronica
(PC) e doencas renais e cardiovasculares, &€ importante ressaltar que 0s principais
mecanismos fisiopatologicos estdo bem elucidados. Estes incluem inflamacdo sistémica,
disfuncédo endotelial e aumento do estresse oxidativo, fatores que podem levar a doenca renal
cronica (DRC) através da PC e/ou predispor a PC na DRC, influenciando a microbiota oral.
Além disso, outras alteracdes induzidas pela DRC, como acidose, ambiente urémico e fluxo

salivar alterado, também podem ser relevantes para a ocorréncia da PC (Baciu et al., 2023).

No que diz respeito as doencas cardiovasculares, Leng e colaboradores (2023) observaram
uma prevaléncia de 7,2% em humanos com PC, com correlacdo significativa entre essas
condicdes. Os principais fatores envolvidos na génese da cardiopatia incluem o aumento de

mediadores inflamatorios.

3.5 Métodos analiticos para determinacéo de HCts

No caminho a percorrer para que a HC seja consagrada como um marcador confiavel de
parametros de salde, o primeiro passo envolve encontrar metodologias adequadas para a sua

medicdo. Apesar da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ser a técnica padrdo
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ouro para a analise da HC, a sua pesquisa na rotina pode ser comprometida, pois € pouco
pratica, cara e requer longo tempo de execucdo e pessoal especializado (Alam et al., 2019;
Barbosa et al., 2014). Sendo assim, torna-se necessario o estudo e a compreensao de outras
técnicas para ampliar a anélise da HC sérica na rotina laboratorial e clinica (Alam et al.,
2019; Gascon et al., 2010; Rossi et al., 2008).

Dentre elas, a quimioluminescéncia (QL) é uma técnica analitica que permite a detecgdo e a
quantificacdo de substancias em uma amostra. Neste método, ocorre uma reagdo quimica
especifica, no qual a energia € liberada na forma de luz visivel ou ultravioleta, por meio de

um fenémeno denominado quimioluminescéncia (Ciarlini et al., 2002).

Todas etapas do processo acontecem de maneira automatica no aparelho, ap6s a insercao da
unidade teste e dos reagentes quimioluminescentes especificos, ambos presentes no Kit
comercial, e posteriormente da amostra. O primeiro resultado quimioluminescente é obtido
aproximadamente 40 minutos ap6s o inicio do teste. A intensidade da luz é diretamente
proporcional a concentracdo da substéncia analisada (Ciarlini et al., 2002). Apesar da
facilidade dessa técnica uma pesquisa realizada por Paprotny e colaboradores (2020) em 101
amostras de plasma/soro de humanos relatou que a CLAE fornece valores mais baixos da

HC devido a sua maior seletividade, o que inviabiliza a substituicdo dessa técnica pela QL.

Além disso, ha a cromatografia de troca ibnica (CRTI) caracterizada por ser uma técnica
cromatografica que separa moléculas de acordo com suas cargas elétricas e interacdes com
fons em uma resina de troca idnica (fase estacionaria) (Andersson et al., 1989; Miranda,
2022). Esta técnica € menos utilizada para a analise da HC, por ser menos sensivel que a
CLAE para deteccdo de concentracdes muito baixas de HC, além disso a preparacao da

amostra pode ser mais complexa (Andersson et al., 1989).

Entretanto, este método pode ser empregado no diagndstico e acompanhamento de
individuos com homocistindria classica, onde a HC ndo ligada a proteinas esta presente na
urina. Uma das desvantagens dessa abordagem é que a concentracdo da HC no sangue
precisa ser consideravelmente elevada, muito além da faixa de referéncia para que seja

detectavel na urina (Alam et al., 2019).

Outro método é a espectrometria de massa (EM), sendo uma técnica analitica versatil que
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permite identificar e quantificar ions, que podem ser &tomos ou moléculas, de acordo com
sua massa (m) e carga elétrica (z), possibilitando a determinacdo da composicao quimica de
amostras (Paiva et al., 2008; Alam et al., 2019). A EM pode ser aplicada de forma autbnoma
ou em acoplamento com a CLAE. Quando utilizada em conjunto com a CLAE, a amostra é

introduzida no EM por meio da coleta de substancias eluidas da coluna de cromatografia.

Isso permite a separacdo de uma mistura complexa de componentes pelo cromatografo; e,
em seguida, a analise individual do espectro de massa de cada componente (Paiva et al.,
2008). O analisador de espetrdmetro de massa quadruplo é comumente utilizado e em
estudos com a HC (Alam et al., 2019). Assim como a CLAE, a EM também apresenta
desafios, incluindo a necessidade de preparacéo cuidadosa da amostra, a complexidade dos
equipamentos e a exigéncia de conhecimento especializado para a interpretacdo dos
espectros (Paiva et al., 2008). Esta técnica permite a deteccdo da HC mesmo em
concentragcdes muito baixas de maneira altamente seletiva, portanto pode se tornar o método

de referéncia para a analise da HC (Paiva et al., 2008; Alam et al., 2019).

Por fim, ha o método enzimatico, uma técnica bioquimica que se baseia na utilizacdo de
enzimas especificas como catalisadores para promover a quebra controlada de moléculas
complexas em unidades menores. No contexto da andlise da HC, a principal enzima

catalitica empregada ¢ a cistationina [3-sintetase (Young., 2000).

A validacdo do método enzimatico na dosagem da HC sérica em cées foi realizada por Rossi
e colaboradores em 2008. Neste estudo, a HC foi avaliada em uma variedade de condicdes
clinicas, incluindo cées saudaveis, aqueles com doencas cardiacas, inflamacdes, disturbios

gastrointestinais, neoplasias, insuficiéncia renal, traumas e outras doencas diversas.

Os resultados indicaram que o metodo apresentou maior precisdo em amostras com niveis
de HC préximos ou acima do limite de referéncia. No entanto, em amostras com niveis
baixos, que foram observados apenas em cdes saudaveis, o0 método demonstrou maior
imprecisdo. E importante notar que essa imprecisdo em niveis baixos de HC ndo deve

impactar significativamente as decisdes clinicas.

Além disso, o estudo destacou a preferéncia por amostras de soro em vez de plasma e
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recomendou evitar o uso de amostras intensamente ictéricas. Devido a sua simplicidade em
comparacdo com a CLAE e a disponibilidade de kits comerciais no Brasil, o laboratério de
andlises clinicas da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) utiliza a técnica do método enzimatico associado a espectrofotometria para

determinar a concentracdo de HC.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de ética em experimentacdo animal e anuéncia do HV/UFMG

O estudo experimental foi conduzido no periodo de junho de 2023 a janeiro de 2024 no
Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-
UFMG) em clinica veterinaria particular BH-VET (BH-MG). Todos os procedimentos foram
previamente aprovados pela Comissao de ética no Uso de animais (CEUA) da UFMG, sob o
protocolo de 208/2023 (anexo 1). Os procedimentos s6 foram iniciados ap6s a anuéncia do

Hospital Veterinario (anexo 2)

4.2 Animais

Foram selecionados cées (Canis lupus familiares) e felinos domésticos (Felis catus), entre
machos e fémeas, castrados e ndo castrados, de diferentes idades e racas para o estudo. Os
caes saudaveis foram provenientes de uma clinica veterinaria particular de propriedade de
um dos colaboradores do projeto (BH-VET). Os cées obesos e em LRA, foram provenientes
do atendimento enddcrino e da internacdo do HV-UFMG, respectivamente. Todos os tutores
residiam no municipio de Belo Horizonte e regido, e concordaram com as condi¢des do

estudo, tendo assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (anexos 3 e 4).

4.3 Grupos experimentais

Os animais selecionados foram divididos em quatro grupos de acordo com as seguintes

classificagoes:

Grupo 1 (G1)- composto por 62 cées saudaveis, subdivididos da seguinte forma:

a. [Faixa etaria: jovem; adulto jovem; adulto maduro; sénior.

b. Escore de condicao corporal (ECC): 4,5 0ou 6 (escalade 1a?9).
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c. Sexo: macho ou fémea.

d. Periodontite cronica: ausente ou presente (discreta ou moderada).

A periodontite cronica foi classificada de acordo com os graus de acometimento do periodonto,

em, sendo recomendado por Gioso (1993) e Gioso (2003).

- Ausente: auséncia de alteragcdes em cavidade oral

- Discreta: accumulo de placa bacteriana, discreta gengivite e edema gengival.

- Moderada: genvivite, edema gengival e inicio de formacéo de bolsa periodontal

- Grave: perda 6ssea, mobilidade dentéria e perda dentaria, sendo a Gltima um dos critétios de

exclusdo da pesquisa.

Grupo 2 (G2) - 23 gatos saudaveis, subdividido da seguinte forma:

a. Faixa etéria: jovem; adulto jovem; adulto maduro

b. Sexo: macho ou fémea

Grupo 3 (G3) - 24 cées com LRA, subdivididos pelo desfecho clinico

a. Obito
b. Alta médica

Grupo 4 (G4)- 24 Cées obesos (ECC 7,8 ou 9, escala de 1 a 9), sem doenca enddcrina de base.

4.4 Critérios para inclusao e exclusao

Os cées do G1 foram escolhidos com base em seu historico, exames fisicos e laboratoriais,
todos com auséncia de qualquer indicacdo de doenca aparente. Todos 0s cées selecionados
para 0 G1 apresentaram resultados negativos para exames de leishmaniose visceral canina,
nos Gltimos 12 meses, e um ECC de 4, 5 ou 6 numa escala de 1 a 9 apds exame fisico. Os
animais ndo testados para leishmaniose, 0s positivos ou aqueles que apresentavam quaisquer

anormalidades nos exames fisicos, hematol6gicos e bioquimicos foram excluidos do estudo.

Os gatos do G2 também foram escolhidos com base em seu histdrico, exames fisicos e



laboratoriais, todos com auséncia de qualquer sinal de doenca aparente. Todos 0s gatos
selecionados foram testados negativos para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e para
0 virus da leucemia felina (FELV) no dia da consulta. Além disso, foram submetidos a
exames ecoDopplercardiograficos e eletrocardiogréaficos. Qualquer anormalidade nos
exames fisicos, cardiologicos, hematologicos, bioquimicos e/ou de imagem foi motivo de

exclusdo do estudo.

Os cdes do G3 foram selecionados durante a internacdo no HV-UFMG com critérios de
inclusdo baseados em concentracOes elevadas de creatinina e ureia devido a LRA isolada ou

em combinacdo a DRC. Pacientes apenas com DRC nédo foram incluidos no Grupo G3.

Os cdes do Grupo G4 foram selecionados durante consultas de endocrinologia no HV-
UFMG, requerendo um ECC de 7, 8 ou 9 numa escala de 1 a 9. A selecao baseou-se em seus
histéricos médicos, exames fisicos e laboratoriais, além de ultrassonografias abdominais,
todos demonstrando a auséncia de quaisquer indicacfes de doenca, além da obesidade. A
identificacdo de sinais de endocrinopatias ou outras condi¢des patoldgicas se caracterizou

como critério de exclusdo do animal deste grupo.

4.5 Tempos do estudo e locais de realizacéo

Todos os animais foram avaliados em um Gnico momento, passando por avaliacdo clinica
e laboratorial. Os gatos, além deste exames também foram submetidos a avaliacdo
cardiologica. Todas as etapas da avaliacdo clinica e coleta de amostras dos animais dos
grupos G2, G3 e G4 foram realizadas nas instalacbes do HV-UFMG. Apenas as etapas da
avaliacdo clinica e coleta de sangue dos cdes do Grupo G1 foram conduzidas nas instalacdes

de uma clinica particular parceira (BH-VET).

4.6 Avaliacdo clinica

Todos os cdes do estudo foram submetidos a anamnese e exame fisico completo, incluindo
inspecdo das coloragfes das mucosas orais e oculares, avaliacdo da hidratacdo atraves do
turgor cutaneo, lubrificacdo de mucosas e tempo de preenchimento capilar (s), medicao da
frequéncia cardiaca (bpm) pela auscultacdo, da frequéncia respiratéria (mov/min) pela
auscultacdo pulmonar e movimentacdo do gradil costal, além de palpagdo abdominal,
inspecdo de linfonodos, afericdo da pressdo arterial sistolica (PAS) e da temperatura retal
por termdmetro digital.
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A PAS foi aferida pelo método ndo invasivo Doppler ultrassonografico (Doppler Parks
811B) com selecdo dos manguitos do tipo neonatal correspondentes de 30 a 40% da
circunferéncia do membro toracico esquerdo. Os pacientes foram mantidos em decubito
lateral ou esternal, sentados ou em estagdo, conforme posicdo de comforto para o
animal. O pulso foi localizado com o transdutor posicionado sobre a artéria palmar
com auxilio de gel codutor e auscultado através de fone de ouvido conectado ao

Doppler vascular

Além disso, foi realizada a classificacdo de cada cdo pelo ECC utilizando um sistema

desenvolvido na Néstle Purina Care Center, conforme demonstrado na figura 6.
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inspecdo de linfonodos, afericdo da PAS por sistema ultra-sonico (Doppler Parks 811B) e

esfigmomandmetro (Gamma G5) e da temperatura retal por termoémetro digital.

Além disso, foram realizados exame eletrocardiografico e ecoDopplercardiografico, bem
como testes rapidos para FIV e FELV. Os tracados eletrocardiograficos foram obtidos pelo
método computadorizado a partir do aparelho InCardio® com o tempo de monitoramento
de trés minutos. As imagens ecocardiograficas foram obtidas por meio do equipamento
Esaote® Mylab 40, com transdutor de varredura setorial eletrénica de 4,0 a 7,5 mHz e

acompanhamento eletrocardiogréfico simultdneo no monitor.

Os gatos analisados no estudo ndo foram classificados quanto ao ECC a semelhanca dos
cdes, ja que todos os gatos analisados, sem raca definida (SRD), foram considerados com
ECC normal, machos com peso até 5,0 e -fémeas com 4,5 kg (Hendri et al., 1996). Todos 0s
caes de G1 e G4 e gatos de G2 foram divididos em faixas etarias conforme recomendado

por Quimby et al. (2021) e demonstrado nas fig 7 e 8.

Figura 7. Classificacdo dos estagios de vida de cdes, conforme recomendado pela AAHA
Canine Life Stage Guidelines. Fonte: Creevy e colaboradores (2019).

Estagios de Vida

Filhote Nascimento até cessar o crescimento (6-9 meses)

Adulto Jovem Termina na maturacdo das atividades sociais, fisicas e fisiologicas
(3-4 anos)

Adulto Maduro Até 75% da expectativa de vida.

Idosos Ultimos 25% da expectativa de vida (depende das patologias

especificas)

Figura 8. Estéagios de vida de gatos conforme recomendado pelas AAHA/AAFP Feline Life
Stage Guidelines (Quimby et al., 2021).
Estagios de Vida

Filhote Nascimento até 1 ano (12 meses)
Adulto Jovem 1 a6 anos

Adulto Maduro 7 a 10 anos

Idosos Maior que 10 anos, fim de vida variavel

4.7 Coletas de amostras para analises laboratoriais

As amostras de sangue foram obtidas de cada animal sob condi¢des de jejum alimentar de
12 horas, estando todos os animais normohidratados. Todos os animais foram submetidos a

um unico tempo de coleta.

A coleta de sangue foi realizada por venopuncdo com seringas de 10 mL e agulha 25x7mm,
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na jugular externa ou cefalica, apos a devida antissepsia. A escolha do local de coleta ocorreu
de acordo com o porte e grau de incobmodo de cada animal. O sangue obtido foi distribuido

e acondicionado da seguinte forma:

e 1,0 mL em microtubo com EDTA (10%) para realizagcdo do hemograma
e 9,0 e 1,0 ml em tubo contendo ativador de codgulo protegido da luz para
separa¢do do coagulo e obtencdo de soro em cées e gatos, respectivamente.

As amostras sangue contendo EDTA e o soro aliquotado foram processadas no prazo
méaximo de 12 horas ap0s a coleta, sendo todos os exames executados no Laboratdrio de
Patologia Clinica e na estrutura do MULTILAB, ambos na Escola de Veterinaria da UFMG.
Apenas para a anélise de HCts, amostras de soro foram armazenadas por um periodo maximo

de 6 (seis) meses, em temperatura de -20° C, afim de otimizar o uso dos Kits.

As andlises seguiram os protocolos adotados pelo Laboratério de Patologia Clinica da
Escola de Veterinaria da UFMG, que se encontram em conformidade com a diretrizes
da ANVISA tanto para as andlises quanto para os descartes dos produtos bioldgicos

originados.

4.7.1 Hemograma

Para a realizacdo do hemograma as contagens celulares foram realizadas em analisador
hematoldgico automatico de impedancia - Incounter 3D (Diagno), segundo técnica de rotina
do laboratério de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG. Para o eritrograma
avaliou-se o0 numero total de eritrdcitos (He), hematdcrito (Ht) e a hemoglobina (Hb), além
do volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e a amplitude de distribuicéo eritrocitaria (RDW).

Também avaliaram-se o0 nimero total de leucdcitos e plaquetas por impedancia. Foram
confeccionados esfregacos sanguineos de todas as amostras, fixando-se a lamina com
metanol, por 5 minutos, seguido da coloracao tipo Romanowsky (Panotico-Newprov), para
realizacdo de hematoscopia e contagem diferencial de leucdécitos, de acordo com o protocolo
operacional padrdo do laboratério. Todos os achados foram documentados em ficha prépria

de resultados e utilizados neste estudo para classificar 0s animais dos grupos experimentais.
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4.7.2 Perfil Bioguimico

As amostras de sangue em tubo com ativador de coagulo foram centrifugadas a 3.000 rpm
por 10 minutos, em centrifuga de bancada (Coleman®), para a obtencdo do soro. Para
realizacdo das andlises bioquimicas do soro foi utilizado o analisador bioquimico Catalyst
One (IDEXX®) por meio de bioquimica seca (IDEXX Laboratories, 2016). A analise

bioquimica de cada amostra de soro foi feita individualmente.

Utilizou-se o painel CHEM 17 para os parametros bioquimicos séricos e suas fracdes, sendo
eles: glicose (GLU), creatinina sérica (CREA), nitrogénio ureico sanguineo (BUN), fracdes
nitrogénio ureico/creatinina sanguinea (BUN/CREA), fésforo (PHOS), célcio total (CA),
proteinas totais (TP), albumina (ALB), globulina (GLOB), razdo albumina/ globulina
(ALB/GLOB), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-
glutamiltransferase (GGT), bilirrubinas totais (TBIL), colesterol (CHOL), amilase (AMYL)
e lipase (LIPA). Os resultados interpretados e utilizados, em conjunto com os dados clinicos

para classificar os animais nos grupos experimentais.

4.7.3 Dosagem de Homocisteina

A mensuragdo da HC foi realizada por meio do método enziméatico (ME) validado para
dosagem da HCt em cdes por Rossi e colaboradores em 2008. A escolha desse método de
mensuracdo se deu devido a sua simplicidade em comparacdo com a CLAE e a

disponibilidade de kits comerciais no Brasil.

O kit empregado foi fornecido pela empresa Biotécnica (Biotecnologia Avancada) e é
especificamente designado para HC, tendo o nome "Homocisteina-HCY/2021" (Ref.:
10.042.00). Este kit é destinado a realizacdo de analises da homocisteina in vitro em

amostras de soro e plasma.

O kit é composto por um frasco de 45 mL contendo uma solug¢do denominada R1 (35 kU/L
de lactato deshidrogenase, 0,76 mmol/L de serina e 0,47 mmol/L); um frasco de 7 mL
contendo uma solugdo denominada R2 (20 kU/L de cistationina b-sintetase e 10 kU/L
cistationina b-liase; um calibrador, rastreavel ao material de referéncia do National Institute

of Standards and Technology, em volume de 1 mL contendo 28,9 mmol/L de HC, 100
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mmol/L de cloreto de sodio, 20 g/L de albumina bovina sérica (BSA), 10% de sacarose e
0,03% de conservantes; e duas solucGes controles apresentadas em diferentes frascos
contendo 1 mL em cada, sendo a solugdo 1 (denominada controle 1) composta por
aproximadamente 15 mmol/L de HC, 100 mmol/L de cloreto de sodio, 20 g/L de BSA, 10%
de sacarose e 0,03% de conservantes, e a solucdo 2 (denominada controle 2) composta por
aproximadamente 37 mmol/L de HC, 100 mmol/L de cloreto de sodio, 20 g/L de BSA, 10%
de sacarose e 0,03% de conservantes.

Os reagentes sdo destinados ao diagndstico in vitro de HC em amostras de soro e plasma
(obtido em sangue anticoagulado em EDTA ou heparina) de seres humanos. O ensaio €
espectrofotométrico enzimatico, podendo ser realizado em metodologia manual ou
automatizada, em comprimento de onda igual a 340 nanémetros. A concentracdo sérica ou

plasmatica da homocisteina é determinada pela reacdo bioquimica descrita a seguir.

Apos transformacdo da homocisteina oxidada em homocisteina reduzida por reacdo de
Oxido-reducdo, a qual ¢ intermediada com serina sob agéo catalitica da cistationina B-sintase
(CBS), forma-se L-cistationina. Esta, na presenga da cistationina B-liase (CBL) é novamente
convertida em homocisteina, havendo liberacdo de aménia e piruvato. O piruvato é
convertido em lactato pela acdo da lactato desidrogenase (LDH) e o NADH é oxidado a
NAD+. A concentragdo de homocisteina na amostra € determinada pela velocidade de
desaparecimento do NADH, que é espectrofometricamente determinada.

A calibracdo e a validacdo do ensaio séo realizados por meio dos reagentes fornecidos no
kit. A corrida é considerada valida quando as leituras dos controles 1 e 2 apresentam

resultados no intervalo de 11,8 - 17,6 mmol/L e 28,8 - 43,2 mmol/L, respectivamente.

Para assegurar a qualidade e a eficacia desse kit da Biotécnica, é crucial armazena-lo ao
abrigo da luz e em temperaturas situadas na faixa de 2 a 8 °C, devendo ser mantido fora
dessas condigdes apenas durante a execucdo dos testes. As amostras de plasma e soro que
serdo submetidas a analise, podem ser armazenadas por um periodo que varia de 4 semanas
a 4 anos. Para atender a esses requisitos, as amostras devem ser conservadas a 8°C e -20°C,

respectivamente.

4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O calculo do nimero amostral foi realizado por uma abordagem baseada na simulagéo de
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Monte Carlo. A partir de dados de estudo anterior (Giraldi et al., 2019), foi possivel verificar
que os valores de concentracdo de HC apresentaram uma distribuicdo de probabilidade
similar a distribuicdo gama. A distribuicdo gama apresenta uma relacdo positiva entre a
média da variavel e o seu desvio padrdo, ou seja, quanto maior o valor da média, maior sera
0 desvio-padréo. Esta relacéo entre média e desvio-padrao foi modelada a partir de dados de
dois estudos, um para cdes (Cayir & Kozat, 2016) e outro para gatos (McMichael et al.,
2000).

Tendo essas informag6es como base, vérios cenarios foram simulados, obtendo-se amostras
aleatorias de distribuicbes gama para dois grupos tedricos com uma diferenca pré-
especificada entre suas médias. Para cada diferenca, foi mensurado o poder estatistico com
diferentes tamanhos amostrais. O poder foi estimado a partir da propor¢cdo do nimero de
vezes que o teste detectou uma diferenca significativa divido pelo nimero total de
simulagdes (n = 100). Em cada simulagéo, aplicou-se um teste-t com o valor da concentragdo
de Homocisteina. A probabilidade de se cometer o erro tipo I foi fixada em 5% (a = 0,05),
correspondendo a uma confianca de 95% e fixou-se um valor minimo de 80% para o poder

estatistico ser considerado aceitavel.

Ao seguir apresentamos 0s tamanhos amostrais minimos (nimero de animais) para se
identificar uma diferenca entre dois grupos com médias pré-especificadas e com um poder
de 80% e uma significancia de 5%. Sendo de 24 animais para ¢des com uma diferenca entre

medias de 3 pmol/ | e de 30 para gatos com uma diferenca de 5 pmol/ 1.

A variavél HC apresentou distribuicdo de probabilidade similar a normal, portanto, foi
possivel utilizar o teste ANOVA, seguido do teste de comparacBes maltiplas de Sidak,
calculando-se os valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para cada
grupo. Para avaliar a associacdo entre duas varidveis quantitativas foi calculada a correlacéo
paramétrica de Pearson. Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do software
R verséo 3.6.1 (R Core Team, 2019).

Para a estimativa dos valores de referéncia, trés medidas foram calculadas: a tendéncia
central e os limites inferior e superior. Inicialmente, calculou-se a média e o desvio padrao
e multiplicou-se o desvio padréo por 1,96 (quantil de 97,5% da distribui¢do normal padréo)
encontrando a margem de confianca. Os limites inferior e superior do intervalo de 95% de

confianca foram calculados subtraindo-se e somando-se, respectivamente, a margem de
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confianca a média.

O IR foi construido, conforme sugerido por Scott (2008), geralmente segue-se um processo
estatistico que inclui a coleta de dados de uma populacdo saudavel e a defini¢do dos limites
inferior e superior com base na distribuicdo estatistica desses dados. Recomenda-se que
sejam coletadas amostras de 60 a 120 individuos, sendo que um minimo de 40 individuos
pode ser suficiente para alguns métodos de estabelecimento de IR. E crucial que essas
amostras sejam representativas, abrangendo diferentes sexos, ragas e faixas etarias, o que é

fundamental para a precisao do IR

Scott (2008) enfatiza que, além do nimero minimo de individuos, os critérios de inclusdo e
exclusdo, a qualidade das amostras, a precisdo da andlise e o controle de qualidade
laboratorial s@o determinantes criticos para a qualidade dos resultados. Portanto, a selecdo
cuidadosa da populacéo de referéncia e a execuc¢do rigorosa dos procedimentos laboratoriais
sdo essenciais para garantir a confiabilidade e a validade do intervalo de referéncia
estabelecido.

48



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo dos grupos experimentais e estabelecimento de Intervalo de
referéncia (IR) para HCts de caes

Para compor o Grupo G1, foram inicialmente selecionados 75 cées. No entanto, somente
62 tiveram sua salde confirmada. As razBes para a exclusdo dos 13 cdes foram: testes
positivo para leishmaniose visceral canina (n=2), diagnostico de neoplasias mamarias
(n=2), periodontite cronica intensa (n=2), hipertensdo arterial sistémica (n=1),
trombocitopenia sem causa definida (n=2), aumento da atividade da fosfatase alcalina
(FA) (n=1), hiperfosfatemia (n=2) e hiperglicemia, possivelmente de causa diabética
(n=1). Além disso, trés caes foram excluidos devido a um escore de condicdo corporal
(ECC) maior que 6 dentro da escala de 1 a 9 (Mawby et al., 2004).

Dos 62 cées estudados no G1, 45 eram machos e 17 eram fémeas, com uma média de
idade de 5,64 * 4,05 anos (minimo de 0,66 anos e maximo de 15 anos), peso médio de
13,73 £ 10,193 kg (minimo de 2 kg e maximo de 39,8 kg) e média do ECC de 4,552 +
0,680 (minimo de 4 e maximo de 6). A frequéncia relativa das racas de cdes no G1 e 0s

valores gerais de HCts estdo representados nas figuras 9 e 10, respectivamente.

Figura 9. Frequéncia relativa das ragas de cdes amostrados no experimento, composto por
62 cdes saudaveis, para estabelecimento do intervalo de referéncia (IR) para

homocisteina.
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Figura 10. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de cées clinicamente saudaveis
de ragas, sexo e idades variadas (n=62).
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Médi DP min Intervalo
a e de
ma referéncia
X
HCts 15,72 5,27 6,66 L.inf. 5,38
(umol/ 2 5
1) 31,9 L.sup. 26,
4 06

DP: desvio padrdo; minimo; max: maximo; L. Inf.: limite inferior; L. sup.: limite superior.

Todos os pacientes do G1 apresentaram valores dos analitos do hemograma e do perfil
bioquimico dentro do IR para a espécie. Para a analise da homocisteina total sérica (HCts)
em todos os grupos, foram selecionadas amostras de soro. A amostra de soro foi preferida
em detrimento ao plasma, conforme recomendado por Rossi e colaboradores (2008),
devido a maior estabilidade da HCt, menor interferéncia de anticoagulantes e

procedimentos mais simplificados de coleta e processamento das amostras.

Para a analise laboratorial da homocisteina total (HCt), escolheu-se o CE devido a sua
simplicidade de execuc¢do e menor custo em comparagdo com a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), bem como pelo seu bom desempenho analitico em diferentes
valores de HCt. Segundo Rossi e colaboradores (2008), o CE apresentou maior precisdo
em amostras com niveis de HC proximos ou acima do limite de referéncia. No entanto,
em amostras com niveis baixos, que foram observados apenas em cdes saudaveis, 0
método demonstrou maior impreciso. E importante notar que essa imprecisdo em niveis

baixos de HC ndo deve impactar significativamente as decisdes clinicas.

Diversas racas foram estudadas no presente trabalho, incluindo 1 (um) cédo Galgo
(Whipped) e 3 (trés) Border Collies. A literatura sugere que cées Galgos tenham um
defeito priméario na conversdo de HC a metionina, com geracdo prejudicada de vB9,
esgotamento secundario de vB12 e, como consequéncia, HHC (Johnson et al., 2023). No
entanto, o referido paciente apresentou o valor de HCts dentro do intervalo de referéncia
estabelecido no presente estudo, sendo o seu valor de HCts de 20,75 pmol/l (IR: 5,38-
26,06pumol/l)



Apesar da literatura demonstrar uma possivel deficiéncia hereditaria de vB12 e
mecanismo para HHC em Border Collies (Lutz et al., 2012), os valores de HCts
observados em dois, dos trés animais amostrados (16,23; 20,97umol/L) ndo ultrapassaram
o limite superior de normalidade da populacao pesquisada (fig. 10). Um dos cées da raca
Border Collie apresentou HCts de 27,52 pumol/l, mas que esteve abaixo do maior valor
observado, que foi de 31,94 umol/L, em uma cadela da raca Chow-Chow de 7,5 anos de
idade e ECC 4. Os mecanismos pelos quais a HCts desta cadela esteve acima dos valores
dos demais animais avaliados, ndo puderam ser identificados, ja que ndo se trata de uma

raca predisposta a HHC, tampouco estava acima do peso.

Ainda em relacdo ao G1, avaliou-se a influéncia da faixa etéaria, condi¢éo corporal (ECC),
sexo e presenca de periodontite crénica (PC). Nao foram encontradas diferencas
significativas na concentracdo de homocisteina total (HCt) entre as diferentes faixas
etarias de cdes saudaveis, similar aos resultados encontrados por Cayir e Kozat (2016)
(figura 4).

No entanto, apesar de Cayir e Kozat (2016) terem avaliado pioneiramente a influéncia da
idade nos valores de HCt, seu delineamento de pesquisa diferiu do presente estudo ao
dividir os 40 cdes higidos estudados em apenas trés grupos: menos de 1 ano (n=16), entre
1 e 2 anos(n=10), e entre 3 e 6 anos (n=14). A figura 11 demonstra a distribuicdo dos

valores de HCts entre as faixas etarias de G1.
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Figura 11. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 62 caes saudaveis, divididos em quatro
faixas etarias (estagios de vida). Os grupos que compartilham a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes entre si.

Homocisteinatotal sérica(umol/L)

Caes saudaveis
Valor p teste ANOVA 0.349

a a a a

30 1

20 T < [t — .
L L] L
- = |L o
L d
.
. b 2 hd . J .
10 : I.s )
a . o
Filhote Adulto Jovem Adulto Maduro Sénior
n=3 n=29 n=12 n=18
Faixa etaria

E importante ressaltar que a presente pesquisa avaliou, de maneira pioneira a influéncia

da idade sobre os valores de HCts dividindo a populacdo em faixas que correspondem aos

estagios de vida dos cdes, conforme recomendado pelo AAHA Canine Life Stage

Guidelines (Creevy et al., 2019). Este cuidado no delineamento da pesquisa é importante,

pois pode melhorar a percepcao das alteracfes oriundas da idade, bem como contribuir

para a adocdo de cuidados especificos para cada estagio de vida, tornando os resultados

mais confiaveis. Desta forma é possivel afirmar que a idade ndo é um determinante

fisioldgico que caracteriza oscilagdes nos valores de HCts em cées.

Quanto ao sexo o G1 foi dividido entre machos (n=17) e fémeas (n=45) e ndo foram

observadas diferengas estatisticas entre os valores de HCts, apesar de ter sido observada

uma tendéncia estatistica de aumento da HCts em machos. Conforme demonstrado na

figura 12.

Os resultados da presente pesquisa corroboram com as informacoes obtidas por Cayir e

Kozat (2016) que, ao analisarem a HCtp em 40 cdes (20 machos e 20 fémeas), observaram

valores de HCtp maiores em cées machos, embora sem diferenca estatistica.
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Figura 12. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 62 cées saudaveis divididos

entre fémeas (n=45) e machos (n=17). Os grupos que compartilham a mesma letra ndo

séo significativamente diferentes entre si.
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Quanto ao ECC, 58 caes foram classificados quanto ao ECC, sendo 32 cdes com ECC-4
(normal), 20 cdes em ECC-5 (normal), 6 ECC-6 (sobrepeso). Nao foram observadas
diferencas estatisticas para a HCts entre os cdes com diferentes ECC, conforme
demonstrado na figura 13.

Como animais com ECC-6 séo considerados metabolicamente normais (Lee et al., 2012),
esta diferenca ndo era mesmo esperada. No entanto, a tendéncia de aumento corrobora
para a suspeita de que a HHC possa ser causada pela obesidade primaria, ndo associada a
doenca enddcrina, conforme demonstrado por Lee e colaboradores (2012) e

Tvarijonaviciute e colaboradores (2013).
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Figura 13. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 58 cées saudaveis subdivididos

dentre ECC diferentes. ECC4-5 normal; ECC 6- sobrepeso. Os grupos que compartilham

a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si.
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Escore de condigao corporal

Até o momento, todos os 62 cdes foram considerados saudaveis, independentemente da
presenca de PC discreta a moderada, a semelhanca do que ocorre na préatica clinica. Na
rotina a PC discreta a moderada ainda é frequentemente negligenciada e/ou subestimada,
apesar das complicaces sistémicas divulgadas, como inflamacdo e aumento do estresse
oxidativo (Baciu et al., 2023).

Diante disso, decidiu-se avaliar a possivel influéncia da PC, mesmo que discreta e
moderada, nos valores HCts na populacao estudada, a fim de obter um IR mais confiavel.

Para isso, foram isolados os 26 cées portadores de PC da populacéo inicial.

Dessa forma, notou-se diferenca estatistica na concentracdo de HCts, com valores
significativamente maiores em animais que apresentaram PC moderada em relagdo aos
gue ndo tinham PC (figura 14). Até o presente momento, este é o primeiro estudo a
correlacionar a HCts a PC em cées.



Figura 14. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 57 cdes com auséncia de
periodontite cronica (PC) (n=31), presenca PC discreta (n=17) e PC moderada (n=9). Os

grupos que compartilham a mesma letra ndo séo significativamente diferentes entre si.
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O grupo sem PC foi composto por 22 fémeas e 9 machos, com média e desvio padrdo
para idade de 3,76 + 4,33 anos e peso de 12,44 +8,42 kg. Os valores de média * desvio
padrdo, valores minimo e maximo para o HCts dos cées desse grupo, foram: 13,25 pumol/I
+ 3,78; 6,08 umol/L e 20,91 pumol/l, respectivamente.

Embora os cdes com PC discreta a moderada possam ser considerados saudaveis na
pratica clinica, os valores atribuidos ao grupo de animais sem PC sdo significativamente
menores do que os obtidos ao agrupamento de caes geral, incluindo os portadores de PC,
cuja média observada foi de 15,72+ 5,27umol/l (figura 15).

Por sua vez, o grupo com PC discreta ou moderada foi composto por 17 fémeas e 9
machos, com média e desvio padrdo para idade e peso de 6,80+3,75 anos e
12,81+10,93kg. Os valores de média = desvio; minimo e maximo para o HCts desse
grupo, foram de: 17,98 umol/l £ 5,59; minimo 7,37 pmol/l e méximo 34,56 pmol/I,
respectivamente.
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Figura 15. Valores de homocisteina total serica (HCt) de 31 cdes de racas, sexos e idades
variadas, clinicamente saudaveis e sem periodontite cronica.

Grupo geral (n=62) Grupo sem PC (n=31)

HCt (umol/l) 15,72+5,28a 13,25+ 3,78b

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica (p<0,005) ao teste de Fisher.

Este estudo de maneira inédita demonstra a correlacdo entre a PC e a elevacdo da HCts
em cdes, e corrobora com dados obtidos por Penmetsa e colaboradores (2020); em
humanos. A diferenca observada, alerta para que cdes portadores de PC nao sejam
considerados saudaveis e sugere maiores investigacdes acerca da sua correlacdo com as
doencgas renais e cardiovasculares, essas que foram bem demonstradas por Baciu e

colaborares (2023) e Leng e colaboradores (2023), respectivamente.

A avaliacdo da PC distribuida entre as diferentes faixas etarias demonstrou diferenca entre
os grupos (figura 16), aumentando a incidéncia proporcional a idade. Diferenca também
observada entre os diferentes ECC (figura 17), sendo mais frequente em cédes mais velhos

e em sobrepeso (ECC-6).

Figura 16. Distribuigcdo da doenga periodontal em 26 cées divididos por diferentes faixas

etarias.
Fisher valor p = 0.035
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Aus. Disc.Mod. Aus. Disc.Mod. Aus. Disc.Mod. Aus. Disc.Mod.
Tartaro

Observacgao: Aus = Ausente | Disc = Discreto | Mod = Moderado



Figura 17. Distribuicdo da doenca periodontal em 26 cées divididos por escore de

condicéo corporal (ECC) em uma escalade 1a 9.

Fisher valor p = 0.097

4+5 6

80% - 83.3%
g i
5 60% 4
o 55.8%
O] (n=29)
'S 40%- 44.2%
c (n=23)
«@
= 16.7%
8 20% (n=1)
|
L

0% A
Aus. Disc.Mod. Aus. Disc.Mod.
Tartaro

Observacao: Aus = Ausente | Disc = Discreto | Mod = Moderado

A correlacdo positiva entre a prevaléncia de PC e o envelhecimento também foi relatada
por Parreira e colaboradores (2018), onde observaram que 91% dos pacientes idosos
apresentavam PC, sendo 36% discreta, 37% moderada e 18% grave. Por sua vez, a maior
prevaléncia de PC em animais com ECC 6 (sobrepeso) pode ser explicada pelas alteracfes
imunoldgicas desencadeadas pelo acimulo de gordura nos tecidos, modificando o curso
e a prevaléncia da PC (Machado et al., 2011).

Apos a retirada dos cdes portadores de PC do grupo de animais saudaveis o efeito faixa
etaria e sexo foram novamente avaliados, sendo agora observada uma tendéncia estatistica
de aumento dos valores de HCts em cdes machos. A tendéncia de aumento da HCTs no
presente estudo, pode ser justificada parcialmente pelas alteracbes hormonais existentes
entre machos e fémeas, a semelhanga do que foi discutido por Cohen et al. (2018) para

varios analitos.
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5.2 Caracterizacéo dos grupos experimentais e estabelecimento de Intervalo de referéncia
(IR) para HCts de gatos saudaveis

O G2 foi constituido por 23 gatos, 9 machos e 14 fémeas, com média de idade 4,28 + 3,11
anos (min. de 0,58 anos e max. de 10,2 anos), apresentando peso médio de 3,87 + 0,74
(min. de 2,4 kg e méx. de 5,0 kg). Todos os gatos selecionados apresentavam os analitos
do hemograma e perfil bioquimico dentro do IR para a espécie. Todos 0s gatos
participantes do estudo eram SRD, estavam dentro do peso recomendado para a espécie
e ndo apresentavam PC. Os valores de HCts estdo representados na fig. 18.

Figura 18. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 23 gatos sem raca definida
(SRD) saudaveis.

n=23 Média DP Min Intervalo de
e normalidade
Méax

HCts 26,22 7,69 15,89 L.inf. 11.15

(umol/L)
45,58 L.sup.41,30

: desvio padrdo; Min: minimo; Max: maximo; L. Inf: limite inferior; L. sup: limite superior.

Avaliou-se a influéncia da faixa etéaria dentro da populacdo de gatos estudados. Ndo foram
encontradas diferencas significativas na concentracdo de HCts entre as faixas etéarias, a
semelhanca das pesquisas realizadas por Ozkan e colaboradores (2017), Drut et al. (2020)
e McMichael et al. (2020) em felinos (figura 5).

Porém, refutam as informacdes obtidas por Kabakci e Bulbul (2021) que, ao dividirem 32
gatos em dois grupos de acordo com a faixa etaria (jovens- 5,8 + 2,6 meses; adultos- 76,6
+ 52,6 meses), observaram um aumento significativo nas concentra¢es de HCts com o
envelhecimento. E importante reforcar que os pesquisadores Kabakci e Bulbul (2021) ndo
avaliaram as faixas etarias, conforme recomendado por Quimby e colaboradores (2021),
conforme realizado, de maneira pioneira por Drut e colaborares (2020) e na presente

pesquisa.
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Este cuidado no delineamento da pesquisa é importante, pois pode melhorar a percepgéo

das alteracGes fisioldgicas e comportamentais, bem como contribuir para a adogdo de
cuidados especificos para cada estagio de vida. A determinacdo da HCts em diferentes
faixas etérias traz uma maior confiabilidade dos resultados apresentados, sendo possivel
afirmar que a idade ndo é um determinante fisiologico em gatos. As informacGes

referentes a HCts nas diferentes faixas etarias em gatos esta demonstrado na figural9.

Figura 19. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 23 gatos SDR saudaveis,
divididos em quatro faixas etarias (estagios de vida). Os grupos que compartilham a

mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si.
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N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os valores de HCts para fémeas e
machos, apesar de ser observada uma tendéncia estatistica de aumento da HCts em

machos, a semelhanca do que ocorreu em cées, conforme demonstrado na figura 20.

Os resultados da presente pesquisa corroboram com informagGes obtidas por Ozkan e
colaboradores (2017) e Kabakci e Bulbul (2021) nos trabalhos demonstrados na figura 5.
A tendéncia numérica de aumento da HCTs no presente estudo, pode ser justificada
parcialmente pelas alteragdes hormonais existentes entre machos e fémeas, a semelhanga
do que foi discutido por Cohen et al. (2018) para varios analitos
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Figura 20. Valores de homocisteina total sérica (HCts) de 23 gatos saudaveis, sem raca definida
(SRD) s divididos em fémeas (n=14) e machos (n=9)._Os grupos que compartilham a mesma letra
ndo sdo significativamente diferentes entre si.
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Apbs as andlises de HCts de cdes e gatos, foram observados valores em felinos
estatisticamente maiores (figura 21) Esta diferenciacdo pode estar relacionada as
peculiaridades nutricionais, sendo os gatos carnivoros estritos, ingerindo um maior teor
de proteina em comparacgao aos caes.

A relacédo entre o teor de proteina da dieta e os valores de HCt ja foi bem documentada
e discutida por Drut et al. (2020). Dessa forma, intervalos de referéncia de cées nao

podem ser utilizados para gatos em nenhuma das faixas etarias ou sexo.
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Figura 21. Comparacdo entre os valores de homocisteina total sérica (HCts) de 23 gatos

e 31 cdes saudaveis, sem doenga periodontal. Os grupos que compartilham a mesma letra

néo sdo significativamente diferentes entre si.

Valor p teste ANOVA < 0.001
a b

]

i
-

L]
-

Homocisteina sérica (pmol/l)

Espécie

5.3 Valores de homocisteina total sérica de cdes com lesdo renal aguda (LRA)

O grupo de cées portadores de leséo renal aguda (LRA) (G3), foi composto por 24 cées
internados no Hospital Veterinario da UFMG, sendo 7 (sete) também doentes renais
crénicos (DRC). Os cédes também considerados DRC apresentam discreta a moderada

perda de definicdo cortico-medular e/ou a presenca de cistos renais.

Foram observados valores de média e desvio padrdo para idade e peso de 10,44 + 4,33
anos e 16,56 + 15,09 kg. Os valores de média e desvio padrdo para HCts dos 24 animais
portadores de LRA, bem como a sua compara¢do com os valores de caes saudaveis sem
doenca periodontal, estdo apresentados na figura 22. As causas de LRA nos cées que
compuseram o G3 e os valores de HCts estdo listadas na figura 23.
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Figura 22. Valores de homocisteina total sérica (HCts) em 24 cées com leséo renal aguda

(LRA), com ou sem doenca renal cronica (DRC), comparados aos valores de cées

saudaveis sem periodontite cronica (PC).

Meédia (umol/l) e Min Méax
DP (umol/l) (umol/l)
HCts saudaveis sem 13,25+ 3,78a 6,08 20,91
doenca periodontal
(n=24)
HCts LRA (n=17) 12,44 + 15,078a 3,38 45,51
HCts LRA e DRC 14,874 +12,361a 2,5 42,0
(n=7)

DP: desvio padrdo; Min: minimo; Max: maxima.

Figura 23. AlteracOes apontadas como causas de lesdo renal aguda (LRA) dos 24 cées do
estudo e o desfecho.

Causa da LRA HCts (umol/l) Desfecho
Cirurgia de hérnia de disco 3,89 Alta
Diabetes Mellitus complicada 17,34 Obito
Quadro  hemolitico:  suspeita  de 9,46 Alta

leptospirose

DRC+ Leishmaniose 31,11 Alta
Leishmaniose Visceral Canina 16,7 Alta
Obstrugéo uretral 7,89 Alta
Peritonite urémica/ Sepse 43,2 Obito
Hidronefrose grave bilateral 7,43 Obito

Leishmaniose Visceral Canina 7,67 Alta
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Os resultados dos cdes portadores de LRA foram comparados aos de cdes saudaveis sem
doenca periodontal. N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos, o que difere
do observado por Sun e colaboradores (2012), que ao delinearem o perfil metabolémico
de 17 pacientes recém-nascidos humanos com LRA, observaram um aumento da HCt de

8,5 vezes em relacédo ao grupo controle.

Além disso, observaram uma correlagio positiva da HC com os valores de creatinina. E
importante ressaltar que o trabalho de Sun e colaboradores (2012) avaliou pacientes
recém-nascidos, que apresentavam uma fung&o renal marcadamente imatura com redugéo
do fluxo sanguineo renal, da filtracdo glomerular e da secre¢do tubular ativa, que trazem
grandes impactos ao metabolismo e secrecdo de substancias (Ligi et al., 2013). Essa
imaturidade renal do recém-nascido pode comprometer a capacidade de reserva

substancial dos rins.

Rossi e colaboradores (2013) avaliaram a HCts na DRC em cées e observaram que cées
com DRC em estagios II, Ill, IV apresentavam valores significativamente maiores de
HCts do que os cdes do grupo controle. Apesar de parte dos pacientes deste estudo terem
recebido o diagndstico de DRC, esta intercorréncia ndo gerou diferenca estatistica
detectavel, possivelmente pelos caes do presente estudo serem classificados como DRC

estagio I, uma vez que os tutores nao relataram queixas anteriores a internagéo.

Além disso, acredita-se que a LRA, na presente pesquisa, ndo tenha cursado com
aumentos importantes da HCts, ja que as vias metabdlicas renais sdo reguladas pela
quantidade de HC filtrada pelos glomérulos, objetivando-se manter uma concentragdo
constante de HC sérica. Em casos de LRA o compartimento de reserva renal pode
aumentar até 4 vezes a metabolizacdo tubular da HC, principalmente pela via da
transulfatacdo (House et al., 1998), que pode ndo estar comprometida, uma vez que as
principais causas de LRA sdo: pré-renais (ex. hipovolemia), pos renais (ex. obstrucGes
uretrais) e renais, principalmente causadas por doencas consagradas por glomerulonefrite
imunomediada, tais como a leishmaniose. Apesar de haver indicativos de que a LRA,
nessas situagOes, possa causar lesbes tubulares, o que poderia comprometer o
metabolismo da HC, o consenso é de que a lesdo causada pela leishmaniose seja,

predominantemente, de origem glomerular (Valle et al., 2021).

Frente a estes achados, avaliou-se a possivel correlacdo entre a HCts e ureia, creatinina,
amilase e fésforo em cées. Os resultados comparando cdes com LRA nao demonstraram

correlacéo significativa entre HCts e ureia (p = 0,82), fosforo (p = 0,96), amilase (p =
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0,69) e creatinina (p = 0,64), a semelhanca do que foi observado por Uren e colaboradores
(2009), em gatas com DRC. Neste trabalho, embora tenha sido observada uma elevacédo
nos niveis de HCt na DRC, ndo foi identificada uma correlagéo significativa entre HCts

e creatinina.

Além disso, entre os animais em LRA, avaliaram-se os valores de HCts entre aqueles que
tiveram obito e alta, como preditor de desfecho. N&o foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos alta ou ébito.

Embora esta diferenca ndo tenha ocorrido, pode-se perceber que os animais em LRA com
a HCts maiores que 15 pmol/l apresentaram 5 (cinco) vezes mais chances de 6bito e que
animais com HCts menor que 7,0 umol/l apresentaram um bom progndstico, com alta
médica. Dessa forma, concentracGes de HCts devem ser incluidas na rotina clinica para
monitoramento de cdes em LRA. Esses achados se assemelham aos observados por
Cohen e colaboradores (2019), em pacientes DRC humanos, no qual observaram que
pessoas com HCtp > 15 pmol/l apresentam uma maior propensdo a proteinuria e a reducao
da taxa de filtracdo glomerular (TFG).

5.4 Valores de homocisteina total sérica de caes obesos

O grupo de cées obesos (G4) foi composto por 24 cdes com ECC-7 (n=1), ECC-8 (n=4)
ou ECC-9 (n=19), classificados através de 1 a 9 (Mawby et al., 2004). Foram observados
valores de média e desvio padrdo para idade, peso, ECC e HCts de: 6,75 *+ 2,29 anos,
17,48 + 8,80 kg, 8,75 £ 0,53 ECC e 17,983 + 5,593 pumol/l, respectivamente. Os dados do
grupo encontram-se na figura 24. Foram observados valores estatisticamente superiores

para cdes obesos, conforme demonstrado na figura 25.
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Figura 24. Distribuicdo por raca, sexo e faixa etaria de 24 cées obesos ndo portadores de
doenca endocrina de base. A. Frequéncia relativa por raca. B. Frequéncia relativa por

sexo. C. Frequéncia relativa por faixa etaria.
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Figura 25. Comparacédo dos valores de homocisteina total sérica (HCt) entre 24 cdes obesos e 31
caes saudaveis, sem doenca periodontal. Os grupos que compartilham a mesma letra ndo sao
significativamente diferentes entre si.

Valor p teste ANOVA = 0.007
a b

301

104

Homocisteina sérica (umol/l)

Saudaveis Obesos
Grupo de cies

Ao comparar os valores de HCts de cées obesos com os valores dos 31 cdes sem doenca
periodontal, presentes em G1, observou-se diferenca estatistica (p < 0,005). Alguns
autores sugerem que niveis elevados de HCts possam desempenhar um papel biolégico
na relacdo entre obesidade e doencas cardiovasculares, a semelhanca do que foi
demonstrado por Lee e colaboradores (2012) em cées de pequeno porte.

Dessa forma, os achados do presente estudo reforcam a importancia da mensuragédo da
HCts em cdes obesos e seu monitoramento durante o processo de emagrecimento, para
garantir que esses cédes ndo apresentem HHC. Diante do exposto, torna-se evidente a
correlacdo entre obesidade e elevacdo dos niveis de HC, uma relacdo que precisa ser

analisada e melhor compreendida na medicina veterinaria.

6. CONCLUSOES

Nas condigdes em que este estudo foi realizado, pode-se concluir que:
A idade ndo € um determinante fisioldgico que causa oscilacdes nos valores de

homocisteina total sérica (HCt) em cées e gatos.

N&o ha diferenca significativa nos valores de HCt entre cées e gatos machos e fémeas,

embora haja uma tendéncia estatistica de aumento nos machos.



Os valores médios + desvio padrdo, minimo e maximo de HCt em cées saudaveis foram
de 13,25 umol/l + 3,78. O intervalo de normalidade para HCt em cées é de 6,08 umol/l e
20,91 pmol/l, respectivamente.

Os valores médios + desvio padrdo, minimo e maximo de HCt em gatos saudaveis foram
de 26,22 pumol/l £ 7,69. O intervalo de normalidade para HCt em gatos é de 11,15 a 41,30
pmol/l.

Intervalos de referéncia estabelecidos para cées nao podem ser aplicados a gatos,

independentemente da faixa etaria ou sexo.

A presenca de PC discreta a moderada interfere significativamente nos valores de HCt,
indicando que a HCt pode ter um papel biolégico na relacdo entre PC e doencas

cardiovasculares em cées.

A presencga de LRA ndo interfere significativamente nos valores de HCts em caes.

A HCt pode predizer prognosticos em casos de LRA. Pacientes com HCt superior a 15
pumol/l tém cinco vezes mais chances de 6bito, enquanto animais com HCt inferior a 7,0

pmol/l apresentam um bom prognastico.

Quanto maior o escore de condicdo corporal (ECC), maior o valor de HCt sérica. Ha uma
diferenga significativa entre os animais com ECC ideal e os animais obesos, na auséncia

de outras comorbidades.

As concentracdes de HCts devem ser incluidas na rotina clinica para monitoramento de

caes obesos, com leséo renal aguda (LRA) e com periodontite crénica (PC
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ANEXO 1 — Comissao de ética no uso de animais - CEUA

& % UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
- ;A; CEUA
e COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
Prezado(a):

Esta & uma mensagern aulomalica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na siluacio de uma solicitacio.

Protocolo CEUA: Z08/2023

Titulo do projeto: Homocisteina: validagao, definicio dos intervalos de referéncia & ensaio clinico em c3es e gatos
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsdvel: Fabiola de Oliveira Paes Leme

Unidade: Escola de Velerinaria

Departamento: Deparlamento de Clinica & Cirurgia Velerinaria

Situacdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia 06/11/2023. Validade: 06/11/2023 a 05M11/2028.

Bala Horzonte, 071102023,
Alenciosamenta,

Sisterna Saolicite CEUA UFMG
hitps:iaplicativos ufmg.brisolicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carles, 66827 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa |l — 2° Andar, Sala 2005
31270901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
www. ulmg_bribioeticaliceua - cetea@prpg.ulfmg . br




ANEXO 2 — Anuéncia do HV-UFMG

Hospitai Veterinario

UFMG

DECLARACAO

Belo Horizonte, 12 de jutho de 2023.

A Direcdo do Hospital Veterindrio-UFMG declara estar ciente da realizacio de projeto de pesquisa
"Homocisteina: validag3do, defini¢3o dos intervalos de referéncia e ensaio clinico em cies e gatos”, sob
a responsabilidade da Professora Fablola de Oliveira Paes Leme.

No referido projeto, a aluna de doutorado fara o acompanhamento das consultas de rotina do setor de
Oncologia. As amostras de sangue coletadas dos pacientes durante as consultas serdo encaminhadas para
laboratdrio para exames de rotina. O excedente das amostras sanguineas serd utilizado para as andlises
do referido projeto. Dessa forma, o pesquisador responsavel informa que ndo haverdo custos adicionais
30 tutor nem ac Hospital Veterindrio.

Ressaltamos gue essa autorizagdo se faz verdadeira desde que, a execugdo do referido projeto nao
determine qualquer alteracdo e/ou prejuizo da rotina hospitalar, que seja obedecido o cronograma de
execucdo previamente estabelecido, que esteja em consondncia com as exigéncias e certificado pelo
CEUA & gue tenha registro prévio de 45 a 60 dias antes do inicio do experimento.

O Hospital Veterinaria da ciéncia de que ndo se responsabilizara por qualguer eventualidade ocorrida com
projeto em tela, ndo arcard com custos de materiais de consumo ou de qualquer natureza tais como
provenientes de danos de equipamentos, bem como ndo fornecera recursos humanos para a realizac3o
do projeto. Outrossim, as publicagdes cientificas resultantes do projeta de pesquisa deverdo
obrigatoriamente conter a informagdo de que o desenvalvimento da pesquisa ocorreu nas dependéncias
do Hospital Veterinario da Escola de Veterindria da UFMG.

Membras da Equipe:

(_ Nome Categoria

| Professora Fabiola de Oliveira Paes Leme Orientadora/Coordenadora
| Nathalia das Gragas Dorneles Coelho Aluna de doutorado

1[ Data

[ Recebimento do Projeto pela Direc3o do HV | 16/06/2023

[ Ciéncia da Diregdo do Hospital Veterinario 12/07/2023

;/]/’L twyhua {L /i

Profa. Christina Malm

Diretora do Hospital Veterindrio-UFMG

spital Vetennario

wiG

Antonio Carlos 6627 Pampulha

3 31270-901
3 Honzonte
9-2000

CC%J Hospital
Veterinario
UFMG
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ANEXO 3 - termo de consentimento livre esclarecido

Titulo do projeto: intervalo de referéncia e determinates fisioldgicos e patoldgicos em caes e

gatos
Nome do pesquisador principal: Prof. Dra. Fabiola Paes Leme.

Objetivos do estudo:

Validar a técnica enzimética associada a espectrometria de massa para a avaliacdo laboratorial
da homocisteina em cées e gatos, a fim de que a homocisteina possa ser utilizada como um
marcador de salde na pratica clinica no futuro. Além disso, serd avaliada a variavel idade como
um fator que pode alterar os niveis séricos de homocisteina em cées e gatos, com a definigéo

dos valores de referéncia para faixas etérias.

Potenciais riscos para 0s animais:

O risco ao qual o paciente serd submetido € minimo, podendo apresentar um pequeno
hematoma (bolsa de sangue) no local da coleta de sangue, que sera realizada preferencialmente

na veia jugular em cées e gatos.

Cronograma:

O tempo de permanéncia do cdo ou gato para a realizacdo do projeto sera de, no maximo, 1
hora para cada paciente, levando em consideracdo a necessidade dos exames complementares

e a realizacdo do exame fisico geral detalhado.

Beneficios:

A homocisteina se mostra promissora como indicadora da condicéo de satde em cées e gatos.
Estudos que visam a validacdo de metodos de avaliacdo séo essenciais para que esse analito
possa ser empregado no futuro na clinica de cées e gatos, contribuindo para o diagnostico,

estadiamento e prognosticos de alteragdes renais.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participacdo do animal neste projeto:
Sua autorizagdo para a inclusdo do seu animal neste estudo é voluntéria. Seu(s) animal (is)

podera (do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer
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prejuizo a ele(s).

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.

Garantimos o sigilo/anonimato de seus dados. Os resultados da pesquisa poderdo ser utilizados
em trabalhos cientificos publicados ou apresentados em congressos, palestras e outros eventos
sem revelar sua identidade. Os dados obtidos durante a pesquisa sao confidenciais e ndo serdo

usados para outros fins.

Os membros da Ceua ou as autoridades regulatérias poderdo solicitar suas informacdes e, nesse

caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspecdes regulares.

O Sr. ndo terd nenhuma despesa e ndo hd compensacdo financeira relacionada a sua

participacao na pesquisa.

O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) animal (is) sera a médica veterinaria
Nathéalia das Gracas Dorneles Coelho, inscrito (a) no CRMV-MG sob o n°® 15146. Além
dele, a equipe do Pesquisador Principal, Prof. Dra. Fabiola Paes Leme, também se
responsabilizara pelo bem-estar do(s) seu(s) animal (is) durante todo o estudo e ao final dele.
Quando for necessario, durante ou apds o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato com

0 Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos
Tel. de emergéncia: (31) 9 92848663 (Nathalia das Gracas Dorneles Coelho).

Endereco: Av. Antonio Carlos, 6627- Campus Pampulha da UFMG, Belo Horizonte- MG-
Telefone: (31) 3409 22 76 -3409 20 00.
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ANEXO 4- Declaragdo de Consentimento

Validar a técnica enzimética associada a espectrometria de massa para a avaliacdo laboratorial da
homocisteina em cdes e gatos, a fim de que a homocisteina possa ser utilizada como um marcador de
salde na prética clinica no futuro. Além disso, seré avaliada a variavel idade como um fator que pode
alterar os niveis séricos de homocisteina em cées e gatos, com a definigdo dos valores de referéncia para

faixas etérias.

Este termo serd assinado em duas vias, pelo senhor e pelo responsavel pela pesquisa, ficando uma via em

seu poder.

Eu,, residente na ,N°
__,Bairro , Cidade , RG: , Idade_,
Telefone (__) - , concordo voluntariamente em submeter meu
animal de nome , espécie , raga , coloracdo da pelagem

, SExo , idade a pesquisa intitulada

“Homocisteina: validacio, definicao dos intervalos de refréncia e ensaio clinico em cées e gatos”

Estou ciente que serdo realizados exame fisico completo, mensuracdo da pressao arterial e coleta de
exames de sangue no animal acima descrito que se encontra sob minhatutela e responsabilidade. Esta

claro que o animal ndo seré& submetido a nenhum tipo de intervengdo que possa causar dano a sua saude.

Sou sabedor ainda que nao receberei nenhum tipo de remuneracdo, vantagem econdémica ou material por
participar desse estudo, além de poder abandonar a pesquisa em qualquer etapa de seu desenvolvimento,
sem qualquer prejuizo ou justificativa. Estou de acordo de que os resultados obtidos sejam divulgados no

meio cientifico, sempre resguardando minha individualidade.

Estou ciente também de que se houver descumprimento de qualquer norma ética poderei recorrer ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG).

De posse de todas as informag6es necessaria, e tendo me sido esclarecidas todas as davidas, concordo em

deixar meu animal participar da referida pesquisa.

Assinatura do responsavel pelo animal.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Belo Horizonte, [/ [/
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