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RESUMO

Na doenca renal cronica (DRC), além da disfuncdo do 6rgdo, condi¢Bes importantes de
estresse oxidativo (EO) estdo presentes em diferentes graus. O principal objetivo desta
pesquisa foi estudar biomarcadores de EO em cées doentes renais crénicos. Onze cées higidos
e dezesseis cédes portadores de DRC foram admitidos ao estudo e submetidos a avaliacdo
clinica e laboratorial, sendo os pacientes doentes renais avaliados em cinco tempos, sob efeito
do tratamento conservador. Foram avaliados o0s seguintes biomarcadores de EO: substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no plasma, o status antioxidante total (TAS) e a
glutationa peroxidase (GSH-Px) em amostras de plasma e urina e a superoxido dismutase
(SOD) em concentrado de hemacias e na urina. As variaveis que mais apresentaram alteracdes
condizentes com EO no grupo de cdes com DRC foram o TBARS, TAS e GSH-Px
plasmaticos e 0 TAS urinario. Concluiu-se que é possivel dosar biomarcadores de EO em cédes
portadores de DRC, que o EO esta presente nestes pacientes e, quanto maior o estadio da
DRC maior é 0 EO.

Palavras-chave: dano oxidativo, biomarcadores, antioxidante, nefropatia crénica, canino



ABSTRACT

In chronic kidney disease (CKD), beside the organ dysfunction, important conditions of
oxidative stress (OS) are present in different grades. The main objective of this research was
to evaluate OE markers in dogs with CKD. Eleven control dogs and sixteen dogs with CKD
were selected and submitted to clinical and laboratory evaluation. The CKD patients were
evaluated in five periods under effect of conservative treatment. The following OS markers
were evaluated: Thiobarbituric acid-reactivity (TBARS) in plasma, total antioxidant status
(TAS) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in plasma and urine samples and the dismutase
superoxide (SOD) in concentrated red blood cells and urine sample. The variables that most
show alteration compatible with OS in the group of dogs with CKD were TBARS, TAS and
GSH-Px in plasma and TAS in urine. It was concluded that it is possible to dose OS markers
in dogs with CKD, OS is present in these patients and the higher the CKD stage more intense
is the OS.

Keywords: oxidative damage, biomarkers, antioxidant, chronic nephropathy, canine
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1. INTRODUCAO

Na doenca renal crénica (DRC), além da disfuncéo do 6rgdo em si, condi¢Bes importantes
de estresse oxidativo (EO) e inflamacdo estdo presentes em diferentes graus, dependendo
do estadio da doenca. Sabe-se que o EO que ocorre na DRC desencadeia e autoperpetua a
cascata inflamatéria no organismo, sendo a reciproca também verdadeira (Yilmaz et al.,
2007 e Zoccali et al., 2017). Vérias pesquisas sobre a DRC tém se dedicado a entender
estes mecanismos, dada a complexidade das suas vias moleculares e a descoberta de novas
moléculas e vias inflamatorias, proporcionando uma visdo mais abrangente da DRC do
que ha algumas décadas (Vilaysane et al., 2010; Moreno et al., 2011; Gupta et al., 2012;
Aminzadeh et al., 2013). Segundo Raj et al. (2020), o EO desencadeia a inflamacao e esta,
por sua vez, contribui para a progressao da DRC, perpetua 0 EO e ainda predispde a

complicacBes multiorganicas.

Mesmo com todos 0s avancos nesta area, ainda existem varios questionamentos sobre o
manejo do EO e da inflamacéo na DRC, como por exemplo: Qual a forma ideal de avalia-
los? Quais sdo os biomarcadores mais adequados? Quais seriam 0s alvos terapéuticos?
Portadores de DRC produzem mais radicais livres? Existem moléculas pré-inflamatorias
mais especificas para o diagnostico desta condi¢cdo ou seria necessario um painel mais
amplo? Qual o grau ideal de controle terapéutico da inflamacdo sem que haja

comprometimento importante na fungéo da defesa celular?

O EO em caes doentes renais cronicos ainda € um assunto pouco estudado sendo este o
principal objetivo desta pesquisa. Acredita-se que os resultados possam contribuir para um
melhor entendimento do mecanismo oxidativo-inflamatério da DRC, favorecendo o
diagndstico de tal condicdo e o desenvolvimento de estratégias que visem o seu controle e,

consequentemente, a diminuicdo da progresséo da doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo (EO) em cées portadores de DRC.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.24.

2.2.5.

2.2.6.

Estadiar o doente renal crénico por meio dos parametros propostos pela
International Renal Interest Society (IRIS);

Comparar os parametros laboratoriais dos cdes DRC, estadiados pela IRIS,
entre os estadios e ao longo dos tempos avaliados;

Verificar o efeito ou ndo da dieta renal sobre pardmetros laboratoriais quando
da admisséo ao estudo (tempo 1);

Dosar biomarcadores de estresse oxidativo no concentrado de hemécias,
plasma e urina de cées portadores de DRC,;

Avaliar o estresse oxidativo com o estadiamento da doenca renal crbnica
segundo a IRIS, em um periodo de acompanhamento de 6 meses;

Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo com demais parametros

laboratoriais.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca renal cronica em caes

Estima-se que cerca de 0,5 a 1,5% da populacdo canina seja portadora de doenca renal crénica
(DRC), sendo esta considerada uma das doencas mais comuns entre cdes de idade avancada
(Chew et al., 2011). A DRC é a condicdo em que 0s rins apresentam comprometimento
estrutural e funcional de forma progressiva e irreversivel (Bartges, 2012). AlteracGes
estruturais renais, sejam adquiridas, congénitas ou genéticas, prejudicam a capacidade
funcional do érgdo, diminuindo o tempo de vida do paciente. Trata-se de uma situacao na qual
podem ocorrer varias alteracdes sistémicas, uma vez que os rins exercem diferentes funcoes.
O comprometimento da funcdo excretora, do equilibrio hidroeletrolitico e acido basico e da
funcéo secretora sdo observados principalmente naqueles animais cuja doenca encontra-se em
estadios mais avancados (Polzin, 2013; IRIS, 2019a).

O diagndstico da DRC pode ser realizado com base em anormalidades da funcdo renal,
persistentes por 3 meses ou mais, incluindo: azotemia, baixa densidade urinaria, proteindria
renal (glomerular e/ ou tubular) e glicostria com normoglicemia. Alteracdes morfoldgicas dos
rins ao exame ultrassonogréafico, como por exemplo, perda de defini¢do entre regibes cortical
e medular, hiperecogenicidade persistente da cortical renal, presenca de multiplos cistos, areas
sugestivas de infarto renal, rins diminuidos de tamanho ou com superficies irregulares,
também auxiliam no diagnoéstico da DRC (IRIS, 2019).

Outros sinais que auxiliam no diagndstico sdo o relato de polidria e polidipsia persistentes e a
perda progressiva de peso corporal e de massa muscular. Por isso, a avaliagdo e anotagéo do
escore da condicéo corporal (ECC) e do indice de massa muscular (IMM) no prontuario da
paciente sdo importantes, tanto para auxiliar no diagndstico quanto no monitoramento da
DRC (Polzin, 2013; IRIS, 2019).

Apbs o diagnostico da DRC, a International Renal Interest Society - IRIS (2019), recomenda
a sua classificacdo em 4 estadios (fig.1) de acordo com as concentracfes séricas de creatinina

e de dimetil arginina simétrica (SDMA).
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Figura 1: Estadios da doenca renal cronica em cdes, baseados nas concentracfes séricas de creatinina e SDMA
(dimetilarginina simétrica).

Concentracio sérica Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Creatimina (mg/dL,) <14 14-28 2.9-50 =50
SDMA (ug/dL) <18 18 -35 36-54 =354

Fonte: Adaptado de IRIS- Staging of CKD (2019a).

Destaca-se que, para valores séricos da SDMA acima do estadio referente ao indicado pelo
valor sérico da creatinina, prevalece o valor da SDMA para o estadiamento. Para evitar
equivocos, hd necessidade de, no minimo, duas mensuracGes da concentracdo sérica de
creatinina e da SDMA com intervalos, em média, de 2 semanas e com o paciente hidratado e

em jejum de pelo menos 12 horas antes da coleta das amostras.

A IRIS (2019) também propde o sub estadiamento da DRC, baseado na razdo proteina

creatinina urinarias (RPC) e na pressdo arterial sistolica (PAS) (fig.2).

Figura 2: Sub estadios da doenga renal cronica em cées baseados na pressdo arterial sistolica (PAS) e na razédo
proteina creatinina urinarias (RPC).

RPC Subestadio PAS (mmHg) Subestadio
<02 Nio proteiminico <140 Normotenso
De02205 Border line 140 - 159 Pré-hipertenso
=05 Proteiniirico 160179 Hipertenso
- - =180 Severamente hipertenso

Fonte: Adaptado de IRIS- Staging of CKD (2019a).

Quando alteradas, mensuracgdes seriadas da RPC e da PAS sdo necessarias, a fim de confirmar
a persisténcia das alteragdes (IRIS, 2019a). Para interpretar corretamente o resultado da RPC,
deve-se descartar as amostras de urina que apresentem sedimento ativo compativel com
proteinuria de origem pos-renal e certificar-se de que nao haja possibilidade de proteindria pré
renal (Vaden e Elliott, 2016). Critérios importantes devem ser seguidos no momento da
afericdo da PAS, de acordo com as diretrizes da Declaracdo de Consenso do Colégio

Americano de Medicina Veterinaria Interna (ACVIM, 2018). Estes critérios incluem:

¢ Individuo qualificado e experiente tanto no manuseio dos animais quanto do aparelho

para as mensuracoes;
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e Afericdo realizada em local tranquilo, ap6s pelo menos 5 a 10 minutos para
aclimatacao do paciente e, de preferéncia, na presenca do tutor;

e Selecdo do manguito adequado para o porte do paciente;

e Posicionamento correto do paciente no momento da afericéo;

e Uso de fone de ouvido para ausculta do pulso a ser captado pelo doppler;

e Avaliacdo dos valores obtidos de PAS descartando-se a primeira mensuracdo e
levando-se em consideracdo, no minimo, mais 5 a 7 mensura¢ées ou mais, até que se

obtenham valores com menor amplitude de variacéo.

A finalidade principal do estadiamento e do sub estadiamento da DRC é facilitar a abordagem

do paciente quanto ao tratamento, monitoramento e progndstico.

A busca por alternativas que possam amenizar a progressdo da DRC é incessante, com intuito
de oferecer longevidade com qualidade de vida aos pacientes. Para tanto, a principal
ferramenta é o tratamento conservador, cujo objetivo é desacelerar o declinio da funcdo renal,
melhorar a condicdo clinica e os parametros bioquimicos do paciente e manté-lo em um
estado nutricional adequado. Essa abordagem consiste no monitoramento periddico e controle
terapéutico de alteragBes como: desidratacdo, proteindria, hipertensdo, nauseas, vOmitos,
acidose metabolica, anemia, Ulceras na cavidade oral e distdrbios enddcrinos. O tratamento
conservador a ser instituido depende do estadio da DRC e compreende dieta especifica (dieta
renal), suplementos, antiproteinuricos, anti-hipertensivos, quelantes de fosforo, fluidoterapia,
orexigenos, anti-nausea, antieméticos, hormonios e outros medicamentos para tratamento
sintomético das alteracGes presentes (Bartges, 2012; Polzin, 2013; Quimby, 2016; IRIS,
2019Db).

O prognostico da DRC em cdes, assim como o tratamento, também varia de acordo com 0
estadio da doenga. Aqueles em estadio 3 e 4 apresentam um quadro mais progressivo e
complicado de ser controlado e, consequentemente, menor expectativa de vida. Da mesma
forma, aqueles sub estadiados como proteinuricos e/ou hipertensos, além dos
hiperfosfatémicos e com atrofia muscular, também se correlacionam com um pior progndstico
(Polzin, 2013; Quimby, 2016; Rudinsky et al., 2018). Mesmo assim, a instituicdo de um
tratamento conservador adequado a condi¢do do paciente, pode incrementar a longevidade,
nos primeiros estadios da doenca. Ja nos estadios mais avancados da DRC o maior objetivo

do tratamento conservador é oferecer qualidade de vida (Polzin, 2013; Quimby, 2016).
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3.2. Alterac0es clinico laboratoriais observadas no cdo portador de DRC

Devido ao comprometimento das fungbes renais com consequentes desordens metabdlicas,
sdo esperadas alteracdes sistémicas que podem ser identificadas tanto pela condicdo clinica
quanto pelos exames laboratoriais. Por isso, 0 acompanhamento periddico deste paciente é
fundamental, a fim de identificar a necessidade de intervencdes terapéuticas adequadas a cada
situacdo. O exame fisico geral, a determinacdo do escore da condicdo corporal (ECC), do
indice de massa muscular (IMM), a afericdo da PAS, bem como as dosagens séricas de ureia,
creatinina, fésforo, calcio idnico, albumina, SDMA, além da urindlise e da mensuracdo da
RPC, associados ao hemograma, sdo importantes na avaliagdo deste paciente. A
hemogasometria, quando possivel, deve fazer parte do perfil de avaliacdo especialmente dos
pacientes em estadios avancgados (Bartges, 2012; Polzin, 2013; IRIS, 2019b).

As manifestagBes clinicas podem variar desde a auséncia de sinais até a ocorréncia de
hiporexia, anorexia, nduseas, vomitos, diarreia, halitose, Ulceras na cavidade oral, polidria,
polidipsia, desidratacdo, mucosas hipocoradas, letargia, fraqueza, baixo ECC e IMM, sinais
de cistite e hipertenséo arterial sisttmica (HAS) (Bartges, 2012; Quimby, 2016; IRIS, 2019a).

A HAS ocorre, em parte, devido a ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona,
aumento das concentraces séricas do hormonio antidiurético e do tdnus simpatico,
contribuindo para a ocorréncia de proteiniria e para a progressao da DRC. Pode ainda
comprometer a funcdo cardiaca, gerar sinais neurologicos como encefalopatia isquémica e
convulséo, além de alterac6es oculares como hifema, hemorragia ou descolamento retiniano e

cegueira (Bartges, 2012).

Dos achados laboratoriais mais frequentes, tem-se azotemia com baixa densidade urinaria
(<1,030 em cdes), aumento da concentracdo sérica da SDMA, proteindria, hipoalbuminemia,
acidose metabolica, hiperfosfatemia, anemia arregenerativa, dislipidemia e urocultura positiva
para crescimento bacteriano (IRIS, 2019a). A ocorréncia dessas alteracdes varia de acordo

com o estadio da doenca (Bartges, 2012).

Alteracdes na concentragdo serica de creatinina podem ocorrer ainda dentro do intervalo de
normalidade para a espécie. Dessa forma, quando a analise das amostras € realizada pela
mesma metodologia, no mesmo laboratério e identificam-se aumentos >0,3mg/dL em

intervalos de semanas a meses, hd& um decréscimo da funcdo excretora renal, o que pode
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significar DRC em estadio 1, ou seja, ndo azotémico. Durante a interpretacdo destes
resultados é importante descartar fatores pré-renais e o IMM do paciente (IRIS, 2019).

Quanto menos néfrons remanescentes, menor sera a capacidade excretora e, por isso, maiores
serdo as concentracdes séricas de ureia e creatinina (IR1S, 2019a). Devido a creatinina ser um
subproduto do metabolismo muscular, aqueles pacientes com perda consideravel de massa
magra, geralmente apresentam uma concentracdo sérica de creatinina subestimada. Nestes
casos, 0 valor sérico da SDMA auxilia na definicdo do real estadio da DRC no qual o paciente
se encontra, devido a sua boa correlagdo com a taxa de filtragdo glomerular (TFG) em cées
com doenca renal progressiva (Nabity et al., 2015).

A SDMA ¢ considerada um biomarcador mais sensivel do que a creatinina, tanto para o
diagndstico precoce da DRC quanto para o seu estadiamento e monitoramento (IRIS, 2019a).
Estima-se que a concentracdo sérica da SDMA aumente quando apenas 25% do parénquima
renal estd comprometido, ao contrario da creatinina sérica, que normalmente s6 se mostra
alterada quando o comprometimento do parénquima renal chega a 75%. Valores
persistentemente alterados de SDMA (>14ug/dL) podem ser considerados como fator de
diagnostico precoce da DRC. Assim, é possivel encontrar SDMA alterada ja no estadio 1 da
DRC. Porém, ainda ndo ha estudos prospectivos em larga escala que permitam o

entendimento de todos os fatores que influenciam a especificidade da SDMA (IRIS, 2019a).

Em cées, a urinalise, muitas vezes, é a primeira analise laboratorial a se mostrar alterada,
geralmente pela diminuicdo da densidade urinéria, devido a incapacidade dos tubulos em
reabsorver a agua do filtrado glomerular, ocasionando poliuria e polidipsia a partir de um
determinado momento de evolucdo da doenca renal (Bartges, 2012; IRIS, 2019). Outro
achado comum da urinalise na DRC é a presenca de proteinuria, condicdo comum, provocada
pela hipertensdo glomerular (Brenner et al., 1982) e confirmada pelo aumento no valor da
RPC (Maniaki e Finch, 2018).

Quanto maior a magnitude e a persisténcia da RPC, maior a chance de hipoalbuminemia, que
pode se agravar pelo mau estado nutricional do paciente nos estaddios avangados da DRC.
Como forma de compensacdo da hipoalbuminemia pode ocorrer, apds um determinado
periodo, uma hipercolesterolemia na tentativa, por parte do figado, de manter a pressdo

oncética dentro dos vasos sanguineos (Maniaki e Finch, 2018).
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Desordens metabolicas sdo observadas, incluindo a acidose e distdrbios no metabolismo do
calcio e fosforo. A acidose metabdlica ocorre devido, principalmente, a deficiéncia na
excrecdo de ions hidrogénio e na reabsor¢do do bicarbonato. Além disso, em casos de
desidratacdo e baixa perfusdo, ainda ha a contribuicdo da acidose lactica que agrava este
disturbio metabdlico (Langston, 2016). No estudo de Kogika et al. (2006), no qual foram
avaliados 25 cdes portadores de DRC e com acidose metabdlica foi demonstrado que 56%
destes caes apresentaram hipocalcemia. Porém, ndo houve correlacdo entre o pH sanguineo e
o calcio ionizado, acreditando-se que a calcemia seja mais comumente alterada por outros

fatores ligados a DRC como, por exemplo, a hiperfosfatemia.

O decréscimo da TFG gera hiperfosfatemia que, por sua vez, afeta o apetite além de poder
resultar em mineralizacdo distréfica e na progressio da DRC. Como reflexo da
hiperfosfatemia € esperado que haja, como resposta inicial, uma hipocalcemia em decorréncia
da formacdo de complexos séricos entre o fésforo e o calcio, como reflexo da lei de equacéo
das massas. Além disso, com a perda de néfrons, a producdo de calcitriol (forma ativa da
vitamina D) pelas células renais tubulares fica comprometida, o que leva a uma menor
absorcdo de calcio pelo intestino intensificando a hipocalcemia. Essa hipocalcemia, por sua
vez, estimula a secrecdo do paratormdnio, predispondo ao hiperparatireoidismo renal
secundario. Altas concentracdes séricas de paratormdnio estimulam a reabsorcdo Ossea
(liberagdo de célcio e fosforo para a corrente sanguinea) e a producdo de calcitriol, na
tentativa de restabelecer as concentragdes séricas de calcio. Porém, como as células tubulares
renais ndo sdo capazes de produzir calcitriol satisfatoriamente, a fim de restabelecer a
homeostase do célcio e fésforo, o estimulo para reabsor¢do 6ssea ndo cessa, podendo gerar,

nos casos mais avangados, a osteodistrofia fibrosa (Bartges, 2012; Giovaninni, 2015).

Uma anemia progressiva, geralmente normocitica, normocromica, hipoproliferativa esta
presente a medida que a doenca evolui para o estadio final, estando, portanto, positivamente
correlacionada a concentracfes séricas de creatinina. Sua etiologia € multifatorial e inclui
causas que irdo variar de acordo com o estadio da DRC. Estas causas sé&o o EO e o estado
inflamatdrio gerando apoptoses dos eritrocitos, toxinas urémicas ocasionando a reducdo da
meia vida dessas células, o déficit nutricional em funcdo da hiporexia/anorexia, a producdo
insuficiente de eritropoetina e a perda de sangue por microhemorragias devido a vasculite e
gastroenterite urémica (Bartges, 2012; Polzin, 2013; IRIS, 2019b). Acredita-se que a anemia

esteja associada a gravidade da progressdo da DRC devido ao decréscimo do fluxo sanguineo
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para os rins comprometendo a oxigenagdo renal e aumentando o estresse oxidativo (EO) e a

inducdo de fibrose (Bartges, 2012).
3.3. O estresse oxidativo e a inflamacéo na doenca renal crénica

Sabe-se que a DRC implica em um quadro de EO permanente concomitante a inflamacao no
organismo (Oberg et al., 2004; Bartges, 2012; Amdur, et al., 2016; Machowska et al., 2016;
Zoccali et al., 2017; Raj et al., 2020), sendo estas duas condicGes ainda pouco pesquisadas em

caes.

No metabolismo celular normal, a fosforilacdo oxidativa aerébica produz constantemente
espécies reativas do oxigénio (ERO). Estas ERO podem ocasionar injaria oxidativa em
lipidios, proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e provocar, com isso, danos celulares.
Porém, existem varios mecanismos naturais de defesa antioxidante no organismo,
responsaveis por neutralizar estas ERO. Admite-se que o EO intensifique quando ha um
desequilibrio no organismo levando a uma maior producdo das ERO e ou uma menor
capacidade de remoc¢do das mesmas pelo mecanismo de defesa antioxidante (Ozbek, 2012;
Small et al., 2012; Ling e Kuo, 2018).

As células renais, especialmente as tubulares, sdo umas das células mais metabolicamente
ativas no organismo, por isso, os rins mantém alto fluxo de sangue arterial com alto nivel de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial em suas células, ocorrendo assim, grande produgdo de
ERO (Bartges, 2012). Varios tipos de ERO séo produzidas pelo metabolismo aerébico normal
das ceélulas renais, incluindo os superdxidos, peréxido de hidrogénio, hidroxila,
hidroperdxidos lipidicos ou de DNA, radicais peroxi-lipidicos (ou lipoperdxidos), acido
hipocloroso e peroxi nitrito (Aruna e Devi, 2014). Além disso, 0s rins sdo 6rgdos altamente
vulneraveis aos danos causados pelas ERO devido a grande quantidade de &cidos graxos
polinsaturados de cadeia longa que compdem os lipidios presentes em sua estrutura, sendo

estes compostos, facilmente oxidados pelas ERO (Ozbek, 2012).

A mensuracgdo direta das ERO ¢ dificil de ser realizada in vivo pois geralmente encontram-se
em baixas concentracdes, tém meia vida muito curta e sdo altamente reativas. Opta-se, entéo,
por dosar dois principais tipos de substancias relacionadas ao EO: os produtos dos danos
causados pelas ERO, ou entéo, as substancias antioxidantes do mecanismo de defesa natural
do organismo (Ling e Kuo, 2018).
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H& varios produtos do dano oxidativo, entre eles, as substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS). O malondialdeido (MAD) é uma destas substancias, sendo um
subproduto da peroxidacdo lipidica envolvido diretamente nas glomerulopatias, permitindo
assim, avaliar a intensidade do dano renal e possuindo valor diagnostico semelhante ao do
TBARS (Aruna e Devi, 2014). O MAD é citotoxico e genotdxico e é usado na medicina para
detectar EO em varias doencgas como lUpus eritematoso sistémico, diabetes, Alzheimer, cancer
e doencas pulmonares (Russo e Bracarense, 2016). E um marcador simples de mensurar,
sensivel, especifico e estd positivamente correlacionado com a severidade da DRC em

humanos (Aruna e Devi, 2014).

O sistema antioxidante renal é formado por compostos enzimaticos incluindo superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), oxido nitrico sintetase
(NOS) e por compostos ndo enzimaticos como a glutationa (GSH), vitaminas E e C,
carotenoides, albumina e eritrocitos (Brown, 2008; Aruna e Devi, 2014).

O alto metabolismo celular renal associado as alteracdes morfofuncionais dos rins na DRC
geram um estado de EO local e, muitas vezes, sistémico, dependendo do estadio da doenca
(Brown, 2008). Tal fato decorre da tentativa dos néfrons remanescentes de compensar o
déficit da funcdo renal, encontrando-se em um constante estado hiper funcional. Estes néfrons
entram em maior atividade metabolica e, consequentemente, maior fosforilacdo oxidativa

celular, com aumento na producdo das ERO e maior possibilidade de desenvolvimento do EO.

Outras condicOes, geralmente presentes na DRC, também contribuem para o aumento das
ERO como, por exemplo, a ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona, a proteindria,
a HAS, a anemia, o estado inflamatorio cronico sistémico ja instalado, a idade avancada, entre
outras (Brown, 2008). A ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona renal faz com
que a angiotensina Il aumente a producdo do ion superoxido pelas células mesangiais e
tubulares (Hannken et al, 1998; James et al., 1998). Em relacdo a proteinuria, o que ocorre é
que, a albumina, especialmente a oxidada, age sobre a membrana luminal das células dos
tubulos proximais estimulando a producéo de citocinas proinflamatdrias e quimiocinas, que,
por sua vez, estimulardo maior producdo de ERO. J& na HAS ocorre um incremento da TFG,
intensificando a condicdo de hiperfuncdo dos néfrons e, consequentemente de geracdo de
ERO, da mesma forma que a hipdxia renal gerada pela anemia, também provoca o aumento
da producéo das ERO (Brown, 2008).
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Assim, é esperado que o paciente portador de DRC esteja constantemente sob efeito do EO, o
qual aumenta quanto mais a doenca progride, provocando maior dano celular. Este estado
fisiopatoldgico € um importante mecanismo que explica a caracteristica progressiva da DRC
(Small et al., 2012). Acredita-se que o EO renal em cées e gatos contribua para a fibrose
intersticial, a glomeruloesclerose, a hipertensao sistémica e glomerular, o estado inflamatério

renal e sistémico e o declinio progressivo da funcéo do 6rgdo (Brown, 2008).

O EO e a inflamagdo sistémica presentes na DRC contribuem para a ocorréncia de
complicagdes e para o aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes (Oberg et al., 2004;
Yilmaz et al., 2007; Machowska et al., 2016; Zoccali et al., 2017; Raj et al., 2020). Em uma
revisao sobre o assunto, Yilmaz et al. (2007) citaram varios estudos que mostram o estado
inflamatério em pacientes humanos com DRC, mesmo em estados urémicos iniciais e
intermediarios da doenca. Acredita-se que a intensificacdo da resposta inflamatdria ocorra
paralelamente a diminuicdo da funcdo renal (Yilmaz et al., 2007; Zoccali et al., 2017).

Com a ocorréncia do EO, as ERO, que ndo foram neutralizadas pelo sistema de defesa
antioxidante, estimulam uma maior producdo de citocinas pro-inflamatorias que, por sua vez,
estdo com sua excrecdo renal diminuida, 0 que eleva suas concentragdes sanguineas e
contribui para a inflamacdo observada na DRC. Associado a isso, a acidose metabolica, a
hiperfosfatemia, as toxinas absorvidas pelo intestino alterado, infeccGes oportunistas e
possiveis comorbidades intensificam o estado inflamatério do paciente (Yilmaz et al., 2007;
Machowska et al., 2016; Zoccali et al., 2017; Raj et al., 2020).

Vaérias citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento agem em conjunto nos rins e
promovem um acumulo de matriz extracelular, com consequente glomeruloesclerose e fibrose
intersticial. Estas biomoléculas inflamatdrias estimulam a geracdo de mais ERO e de espécies
reativas de nitrogénio, levando a intensificacdo do EO e, consequentemente, mais inflamacéo.
Algumas citocinas ainda aumentam a atividade endotelial pré-coagulante e a proliferagdo
celular (Amdur et al., 2016; Raj et al., 2020).

O EO e o consequente envelhecimento celular acelerado causam o maior nimero de
apoptoses observados na DRC (Small et al, 2012). Estas células danificadas liberam
moléculas endogenas (auto-antigenos), também chamados de DAMPs, “padrdes moleculares
associados ao dano”. Os DAMPs ativam inflamassomas (NLRs) que sdo um grupo de

receptores proteicos, contidos no citoplasma e que fazem parte do sistema imune inato.
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Quando ativados, estes inflamassomas desencadeiam e amplificam o processo inflamatdrio
(Raj et al., 2020). O NLRP3 é um destes inflamassomas e estd presente em varios 0rgaos,

entre eles os rins (Vilaysane et al., 2010; Alvarenga et al., 2020).

Em humanos, ja foi demonstrado o aumento da expressdo do NLRP3 na DRC. Foi observado
que a auséncia do NLRP3 resulta em atenuacdo da injuria tubular, reducdo da infiltracdo
leucocitaria e da fibrose tubular. Desta forma, o NLRP3 tem sido encarado como um

importante alvo na intervencéo terapéutica das doencas renais (Vilaysane et al., 2010).

Outro fator importante na cascata inflamatoria é o fator nuclear kappa B (NF-kB). Ele é um
fator de transcricdo envolvido na expressao de diversos genes ligados a producéo de citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas (Aminzadeh et al., 2013), mas seu papel ainda ndo foi
totalmente elucidado na DRC (Moreno et al., 2011). O aumento na producdo das ERO na
DRC, ativa o fator de transcricdo NF-kB dentro das células. Uma vez ativado, ele também
ativa o NLRP3 (Alvarenga et al., 2020) e ainda comanda a transcri¢do de citocinas que sao
capazes de diminuir a expressdo do Kloto nas células renais. Kloto é um horménio proteico
secretado pelos rins com propriedades antienvelhecimento. A diminuigdo da sua expresséo,
portanto, estd relacionada ao processo de envelhecimento celular acelerado e injuria renal.
Assim, pode-se dizer que o EO, diminui a expressdo do Kloto causando envelhecimento
celular e ativa o NF-kB contribuindo para o avanco da inflamacdo na DRC (Moreno et al.,
2011).

O EO também prejudica a ativacdo do fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nrf2),
gue é o maior regulador de genes codificadores de enzimas antioxidantes. No estudo de
Aminzadeh et al. (2013) que induziram DRC em ratos, foi demonstrado que o EO e a
inflamacdo renal foram acompanhados de falha na ativagéo do Nrf2, com baixa expresséo dos
genes codificadores da catalase, heme-oxigenase-1 e glutamato-cisteina ligase, enzimas que

participam do sistema de defesa contra o0 EO.

Portanto, o EO é capaz tanto de ativar fatores nucleares responsaveis pela producdo de
citocinas pro-inflamatérias, quanto inibir fatores nucleares relacionados ao sistema de defesa

antioxidante (Fig.3).
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Figura 3: Representagdo esquematica resumida do modelo de autoperpetuacdo do estresse oxidativo e da
inflamag&o na doenga renal cronica.

% N

“oo s tivacao transcricdo
lativagdo ERO a
Nrf2 1 NFkB citocinas
lexpressao genes
enz.antioxidantes ~
lexpressao
defesa KLOTO
Ldef 1EO
antioxidante
apoptoses

cascata inflamatéria ativagao
(infiltragdo leucocitaria NLRP3 DAMPs
e fibrose tubular) (inflamassoma)

DRC= doenga renal cronica, ERO= espécies reativas de oxigénio, EO= estresse oxidativo, NFkB= fator nuclear
kappa B, DAMPs= padrfes moleculares associdos ao dano, NLRP3= Nod like receptor P3, Nrf2= fator nuclear
eritroide relacionado ao fator 2.

A respeito do estado inflamatério em individuos DRC ainda ndo ha um consenso sobre quais
sdo as citocinas ideais para melhor caracterizacdo deste estado e nem quais seriam seus
valores de referéncia. Sendo assim, utilizam-se varios biomarcadores que caracterizam a

condicéo inflamatoria do paciente (Raj et al., 2020).

Gupta et al. (2012) estudaram a associagdo entre albuminuria, funcdo renal e o perfil de
biomarcadores inflamatorios em 3.939 pacientes do “Chronic Renal Insufficiency Cohort”.
Um escore de inflamacdo foi desenvolvido a partir das concentracdes plasmaticas dos
biomarcadores que apresentaram maior alteracdo, sendo eles IL-1pB, IL-6, TNF-o, PCR ¢
fibrinogénio. Chegou-se a conclusdo de que individuos com menor TFG e maior magnitude

de albumindria apresentaram um maior escore inflamatorio.

Outro fator correlacionado & inflamagdo na DRC é a anemia. Concentragdes elevadas de IL-6,
TNF- a e PCR estdo associadas com a resisténcia a agdo da eritropoetina (EPO), propiciando
a ocorréncia de anemia funcional, geralmente relatada em pacientes com DRC mais avancada.
Além disso, o efeito de certas citocinas pro-inflamatorias inibem tanto a producdo de EPO
quanto a proliferacdo de células progenitoras eritroides (Raj et al., 2020). Outra molécula

importante na anemia da DRC é a hepcidina, cujo aumento da sua producédo é influenciado
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pela IL-6. Altas concentragdes de hepcidina no sangue diminuem as concentragdes de ferro
circulante, favorecendo a anemia (Ganz e Nemeth, 2012; Antunes e Canziani, 2016).

A inflamacdo sistémica persistente da DRC esta relacionada também ao comprometimento
das respostas imunes inata e adquirida, predispondo a infecgdes (Machowska et al., 2016; Raj
et al., 2020). Acredita-se que a uremia exer¢a um efeito de diminui¢ao na expressao dos “toll
like receptors-4” (TLR-4) que sdo receptores de membrana ativadores da resposta celular.
Com a menor ativacdo dos TLR-4, as células mononucleares de defesa tornam-se
hiporreativas, aumentando a suscetibilidade do individuo a infecco, e esta, quando instalada,
intensifica a condicdo inflamatoria (Yilmaz et al., 2007). Os disturbios metabdlicos e
nutricionais também contribuem para o estado inflamatério do portador de DRC e pacientes
humanos inflamados sdo mais susceptiveis a doencas cardiovasculares (Yilmaz et al., 2007;
Machowska et al., 2016; Raj et al., 2020).

Muito se tem estudado a respeito de estratégias antioxidantes que possam contribuir para
diminuicdo do EO e da inflamacéo na doenca renal (Sener et al., 2004; Yu e Paetau-Robinson,
2006; Small et al., 2012; Valle et al., 2015; Yong et al., 2019; Alvarenga et al., 2020), porém

h& muito o que se pesquisar sobre este complexo sistema oxidativo-inflamatério.

Varios sdo os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progresséo do EO e da
inflamacdo na DRC. Apesar de diversas pesquisas ja terem sido desenvolvidas sobre este
assunto, especialmente em humanos e cobaias, muito ainda necessita ser esclarecido,
principalmente no que diz respeito a espécie canina. Quanto maior 0 avanco nesta area,
maiores as possibilidades terapéuticas direcionadas a alvos especificos, com aumento da
chance de sucesso no controle do EO, da inflamacédo e, consequentemente, da progresséo da
DRC.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Aprovacao do projeto

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de ética no Uso de animais (CEUA-UFMG) sob o
protocolo de n° 59/2021.

4.2. Animais

Foram selecionados 29 animais, entre machos e fémeas, castrados e ndo castrados, de
diferentes idades e racas, de tutores particulares residentes no municipio de Belo Horizonte e

regido, os quais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexos 1 e 2).

Os cées doentes renais cronicos foram provenientes da casuistica do setor de Nefrologia da
Hospital Veterinario da UFMG e de uma clinica veterinaria particular de propriedade de um
dos colaboradores do projeto. Ja os cdes do grupo controle estavam sob a tutela de alunos da
graduacdo, pos-graduacdo e professores da Escola de Veterinaria da UFMG ou sob a mesma

tutela que o céo portador de DRC.

Dos 29 animais, 11 foram classificados como ndo sendo portadores de DRC e apresentando
exames clinico e laboratoriais normais e 18 foram classificados como portadores de DRC,
porém dois dos cdes portadores de DRC precisaram ser excluidos ao longo do tempo por nao

se adequarem aos critérios de incluséo.

4.3. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos entre grupo controle (GC), ou seja, sem DRC e grupo de cées
portadores de doenga renal cronica (GDRC). Todos os cdes portadores de DRC, para efeito de
padronizacdo, receberam dieta especifica para a doenca renal (Equilibrio Veterinary — Renal
RE - canino®) e suplemento a base de 6mega-3, vitamina E, selenito de sédio, gluconato de
cobre, gluconato de zinco, sulfato de condroitina e glucosamina (Gerioox®). Tanto a dieta
renal quanto o suplemento tiveram suas doses diarias calculadas de acordo com a

recomendacéo do fabricante, baseada no peso corporal.

4.4. Critérios para inclusdo / exclusao

Os cédes admitidos como controle (GC), foram aqueles que, pelo histérico e pelos exames
clinicos e laboratoriais, demonstraram auséncia de DRC e de qualquer outra afec¢do aparente.
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Os cées admitidos no grupo GDRC foram aqueles diagnosticados como portadores de DRC
pelos critérios de diagnostico propostos pela IRIS (2019), sendo classificados, de acordo com
o0 estadio, em DRC1, DRC2, DRC3 ou DRCA4. Estes cades necessitariam estar em condicao de
estabilidade clinica, tanto em relacdo a DRC, quanto a qualquer possivel comorbidade pré-
existente, apresentando exame clinico dentro dos parametros de normalidade para o estadio da

DRC em que se encontravam.

Pacientes do GDRC que apresentassem quadro de descompensacao persistente como apatia,
vomito, diarreia, convulsdo, ou qualquer outra anormalidade clinica aguda, deveriam ser

excluidos do estudo.

4.5. Tempos do estudo e local de realizacéo

Foram propostos cinco tempos (tempo 1 ao tempo 5) de acompanhamento para os cdes do
grupo GDRC, os quais foram submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial. Entre os tempos 1,
2 e 3, os intervalos foram de 30 dias e entre 0s tempos 3, 4 e 5, os intervalos foram de 60 dias,

totalizando 180 dias de avaliacéo.

As analises dos pacientes portadores de DRC, em varios tempos, com intervalos relativamente
longos, objetivou obter um perfil no qual a média dos diversos parametros avaliados pudesse
retratar valores, o mais proximos possiveis da realidade de cada paciente, especialmente no

que diz respeito ao EO, principal objetivo deste estudo.

Os cdes do GC foram submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial em um Gnico tempo uma
vez que, ao constatar a seu estado de higidez, ndo seria esperado grandes variagdes nos

parametros avaliados.

Todas as etapas da avaliacdo clinica e coleta de sangue e urina foram realizadas nas

dependéncias do Hospital Veterinario da UFMG.

4.6. Avaliagéo clinica

Todos os cédes do estudo foram submetidos a anamnese e exame fisico completo, incluindo
inspecdo da coloracdo das mucosas orais e oculares, avaliacdo da hidratacdo através do turgor
cutaneo, lubrificacdo de mucosas e tempo de preenchimento capilar, medicdo da frequéncia
cardiaca pela auscultacdo, do pulso por palpagdo digital em artéria femoral e da frequéncia

respiratoria pela visualizacdo dos movimentos respiratorios por minuto, além de palpacéo
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abdominal, inspecdo de linfonodos, afericdo da PAS por sistema ultra-sénico (Doppler Parks
811B) e esfigmomanémetro (Gamma G5) e da temperatura retal por termdmetro digital. Além
disso, foi realizada a classificacdo de cada céo pelo escore de condi¢do corporal (ECC) e pelo

indice de massa muscular (IMM), seguindo os critérios de:

ECC 1 a 3 = muito magro

ECC 4 ou 5 = condicéo corporal ideal
ECC 6 = sobrepeso

ECC 7,8 ou 9 = obeso

Para o IMM utilizou-se classificagdo de 3 a 0 (Fig. 4), onde:

IMM 3 = nenhuma perda de massa muscular
IMM 2 = perda leve de massa muscular

IMM 1 = perda moderada de massa muscular
IMM 0 = perda acentuada de massa muscular

Figura 4. Classificacdo do indice de massa muscular (digitopressdo sobre osso temporal, escipula e 0ssos
pélvicos)

ESCORE DE MASSA MUSCULAR (EMM)

H (2 &l 0
BN\

Osso

Fonte: WSAVA Global Nutritional Guidelines, 2011.

4.7. Coletas de amostras e exames

As amostras de sangue e de urina foram obtidas de cada animal sob condi¢bes de jejum
alimentar de 12 horas, sempre pela manhd, estando todos os animais hidratados e sem
intercorréncias clinicas tais como émese ou diarreia nas Ultimas 24 horas. Os animais do
grupo GC tiveram apenas um tempo de coleta e os do grupo GDRC, tiveram 5 tempos de

coleta.

A coleta de sangue foi realizada por venopuncao com seringas de 10 mL e agulha 25x7mm,
na jugular externa, ap6s a devida antissepsia. O sangue obtido foi distribuido e acondicionado
da seguinte forma:

e 0,5mL em microtubo com EDTA (10%) para realizacdo do hemograma;
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e 40mL em tubo contendo ativador de codgulo para separacdo do coagulo e
obtencédo de soro;

e 40mL em tubo contendo heparina sddica para obtencdo do concentrado de
hemacias e plasma heparinizado.

Coletou-se 10mL de urina de cada fémea, pela técnica de cistocentese guiada por ultrassom,
utilizando-se seringa de 10 mL e agulha 25x7mm. Quanto aos machos, coletou-se 10 mL de
urina pela técnica do cateterismo, apds a devida antissepsia da regido prepucial, utilizando-se
sonda uretral de calibre adequado ao porte de cada céo.

As amostras de urina e sangue em EDTA foram processadas no prazo maximo de duas horas
apos a coleta, sendo todos os exames executados no Laboratério de Patologia Clinica e na
estrutura do MULTILAB, ambos na Escola de Veterinaria da UFMG. O sangue do tubo
contendo heparina sédica foi centrifugado para separacao entre o concentrado de hemaécias e
plasma, a 3000 rpm por 5 min, em centrifuga de bancada (Coleman®), de acordo com a
descricdo do anexo 3. O plasma foi aliquotado em microtubos de 0,5mL e congelado a -80°C.
O concentrado de hemécias foi preparado conforme procedimento operacional padrdo (anexo
3), aliquotado e congelado da mesma forma que o plasma. Parte do sobrenadante da urina foi
aliguotado em microtubos de 0,5mL e congelado a -80°C conforme descri¢cdo no item 4.7.4.
As amostras do concentrado de hemadcias, plasma e urina foram congeladas a -80°C em
ultrafreezer a fim de possibilitar a dosagem dos biomarcadores do EO em um mesmo

momento, para melhor aproveitamento dos Kits.

4.7.1. Hemograma

O sangue foi processado em analisador hematoldgico automatico de impedancia - Incounter 3D

(Diagno), segundo técnica de rotina do laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria

da UFMG. Para o eritrograma avaliou-se o numero total de eritrécitos (He), hematdcrito (Ht) e a

hemoglobina (Hb), além do volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) e a amplitude de distribuicdo eritrocitaria (RDW). Tambeém

avaliaram-se o numero total de leucocitos e plaquetas. Foram confeccionados esfregacos

sanguineos de todas as amostras, fixando-se a lamina com metanol, por 5 minutos, seguido da

coloragdo com Romanowsky (Panotico-Newprov), para realizagdo de hematoscopia e contagem

diferencial de leucdcitos, de acordo com o protocolo operacional padrdo do laboratério.
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4.7.2. Perfil Bioguimico

As amostras de sangue em tubo com ativador de codgulo foram centrifugadas a 3.000 rpm por
10 minutos, em centrifuga de bancada (Coleman®), para a obtencdo do soro. Para realizacio
das analises 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 fracGes, sendo eles: glicose (GLU), creatinina sérica
(CREA), nitrogénio ureico sanguineo (BUN), fracdes nitrogénio ureico/creatinina sanguinea
(BUN/CREA), fosforo (PHOS), célcio total (CA), proteinas totais (TP), albumina (ALB),
globulina (GLOB), razdo albumina/ globulina (ALB/GLOB), alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (ALKP), gama-glutamiltransferase (GGT), bilirrubinas totais
(TBIL), colesterol (CHOL), amilase (AMYL) e lipase (LIPA). O slide para dosagem da
dimetilarginina simétrica sérica (SDMA) foi adicionado ao analisador bioguimico no
momento da analise do painel CHEM 17. Para todas as mensuracGes foram seguidas as
instrucdes do fabricante.

Para a dosagem de acidos graxos ndo estereificados (NEFA), ferro total (Fe) e capacidade de
fixacdo de ferro (IBC) foram utilizados kits comerciais (Biotecnica®), com leitura em
espectrofotdmetro semiautomatico (Cobas Mira Plus- Roche®), seguindo as instrugdes de uso.

4.7.3. Perfil Urinario

Realizou-se inicialmente o exame fisico das amostras, ou seja, volume, cor, odor, turbidez e
densidade, esta ultima por refratometria, utilizando-se refratdmetro (Biobrix®). Apos esta
etapa, as amostras foram centrifugadas em centrifuga de bancada (Coleman®), & 3.000rpm
durante 10 minutos. Em seguida separou-se o sobrenadante da por¢éo decantada, sendo 1mL
deste sobrenadante destinado a analise bioguimica da proteina e creatinina urinarias, em
analisador bioquimico (Cobas Mira Plus®), utilizando-se kits comerciais (Biotecnica®). Outra
parte do sobrenadante foi aliquotado em cinco microtubos de 0,5mL para congelamento em
ultrafreezer a -80°C e posterior anélise dos biomarcadores do EO. A dosagem de creatinina
urinaria foi realizada pelo método Jaffé e a da proteina urinaria pelo método vermelho de
pirogalol. Por meio dos valores da proteina e creatinina urinarias, calculou-se o valor da razdo
entre eles (RPC).
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O sedimento resultante da centrifugacdo de cada amostra foi homogeneizado e, com o auxilio
de micropipeta monocanal (Peguepet®) foram pipetados 20uL e transferidos para o centro de
uma lamina de vidro (Invicta®, Brasil), seguidos de sobreposi¢io de cada volume por uma
laminula 24 x 24 mm (Invicta®, Brasil). Em seguida, foi analisado & microscopia optica, nas
objetivas de 20 e 40 vezes, para avaliacdo da presenca e morfologia de possiveis elementos

como, cilindros, cristais, células, bactérias e muco.

4.7.4. Perfil do Estresse Oxidativo

Para estabelecer o perfil do estresse oxidativo, foram utilizadas amostras de plasma, urina e
concentrado de hemacias, previamente aliquotadas e congeladas no ultrafreezer -80°C.
Realizou-se as dosagens das TBARS (reacdes ao 4acido tiobarbitdrico), TAS (estado
antioxidante total), GSH-Px (glutationa peroxidade) e SOD (superoxido dismutase) nas

seguintes amostras:

e TBARS: plasma
e TAS: plasma e urina
e GSH-Px: plasma e urina

e SOD: concentrado de hemécias

Inicialmente foi realizado um estudo piloto no qual comparou-se as dosagens da atividade da
GSH-Px e SOD em diferentes amostras biologicas (plasma, soro, concentrado de hemécias e
urina). Os resultados apontaram para a possibilidade do uso dos quatro tipos de amostras

bioldgicas (dados ndo publicados).

Para a determinagdo das TBARS foi utilizado o kit comercial Thiobarbituric Acid Reactions®,
segundo as instrucdes do fabricante (Elabscience®- USA), pelo método colorimétrico em

leitor de microplaca (532nm).

Para mensurar o estado antioxidante total (TAS) e as atividades da SOD (RANSOD-
Randox®) e da GSH-Px (RANSEL- Randox®) foram utilizados kits comeriais, seguindo as
instrugcbes do fabricante (Randox Laboratories Ltd. - Reino Unido), com leitura em

espectrofotbmetro semi automatico (Cobas Mira Plus-Roche).
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4.7.5. Delineamento experimental e anélise estatistica

Para testar as diferencas entre estadios, levando em consideragdo o tempo, foram ajustados
modelos de equacdes de estimativas generalizadas para cada variavel resposta. Estes modelos
de regressdo sdo adequados a dados com realizacdo de medidas repetidas no mesmo individuo
ao longo do tempo, sendo bastante flexiveis quanto a distribuicdo de probabilidade da variavel
resposta (Guimardes e Hirakata, 2012). Foi ajustado um modelo separado para cada variavel
resposta mensurada, sendo que o0 grupo e o0 tempo, juntamente com a interagdo entre essas

duas variaveis, foram utilizados como preditores (variaveis independentes).

A ingestdo de dieta renal antes do tempo 1 também foi incluida como variavel preditora,
porém sem interacdo com nenhuma outra variavel. Como o tempo e o estadio de DRC séo
variaveis categdricas ordinais, ajustou-se um polindmio de 3° grau para cada uma, buscando-
se ajustar uma curva suavizada. Esta escolha se deve ao fato que ha um desbalango grande no
namero de animais em cada estadio, sendo que alguns estadios tinham um ndmero muito
pequeno de animais, 0 que impossibilitaria a analise separadamente para cada estadio. Para
todas as varidveis foi utilizada uma estrutura de autocorrelacdo temporal de simetria
composta. Escolheram-se as distribuicGes de probabilidade mais adequadas para cada variavel
resposta de interesse. Para as variaveis com distribuicdes bem-comportadas, utilizou-se a
distribuicdo gaussiana e para variaveis com valores positivos e distribuigdes assimétricas,

utilizou-se a distribuicdo gama, que é adequada para modelar dados com esta caracteristica.

Apbs o ajuste do modelo, testaram-se os efeitos dos estadios, do tempo, da interacdo e da
dieta renal de forma global (overall) e calculou-se os valores médios e seus respectivos
intervalos de 95% de confianca para cada estadio e para cada tempo. Para verificar a
significancia da diferenca entre estadios para cada tempo, ou da diferenga entre tempos para
cada estadio, aplicou-se testes de comparacdes multiplas (pairwise), com a correcdo de
Tukey.

Para testar as diferencas entre os animais do grupo controle e os animais com DRC utilizou-se
a mesma metodologia descrita acima, com a diferenca que ndo houve o fator tempo nesta

analise e os caes do grupo controle foram incluidos como sendo estadio igual a zero.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.6.1 (R Core
Team, 2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracteristicas dos animais estudados

Dos 11 cdes do grupo controle trés eram machos e oito fémeas, com idades variando entre
oito meses e sete anos, com média de peso de 14,9Kg (min. de 2,4Kg e méax. de 32Kg). Seis
deles ndo tinham raca definida e os outros cinco eram: um labrador retriever, um maltés, um

whippet e dois Yorkshire terrier.

Dos 18 animais do GDRC, 13 eram machos e cinco fémeas, com idades variando entre quatro
e treze anos e média de peso de 12,8Kg (min. de 3,9Kg e max. de 33,5kg). Seis deles nédo
tinham raca definida e os outros eram um border collie, um bulldog inglés, dois golden
retriever, um pastor aleméo, um pequinés, dois poodles, dois Yorkshire terrier e dois shih tzu.

Dois animais do GDRC (border collie e pastor aleméo) foram excluidos por se apresentarem
descompensados no tempo 1. O primeiro devido a leishmaniose visceral canina e o segundo,
anteriormente estadiado em DRC 4, por apresentar descompensacdo da prépria DRC, vindo a

Obito rapidamente. Desta forma, 0o GDRC passou a ser composto por 16 animais.
5.2. Aspectos clinicos dos cées portadores de DRC

Dos cdes do GDRC, 4/16 (25%) estavam em estadio 1, 7/16 (43,75%) estadio 2, 3/16
(18,75%) estadio 3 e 2/16 (12,5%) em estadio 4 (Fig 5).

Figura 5: Frequéncia relativa dos grupos de caes controle (Hig.) e de cdes doentes renais cronicos (DRC) por
estadio (1 a 4).
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Levando em consideracao o carater insidioso da DRC € de se esperar que o diagnostico desta
afeccdo no estadio 1 seja menos frequente, pois o paciente ndo se encontra azotémico e por
isso, ndo apresenta sinais clinicos evidentes. JA no estadio 2, uma azotemia discreta esta
presente, 0 que pode provocar sinais clinicos leves, muitas vezes inespecificos e ja podem ser
observadas alteracfes em exames laboratoriais, facilitando o diagnostico e explicando a maior
incidéncia de cées neste estadio. J& nos estadios 3 e 4 a DRC apresenta-se mais grave, com
maiores chances de complicacdes e, com isso, menor expectativa de vida, especialmente no
estadio 4. Isto explica a dificuldade em se ter um maior nimero de cdes portadores de DRC
em estadio avangado participando de pesquisas, especialmente naquelas de maior duracéo,
devido a possibilidade de 6bito durante o estudo, fato inclusive ocorrido, durante este estudo,

com dois pacientes, um estadio 3 que evoluiu para estadio 4 e outro estadio 4.

Dos 16 animais portadores de DRC, 11/16 (68,75%) eram DRC1 e DRC2 e 5/16 (31,25%)
eram DRC3 e DRC4. Destes mesmos caes, 10/16 (62,5%) tinham entre 7 anos e 13 anos,
reforcando a maior ocorréncia de DRC em animais idosos (Chew et al., 2011; Bartges, 2012;
Polzin, 2013). Dez (62,5%) eram proteinuricos e cinco (31,25%) eram hipertensos, estando a
incidéncia de HAS de acordo com Quimby, 2016. A frequéncia de proteinaria foi maior que a
de HAS. Como as aferigdes de PAS foram realizadas em todos os tempos do estudo, acredita-
se que o estresse possa ter sido amenizado ao longo das aferigdes e 0s pacientes possam ter
sido diagnosticados com maior precisdo quanto a HAS (Acierno et al., 2018). A proteinlria
esteve presente em todos os estadios da DRC e a hipertensdo apenas do estadio 2 em diante.
Dois dos quatro cdes DRC1 eram proteinuricos, demonstrando que, neste estadio, ja ocorre a
hipertensdo glomerular, que contribui para o quadro inflamatério renal ocasionado também

pela proteinuria e, se ha inflamacéo, ha estresse oxidativo.

Houve predominio do ECC 5 e 6 (escala de 1 a 9) e do IMM 2 (escala de 0 a 3). A mudanca
do peso corporal de alguns pacientes ndo refletiu em mudanca no ECC ou no IMM, como
pode ser verificado nos cdes de n° 5, n° 9 e n° 15 (Fig.6). O animal de n°® 9 era um golden
retriever que, apesar de ter aceitado bem a dieta renal e ter ganhado peso, ainda nao tinha sido
suficiente para aumentar o seu ECC e IMM, pois era um cdo idoso e que se encontrava muito
magro quando do inicio do estudo. O contrério aconteceu com o cdo de n° 13, o qual, antes de
iniciar a dieta renal, fazia uso de dieta para obesidade e, ao ser substituida, refletiu em ganho
consideravel de peso com mudanca no ECC, mas ndo do IMM. A afericdo destes dois

parametros no paciente DRC é importante e o escore corporal desejado é aquele igual a 5 ou
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proximo disto (Bartges, 2012; Polzin, 2013). Perdas tanto no ECC quanto no IMM séo
condizentes com menor taxa de sobrevivéncia em cdes com DRC (Rudinsky et al.,2018) e por
isso requerem reavaliacdo do paciente, ndo s6 quanto ao aspecto nutricional, como também
em relacdo a complicagdes como desidratacdo, acidose metabdlica, anemia, infeccdes do trato
urinario e outros tipos de infeccBes (Bartges, 2012; Polzin, 2013). De uma forma geral, os
caes deste estudo apresentaram predominio do ECC 5 e 6 e de IMM 2 (fig.6), condizente com
o fato de que a maior parte dos pacientes eram estadio 2 da DRC, estadio no qual ndo se
observam grandes perdas de condicdo corporal nem de massa muscular (Rudinsky et al.,
2018).

Figura 6: Relac@o dos animais do GDRC e classificacdo quanto & idade, sexo, estddio da DRC, presencga de

proteindria (Prot.), hipertenséo arterial sistélica (Hipert.) e peso corporal, escore de condigdo corporal e indice de
massa muscular de acordo com os 5 tempos (T1 ao T5).

Animal Classificagdo Peso corporal Escore de condicdo corporal (indice de massa muscular
Anos Sexo |[Estadio Prot. Hipert. [ T1 T2 T3 T4 T5 TL T2 T3 T4 T5 |TL T2 T3 T4 T5
Céo 1l 6 M 4 S S 19,9 19,9 | Obito 4 4 | 6bito 2 2 |6bito
Céo 2 4 F 4 S N 33,3 | 335 | 333 | 335 | 322 6 6 6 6 5 313|13([3]2
Céo 3 9 M 3 S S 33,0 | 30,8 | 29,5 | 25,8 | obito | 8 8 7 6 |[obito]| 3 | 3 | 2 | 2 |6bitg
Céo 4 7 M 3 S S 8,7 8,4 8,2 7,5 7,1 7 7 6 6 6 2121222
Cédo5 9 M 3 S N 3,9 3,9 4,2 4,5 4,5 6 6 6 6 6 2121222
Cédo 6 5 M 2 N N 6,2 6,5 6,3 6,5 6,5 3 3 3 3 3 2121222
Cao 7 5 F 2 S N 13 13,1 | 13,7 | 14,1 nd 6 6 6 6 nd | 3[3]3]|3]|nd
Céo 8 5 M 2 N N 9,7 9,8 10 10,7 nd 5 5 6 6 nd | 3[33|3]3
Cédo 9 10 M 2 S N 246 | 26,8 | 27,8 | 27,1 nd 3 3 3 3 nd |11 (1(|1]1
Cdo 10| 12 M 2 N S 10,1 | 10,3 | 10,5 | 10,4 | 10,4 6 6 6 6 6 21212122
Céo 11 8 M 2 S S 7,6 7,3 obito 5 5 |[6bito 2 | 2 |6bitg
Céo 12| 13 M 2 N N 5,2 57 57 nd nd 5 6 6 nd | nd|2]|2]|2]|nd|nd
Cédo 13| 10 M 1 S N 185 | 19,3 | 199 | 21,5 | 21,3 6 7 7 8 8 2121222
Céo 14 7 M 1 S N 7,5 6,9 7,1 6,9 7,1 6 5 5 5 5 21212122
Céo 15 9 F 1 N N 4,5 4,4 4,2 4,0 4,1 5 5 5 5 5 2121222
Céo 16| 4 F 1 N N 51 5,2 5,2 5,2 53 4 4 4 4 4 212222

M= macho, F= fémea, N= ndo, S= sim, nd= ndo disponivel. Caes em vermelho sdo aqueles que ja comiam dieta
renal antes do tempo 1 e os cdes em verde sdo os que iniciaram a dieta renal no tempo 1.

Considerando o estado de higidez dos cdes do grupo controle, nenhum deles apresentou
proteindria, hipertensdo ou escore de condigdo corporal e indice de massa muscular fora do

padrdo de normalidade.
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5.3. Parametros bioquimicos dos grupos de céaes controle e DRC no tempo 1 e quanto aos
estadios da DRC nos cinco tempos do estudo

5.3.1. Creatinina, Ureia, SDMA, Amilase e Lipase séricas e Creatinina urinaria

Na comparacdo das médias estimadas destas variaveis entre si e em relacdo aos estadios da
DRC, observou-se que a creatinina, ureia, SDMA e amilase tiveram um comportamento
semelhante (fig.7), ou seja, quanto maior o estadio da DRC, maior a concentracdo sérica
destas varidveis. Este fato ocorre em fungdo do maior comprometimento da excrecédo renal a
medida em que a doencga avanca (Brown et al., 1997; Chew et al., 2011; Bartges, 2012;
Quimby, 2016). Dentre essas quatro variaveis, a ureia foi a que demonstrou maior variacéo,
possivelmente em funcdo da maior interferéncia de fatores extra renais associados ao seu

aumento, tais como catabolismo e aproveitamento proteico, bem como equilibrio hidrico.

Figura 7: Média estimada das concentragdes séricas de creatinina (mg/dL), ureia (mg/dL), SDMA (mcg/dL),
creatinina urinaria (mg/dL), amilase (U/L) e lipase (U/L) nos grupos de caes controle (hig) e de cdes DRC
estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Percebe-se um comportamento muito semelhante das varidveis entre os cdes controle e 0s
cdes DRC1, demonstrando o carater insidioso da DRC. Especialmente em relacdo a
concentracédo serica da creatinina e da SDMA, nota-se um aumento discreto no grupo DRC2,
ndo havendo diferenca significativa entre os valores da SDMA quando comparada com 0s
grupos de cées controle, DRC1 e DRC2. Assim, apesar da boa correlacdo da SDMA com a
taxa de filtracdo glomerular em cdes com doenca renal progressiva, segundo afirmado por
Nabity et al. (2015), no presente estudo, ndo houve elevagdo da sua concentracdo nos estadios
iniciais da DRC. Este achado esta de acordo com o estudo de Silva et al. (2021) no qual
observou-se que os valores séricos de SDMA ndo apresentaram aumento perceptivel antes do
aumento da creatinina sérica. Também no estudo de Pelander et al. (2019) foi concluido que a
SDMA e a creatinina apresentaram um valor diagnéstico semelhante na deteccdo da
diminuicdo da TFG.

Ja em relagdo ao comportamento da amilase, nota-se que ela acompanhou, mais fielmente, o
aumento da creatinina, sendo diferente estatisticamente entre os DRC1, DRC2 e DRC3. Isto
faz com que a amilase possa ser utilizada também como um biomarcador da capacidade de
excrecdo renal, ndo sé devido a similaridade com a cinética da creatinina, como também por

ser uma analise de baixo custo.

A comparagdo entre as atividades séricas da amilase e da lipase nos diferentes grupos
evidencia que o aumento da atividade da amilase ndo ocorreu em funcdo de uma possivel
pancreatite, pois, se assim fosse, seria esperado que a lipase apresentasse uma cinética
semelhante a da amilase ou até maior, uma vez a sensibilidade da lipase € maior que a da
amilase para sinalizar pancreatite aguda (Mansfield e Jones, 2000; Rosa, 2019). Semelhante
achado foi observado no estudo de Buchman et al. (1993) no qual houve correlagdo
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estatisticamente significante entre amilase e TFG e auséncia de correlagdo com a lipase. Este
dado reforca a ideia da atividade da amilase sérica como biomarcador de excrecdo renal,
merecendo ser mais estudada nos pacientes com nefropatias. Em relacéo a creatinina urinaria,
notou-se um comportamento inverso ao da creatinina, SDMA e amilase séricas, condizente
com a TFG do grupo correspondente, ou seja, aqueles com menor TFG apresentaram uma

menor excrecao urinaria de creatinina.

Comparando-se a creatinina sérica em relacdo aos tempos avaliados (fig. 8), nota-se um
aumento ao longo do tempo, mais evidente nos animais do grupo DRC4, sugerindo o carater
rapidamente progressivo desta doenga no estadio mais avancado. Esta diferenca
possivelmente seria ainda maior caso houvesse um maior nimero de cdes neste estadio.
Apesar do grupo de cées controle ndo ter sido acompanhado ao longo dos tempos deste
estudo, tragou-se uma reta no gréafico, utilizada como ponto de referéncia da média estimada

da creatinina sérica destes animais no tempo 1, quando foram avaliados.

Figura 8: Comportamento da média estimada da concentracdo da creatinina sérica (mg/dL) em relacdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tragado colorido) e aos tempos de avaliacéo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentragdo da creatinina sérica (mg/dL) dos cdes do grupo controle no
tempo 1.
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5.3.2. Densidade urinaria

Foi significativa a diferenca da densidade urinaria entre os cdes controle e os cdes DRC de
todos os estadios (fig.9) sendo os valores de suas médias estimadas iguais a 1,041 para o GC,
1,024 para o DRC1, 1,017 para o DRC2, 1,010 para 0 DRC3 e 1,013 para o DRCA4.

Figura 9: Média estimada da densidade urinaria nos grupos de cdes controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2,
3 e 4, notempo 1.
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Comparando com o grafico da creatinina, amilase e SDMA séricas (fig.7), nos quais nao
houve diferenca entre os cées controle e os cdes DRC1, nota-se que a redugdo da densidade
urinaria é precoce para o diagnéstico da DRC (IRIS, 2019). Porém é importante que se tenha
0 cuidado na andlise deste parametro, que deve ser avaliado em amostras seriadas do paciente,
com o animal hidratado e sem uso de diuréticos, corticdides ou qualquer outra medicacdo que
possa alterar a densidade urinaria. Além disso, as coletas devem ser realizadas,

preferencialmente, no mesmo momento do dia.

Também houve diferenca da densidade urinaria em relagdo aos estadios da DRC, uma vez que
é esperada uma maior perda da capacidade de concentracdo urinaria proporcional & medida
que a DRC avanga, fazendo inclusive com que os sinais de polidria e polidipsia

compensatoria, se intensifiquem (Bartges, 2011; Polzin, 2013).
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5.3.3. Albumina e colesterol séricos, proteina urinaria e razao proteina
creatinina urinéarias (RPC)

Os cées do grupo controle apresentaram a maior média estimada de concentracdo de albumina
(3,51mg/dL) seguidos pelos cdes com DRC estadios 1, 2, 3 e 4 com os valores de,
respectivamente, 3,50mg/dL, 3,09mg/dL, 2,89mg/dL, 2,86mg/dL. Houve semelhanca nas

concentracdes de albumina entre o grupo de cdes controle e DRC1, porém, em relacdo aos

demais grupos, a diferenca foi significativa (fig.10).
Figura 10: Média estimada das concentracdes de albumina e colesterol séricos, proteina urinria e razéo proteina
creatinina urinarias (RPC) nos grupos de cdes controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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E esperado que, cdes proteinuricos, dependendo da magnitude e da persisténcia da proteindria
renal, apresentem uma menor concentragdo de albumina sérica, podendo tornarem-se
hipoalbuminémicos (Klosterman e Pressler, 2011). A proteindria renal no paciente com DRC
ocorre como consequéncia da hipertensdo glomerular, que esta diretamente relacionada ao

grau de comprometimento de néfrons (Brenner et al., 1982). Assim, espera-se que animais em
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estadios avancados da DRC apresentem maior hipertensdo glomerular e, por isso, maior
chance de apresentar proteindria. Tal fato pode ser percebido nos cées deste estudo pela RPC,
sendo que 2/4 caes DRC1 (50%), 3/7 cdes DRC2 (42,9%), 3/3 cdes DRC3 (100%) e 2/2 cées
DRC4 (100%) apresentaram proteinuaria (fig.6). Importante considerar ainda que a proteindria
por si sO é considerada fator de progressdo da DRC, uma vez que desencadeia todo um
processo inflamatério glomerular e tubular provocando com isto uma piora da excrecédo renal
(Vaden e Elliott, 2016). Observou-se que o padrdo de concentracdo da albumina sérica nos
grupos de cées foi coerente com a frequéncia de ocorréncia de proteindria nos mesmos. Deve-
se levar em consideragdo também que, pacientes portadores de DRC em estadios mais
avancgados podem apresentar-se subnutridos em fungdo da hiporexia, podendo este fato
contribuir ainda mais para a hipoalbuminemia (Polzin, 2013, Quimby, 2016). Mesmo
considerando esta possibilidade, este ndo foi o caso dos cdes com DRC estadio 3 e 4 deste
estudo, uma vez que o escore da condigdo corporal dos mesmos variou entre 6 € 8 e entre 4 e

6, respectivamente.

Dependendo da magnitude da hipoalbuminemia, ha inducdo de um aumento na sintese
hepatica de lipoproteinas e de colesterol, na tentativa de compensar a diminui¢do da presséo
oncotica e da viscosidade do plasma (Klosterman e Pressler, 2011; Maniaki e Finch, 2018).
Apesar das médias da concentracdo sérica da albumina apresentarem-se mais baixas a medida
em que se avancou no estadio da DRC, ndo foram observados valores que caracterizassem
hipoalbuminemia, nem hipercolesterolemia entre os grupos. Desta forma, as médias das
concentracdes séricas do colesterol ndo variaram de forma significativa entre 0s grupos,
estando de acordo com os resultados da proteina urinaria e RPC que também ndo variaram
significativamente  (fig.10). E provavel que houvesse diferenca significativa no
comportamento destas variaveis, caso existisse um maior nimero de animais no grupo DRC3
e DRC4, que sdo os estadios nos quais espera-se maior ocorréncia de proteindria conforme

observado por Rudinsky et al. (2018).

5.3.4. Fésforo e calcio total séricos

As médias estimadas da concentracdo sérica do fosforo no tempo 1 foram 4,48mg/dL para 0s
caes controle, 3,94mg/dL para os cdes DRC1, 4,31mg/dL para os cdes DRC2, 7,32mg/dL para
os cdes DRC3 e 6,40mg/dL para os cdes DRC4. Apesar da média do grupo de cédes controle
ainda estar dentro do intervalo de referéncia de 2,6-6,2mg/dL (Kaneko 2008), notou-se que 0
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fosforo dos cdes controle esteve ligeiramente acima ao dos cdes DRC1 (fig.11). lIsto
provavelmente se deve ao fato de que dois dos onze cées controle se alimentavam de dieta
prépria para filhotes, a qual possui maior teor proteico, 0 que pode ter aumentado a média

estimada do fésforo no grupo controle.

Figura 11: Média estimada das concentracOes sericas de fosforo (mg/dL) e célcio total (mg/dL) nos grupos de
cdes controle (Hig) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras maiGsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Ao se comparar o comportamento do fésforo entre os cdes com DRC, notou-se diferenca na
sua concentracao entre os diferentes estadios da doenca (fig.11) e tal diferenca se manteve ao
longo de todos os tempos do estudo. Este resultado condiz com o fato de que ha um déficit na
excrecdo renal do fosforo nestes pacientes, o qual tende a ser mais evidente naqueles do
estadio 3 em diante, quando ja se observam maiores alteracbes nos parametros de excregédo
renal (Rudinsky et al., 2018). O controle adequado da concentracdo serica de fosforo nos
estadios mais avancados da DRC ¢ dificil de alcangar apenas por meio da dieta especifica,
sendo necessario, muitas vezes, instituir quelantes de fésforo, por via oral, no momento das
refeicbes (Polzin, 2013). O objetivo terapéutico proposto pela IRIS (2019b) € o de que a
concentracdo sérica do fésforo para cada estadio da DRC seja <4,6mg/dL para o0 DRC1 e
DRC2, <5,0mg/dL para o DRC3 e <6,0mg/dL para o0 DRCA4.

Como reflexo da hiperfosfatemia € esperado que haja, como resposta inicial, uma

hipocalcemia em decorréncia da formacdo de complexos séricos entre o fosforo e o calcio,
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como reflexo da lei de equacdo das massas. A hipocalcemia pode ocorrer também,
dependendo do estadio da DRC, devido a menor producéo de calcitriol pelas células tubulares
renais que estdo comprometidas, levando a menor absorcao intestinal do célcio. A persisténcia
da hipocalcemia promove o estimulo para a producdo do paratorménio (PTH), cuja funcédo
principal é manter as concentragdes séricas de célcio nos valores fisiologicos. Porém, com a
absorcdo intestinal do calcio comprometida na DRC, o estimulo para a secre¢do do PTH
continua acontecendo, instalando-se assim o hiperparatireoidismo secundario renal
(Giovaninni, 2015). E quando ent&o ocorre a hipercalcemia por excesso de producio do PTH,
podendo culminar com a reabsorcdo 0ssea e osteodistrofia fibrosa. Assim, dependendo do
momento em que se encontra o paciente portador de DRC, a concentracdo sérica de calcio
pode estar normal, diminuida ou aumentada. Nos cédes deste estudo, ndo foram observadas
alteracdes significativas nas concentracdes séricas de calcio total, ndo havendo diferenca entre
0 grupo controle e os caes com DRC (fig.11). Porém, deve-se levar em consideracdo que, a
melhor forma para se detectar alteragdes na concentracdo sérica do célcio é por meio da
mensuracdo do calcio idnico (Giovaninni, 2015), que ndo foi possivel de ser realizada neste
estudo. Optou-se por ndo determinar a concentracdo sérica de céalcio ibnico por meio de
equacdo de ajuste utilizando-se a albumina, pelo fato de que, no estudo de Schenck e Chew
(2005), este método ndo se mostrou eficaz para predizer a concentracdo sérica do célcio
ibnico em cdes. No estudo de Kogika et al. (2006), no qual foram avaliados 25 caes
portadores de DRC, 56% dos cdes apresentaram hipocalcemia idnica que foi atribuida a
hiperfosfatemia. Segundo Langston (2016), distirbios do metabolismo do calcio e fésforo

estdo entre os disturbios metabolicos mais comuns no paciente com DRC.

5.3.5. Glicose, colesterol e &cidos graxos néo esterificados (NEFA)

Dentre as varidveis relacionadas ao balanco energético, a glicose apresentou diferenca entre o
GC e GDRC, porém, apenas no estadio 4 da DRC, com valores mais baixos na sua
concentracdo sérica (fig.12). E provavel que este achado seja devido a cies em estadio 4
apresentarem, frequentemente, um apetite instavel, com momentos de hiporexia ou anorexia
devido a uremia acompanhada de nausea. Além disso, a anemia, comum no estadio 4, também
contribui para diminui¢cdes no apetite (Polzin, 2013). Assim, é esperado que a glicemia esteja

mais baixa nos cdes DRC4 quando comparada com a dos cées dos outros estadios.
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Figura 12: Média estimada das concentracdes séricas de glicose (mg/dL) e colesterol (mg/dL) e plasmatica de
NEFA (mmol/L) nos grupos de cées controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras maiGsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Uma vez exaurida a reserva de glicose, ha uma intensificacdo do metabolismo lipidico com
formacdo de corpos cetdnicos, entre eles os acidos graxos ndo esterificados (NEFA) e o beta-
hidroxibutirato (BHB) que sdo utilizados como fonte de energia para o organismo (Palomba e
Okada, 2010). A intensificacdo do metabolismo lipidico leva a uma diminui¢do nas reservas
lipidicas e aumento nas concentragdes sericas dos corpos cetonicos. Neste estudo, no entanto,
ndo houve diferenga nas concentracdes séricas de colesterol e de NEFA quando se comparou
cdes do GC com os do GDRC (fig.12) sugerindo que nao ocorreu um déficit energético
suficiente, nos cdes com DRC, para acionar este mecanismo de obtengdo de energia. Este
mecanismo € mais comumente percebido em caes que se encontram em déficit energético por
um tempo maior, como é o caso de cées criticamente enfermos (Rosa et al., 2021a), entre eles

os doentes renais cronicos descompensados. Assim, os resultados das concentragBes séricas
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de glicose, colesterol e NEFA estdo condizentes com o esperado para os cées do GDRC cujo

pré-requisito para a participacao neste estudo era o de que estivessem clinicamente estaveis.

Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre os grupos no grafico do colesterol e do
NEFA é interessante perceber que, no grupo DRC4, no qual houve uma diminuicdo
significativa da glicemia, percebeu-se uma diminuicdo do colesterol sérico e aumento do

NEFA em comparacdo as concentracdes médias dos demais grupos.

5.4. Parametros hematoldgicos e concentracdo plasmatica do ferro e IBC dos grupos de
cées controle e DRC no tempo 1 e quanto aos estadios da DRC nos cinco tempos.

5.4.1. Hemécias, hematocrito, hemoglobina

Observou-se diferenca (p<0,001) das médias estimadas da contagem de hemaécias
(milhdes/mm?), hematdcrito (%) e hemoglobina (g%) entre os cies do GC e do GDRC no
tempo 1. Estes resultados foram diferentes ndo s6 entre estes dois grupos como também entre
os estadios da DRC (fig.13), o que condiz com o fato de que, estes cdes, especialmente

aqueles nos estadios mais avancados, apresentam anemia.
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Figura 13: Média estimada da contagem de hemacias (milhdes/mm?), e dos valores do hematdcrito (%) e
hemoglobina (g%) nos grupos de cées controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

A anemia da DRC é multifatorial, podendo-se citar: 0 EO e o estado inflamatorio gerando
apoptoses dos eritrdcitos, toxinas urémicas ocasionando a redugdo da meia vida dessas
células, o déficit nutricional em funcéo da hiporexia/anorexia, a resisténcia a eritropoetina, a
producdo insuficiente de eritropoetina e a perda de sangue por micro hemorragias devido a
vasculite e gastroenterite urémica (Brown, 2008; Bartges, 2012; Polzin, 2013; IRIS, 2019b).
Acredita-se que a anemia esteja associada a gravidade da progressdo da DRC devido ao
decréscimo do fluxo sanguineo comprometendo a oxigenacao renal e aumentando o estresse
oxidativo (EO) e a inducdo de fibrose (Bartges, 2012).

Os trés parametros representados nos graficos da fig.13 apresentaram, além da diferenca entre
0s grupos (GC e GDRC), um decréscimo proporcional ao aumento do estadio da DRC.
Observou-se também que, assim como no tempo 1, continuou existindo diferenca nos valores
das hemécias, hematdcrito e hemoglobina entre os estadios (p<0,001) nos demais tempos do
estudo (fig.14).
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Figura 14: Comportamento da média estimada da contagem de hemécias (milhdes/mm?®) e dos valores do
hematocrito (%) e hemoglobina (g%) em relagdo aos estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tragado colorido) e aos tempos

de avaliagdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma referéncia para a média estimada das mesmas variaveis nos
cdes do grupo controle no tempo 1.
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Este achado sugere que ha perda de massa eritrocitaria durante o curso da DRC, ja a partir do
estadio 2, mesmo que o paciente ainda ndo apresente anemia no hemograma e aponta para a
necessidade de preocupacdo com a vida média dos eritrécitos jA nos estadios iniciais.
Considerando que o EO também age sobre a viabilidade dos eritrécitos, espera-se que 0 USo
de antioxidantes contribua neste aspecto desde os estadios iniciais da DRC. Estudos
direcionados a maior compreensdo dos diversos fatores causadores da anemia na DRC devem
ser estimulados, com o intuito de descobrir formas de desacelerar a perda de massa
eritrocitaria, objetivando melhor oxigenacdo do parénquima renal, menor EO e menor

progressao da DRC.

5.4.2. Ferroe IBC

Os valores da concentragdo plasmatica média do ferro no tempo 1 mostraram diferenca
(p=0,001) entre 0 GC e 0 GDRC (fig.15). Porém observou-se um comportamento diferente
do esperado em relagdo ao grupo DRC4, cuja concentragdo de ferro foi maior do que a de

todos os outros grupos (fig.15).
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Figura 15: Média estimada da concentracdo plasmatica de ferro (umol/L) nos grupos de cdes controle (Hig.) e
de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianca das variaveis em cada grupo.

Foi descartada a possibilidade de interferéncia pré-analitica nas concentracdes séricas do ferro
em funcdo do ciclo circadiano (Pires et al, 2011) uma vez que todas as amostras, de todos 0s
caes, foram coletadas pela manhé. Esta concentracdo maior do que a esperada foi referente a
um dos dois cdes que compunham o estadio DRC4, uma vez que 0 outro cdo ndo teve a
dosagem do ferro realizada no tempo 1 devido a amostra insuficiente. Ndo foi possivel
determinar a causa da hiperferremia deste paciente pois ele estava sob uma dieta controlada
(dieta renal) e ndo havia relato de suplementacdo a base de ferro. Desta maneira, a
concentracdo plasmatica de ferro deste paciente originou um grafico, no tempo 1, diferente do
que seria o esperado para 0 DRC4. Comparando os demais estadios DRC1, DRC2 e DRC3
com a média da concentracdo plasmatica de ferro dos cdes controle, observou-se que houve
diferenca e que as concentracOes, nestes estadios, foram mais baixas do que a dos cées

controle (fig.15).

Ja no tempo 2, quando o paciente até entdo hiperferrémico foi atendido, havia queixa de
hematuria profusa ha 3 dias, confirmada pelo exame de urina rotina, o que explicou uma
concentracdo plasmatica de ferro consideravelmente mais baixa no grupo DRC4 (fig.16),
neste tempo, devido a perda de ferro deste paciente, pela hemataria. O paciente em questao,
veio a Bbito antes de chegar ao tempo 3. A partir de entdo, o0 DRC4 foi representado por um

unico céo que permaneceu clinicamente estavel durante todos os tempos do estudo.
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Figura 16: Comportamento da média estimada das concentracBes plasmaticas de ferro (umol/L) em relagdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 € 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentracdo das mesmas varidveis nos cées do grupo controle no tempo 1.
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Na analise dos diferentes estadios da DRC ao longo dos tempos do estudo, observou-se que, a
partir do tempo 2, as concentracBes plasmaticas do ferro mostraram-se mais baixas no DRC4
comparados aos demais estadios (fig.16). No processo inflamatério da DRC a interleucina 6
tem uma atuacdo importante (Gupta et al., 2012; Raj et al., 2020) e, entre as suas varias acoes
no organismo, ha o estimulo para a producdo de hepcidina no figado. A hepcidina atua sobre a
ferroportina presente na membrana do enterocito, inibindo a absorc¢éo do ferro para a corrente
sanguinea e, com isso, contribui para a deficiéncia de ferro nos pacientes sob efeito do
processo inflamatorio crénico (Lemos et al., 2010; Fuqua et al., 2012; Ganz e Nemeth, 2012;
Antunes e Canziani, 2016, Quimby, 2016). Esta pode ser uma das causas das menores
concentragOes plasmaticas de ferro no DRC4 ao longo do tempo. Além disso, deve-se
considerar a possibilidade de perdas ocultas de ferro devido a possiveis microhemorragias

gastrointestinais em fungéo da uremia (Bartges, 2012; Chalhoub et al., 2011; Polzin 2013).

Quanto as concentracdes plasmaticas de IBC (capacidade de ligacdo de ferro), foi observado
um comportamento contrario ao das concentracGes do ferro sérico entre os grupos GC e
GDRC no tempo 1 (fig.17).
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Figura 17: Meédia estimada da concentragdo plasmatica de IBC (umol/L) nos grupos de cdes controle (Hig.) e de
cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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o intervalo de confianca das variaveis em cada grupo.

No tempo 1, os cédes dos grupos DRC1, DRC2, e DRC3 apresentaram maior concentracao
plasmatica de IBC em contraposicdo a menor concentracdo plasmatica de ferro, acontecendo
o0 contrario no DRC4, ou seja, menor concentracdo plasmatica de IBC e maior de ferro sérico.
O mesmo ocorreu quando se comparou 0s estadios ao longo dos tempos, ou seja, 0 estadio
gue se manteve com menor concentracdo de ferro a partir do tempo 2 (DRC4) foi o que

apresentou maior concentracdo de IBC (fig.18).
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Figura 18: Comportamento da média estimada das concentragdes plasmaticas de IBC (umol/L) em relagdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 € 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentragdo das mesmas varidveis nos cées do grupo controle no tempo 1.
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Letras maitsculas diferentes representam diferencgas entre estddios em cada tempo. Letras minGsculas diferentes
representam diferenca entre os tempos dentro de cada estadio.

A IBC é uma forma indireta de mensurar a transferrina e, por isso, flutuacbes nas
concentracOes de IBC refletem flutuacdes na concentracdo de transferrina que é a proteina que
transporta o ferro no sangue. Altas concentrac6es de ferro na circulagdo saturam a transferrina
e, com isso, tem-se uma menor capacidade de ligacdo de ferro. Ao contrario, baixas
concentragdes de ferro no sangue, levam a maior quantidade de transferrina disponivel e com
isso maior capacidade de ligacdo de ferro (Pires et al, 2011; Ganz e Nemeth, 2012). De
acordo com os resultados de hipoferremia e alta concentracdo sérica de IBC/transferrina,
pode-se concluir que a anemia do paciente DRC4, que chegou ao final do estudo, apresentou
caracteristica “ferropriva”, o que ndo exclui as demais possiveis causas de anemia da DRC. E
importante considerar que a transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, ou seja, era de
se esperar que ela apresentasse menores concentragdes séricas em cées portadores de DRC em
estadio avangado (Queiroz et al., 2016). O fato da sua concentracdo sérica estar aumentada,
portanto, reforca a ideia da deficiéncia de ferro neste paciente, sendo a acdo da hepcidina,

uma possivel causa desta deficiéncia.
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5.4.3. Leucdcitos totais, Segmentados, Mondcitos, Linfocitos e Plaquetas

Observou-se diferenca (p<0,001) nas contagens de leucécitos totais, segmentados, mondcitos
e linfocitos entre os cdes do GC e GDRC, no tempo 1, com decréscimo na contagem destas
células no GDRC, mais evidente no DRC4 (fig.19).

Figura 19: Média estimada da contagem de leucdcitos totais (/mm3), segmentados (/mm3), mondcitos (/mma3) e
linfécitos (/mm3) nos grupos de cées controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 € 4, no tempo 1.
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Letras maiUsculas diferentes representam diferengas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

DRC4

Entre segmentados, mondcitos e linfdcitos, foram os linfécitos as células que mais variaram
entre os estadios da DRC no tempo 1, apresentando-se em numero cada vez menor a medida
em que o estadio avancava. Ao longo dos outros tempos do estudo (tempos 2, 3, 4 e 5),
observou-se que esta diferenca permaneceu (p<0,001) na contagem de leucdcitos,
segmentados e mondcitos no DRC4 quando comparadas as contagens no DRC1, DRC2 e

DRC3 (fig.20), estando 0 DRC4 sempre com as contagens mais baixas.
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Figura 20: Comportamento da média estimada da contagem de leucdcitos totais (/mm3), segmentados (/mm3) e
mondcitos (/mm3) e linfocitos (/mm?) em relacdo aos estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos
tempos de avaliagdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma referéncia para a média estimada da concentracdo das
mesmas variaveis nos caes do grupo controle no tempo 1.
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As menores médias estimadas do DRC4 nas contagens de leucdcitos, segmentados e
monocitos estdo de acordo com o fato de que animais portadores de DRC em estadio
avancado sofrem maior influéncia da uremia e da anemia, ambas contribuindo para a
hiporexia/anorexia e, consequentemente, subnutricdo, podendo afetar negativamente seu
sistema imunolégico (Quimby, 2016). Além disso, acredita-se que a uremia exerca um efeito
de diminui¢do na expressao dos “toll like receptors-4” (TLR-4) que sdo receptores de
membrana ativadores da resposta celular. Com a menor ativacdo dos TLR-4, as células

mononucleares de defesa tornam-se hiporreativas e ainda podem sofrer apoptose em funcéo
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do EO diminuir a expressdo do Kloto, causando envelhecimento celular (Moreno et al., 2011,
Machowska et al., 2016; Raj et al., 2020). Interacdes entre as células de defesa sédo
importantes nas respostas imunes do organismo e, a reducdo do seu numero, afeta

negativamente o paciente, que fica mais susceptivel a complicacdes (Gasparyan et al., 2019).

Quanto a contagem de plaquetas, ndo foi observada diferenca (p=0,308) entre os cédes do GC e
do GDRC no tempo 1 (fig.21).

Figura 21: Média estimada da contagem de plaguetas (x1000/mma3) nos grupos de cdes controle (Hig.) e de cées
DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianca das variaveis em cada grupo.

As plaguetas, além de participarem da cascata da coagulacdo, sdo ricas em agentes pré
inflamatdrios, sendo capazes de liberar microparticulas que interagem com outras células do
sangue, podendo contribuir e perpetuar a inflamacdo. Uma vez que as plaquetas sdo da
linhagem mieloide, assim como os leucdcitos, cuja producdo esta aumentada em estados
inflamatdrios graves, € comum observar-se trombocitose nestes casos, que pode repercutir em
disturbios graves da coagulagdo (Kaser et al., 2001). A trombocitopenia também pode ocorrer
em quadros graves de inflamacéo, devido ao seu consumo, como € caso, por exemplo, de
pacientes em sindrome hemolitico-urémica (Karpman et al., 2006). A relacéo
plaqueta/linfécito tem sido estudada como marcador inflamatdrio e preditor de complicagtes
pré trombdticas em humanos com doencas inflamatorias crénicas, sugerindo que, quanto
maior a relacdo, maiores as chances de complicacdes e Obito (Gasparyan et al., 2019). No

caso dos pacientes deste estudo, além de ndo ter sido detectada diferenca (p= 0,308) entre as
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médias da contagem plaquetéria do GC e do GRDC no tempo 1, também n&o se observou
diferenca (p= 0,131) na contagem das plaquetas ao longo dos tempos do estudo, entre o0s cées
com DRC. Estes achados apontam para a possibilidade de que o quadro inflamatoério destes
pacientes ndo era suficientemente grave para gerar alteracdes plaquetarias e, o tratamento
conservador a que foram submetidos, possivelmente contribuiu para manter esta condigédo. Se
0 nimero de pacientes em estadio 4 da DRC fosse maior, este cenério poderia ser diferente.

5.5. Variaveis relacionadas ao estresse oxidativo dos grupos de cées controle e DRC no

tempo 1 e quanto aos estaddios da DRC nos cinco tempos do estudo
5.5.1. Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no plasma

As médias estimadas do TBARS plasmatico (fig.22) ndo apresentaram diferenca entre 0 GC e
0 GDRC (p=0,692).

Figura 22: Média estimada das concentra¢fes plasméticas de TBARS (mmol/L) nos grupos de cdes controle
(Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras maiUsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Os rins sdo Orgdos altamente vulnerdveis aos danos causados pelas ERO devido a grande
quantidade de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa que compdem os lipidios
presentes em sua estrutura, sendo estes compostos, facilmente oxidados pelas ERO por meio
da reacdo de peroxidacdo lipidica (Ozbek, 2012). As TBARS refletem a presenca de
subprodutos desta reacdo, principalmente o malondialdeido. Assim, é esperado um aumento
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de TBARS nos individuos com doenca renal, devido a maior ocorréncia de EO (Small et al.,
2012). No presente estudo, ndo se observou aumento das TBARS nos cédes do GDRC, no
tempo 1, quando comparados aos cdes controle, concordando com Percério (2010) que dosou
malondialdeido no plasma de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Outros estudos
relataram o aumento das TBARS como os de: Aruna e Devi (2014) que dosaram TBARS no
soro de 60 humanos com Varios tipos de nefropatias; Sener et al. (2004) que dosaram TBARS
no plasma e tecido renal de ratos com DRC induzida, Agarwal (2003) que dosou
malondialdeido no plasma e urina de humanos com DRC e Kargin (2001) que dosou
malondialdeido no plasma de cées doentes renais. Aruna e Devi (2014) demonstraram uma
correlagéo positiva entre as concentracdes de TBARS e a gravidade da DRC em humanos. Na
comparacado de cada estadio da DRC ao longo do tempo (fig.23 — letras minusculas de mesma

cor), houve diminuicdo na concentracdo do TBARS (p<0,001).

Figura 23: Comportamento da média estimada da concentragdo plasmatica do TBARS (mmol/L) em relacdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentragdo plasmatica do TBARS (mmol/L) dos cdes do grupo controle
no tempo 1.
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representam diferenca entre os tempos dentro de cada estadio.

Resultado semelhante foi observado por Silva et al. (2013) que dosou TBARS no plasma de
caes DRC estédios 3 e 4, em tratamento, e encontrou uma diminuigdo nas suas concentracoes

guando comparado aos cées controle. No caso do presente estudo, deve-se considerar que 0s
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caes receberam, durante todo o periodo da pesquisa, por questdes de ética médica e para efeito
de padronizagéo, 0s recursos terapéuticos propostos pela IRIS (2019b) para o tratamento
conservador da DRC, entre eles, a dieta renal (Equilibrio Veterinary — Renal RE - canino®) e
um suplemento a base de 6mega-3, vitamina E, selenito de sddio, gluconato de cobre,
gluconato de zinco, sulfato de condroitina e glucosamina (Gerioox®). Tanto a dieta quanto o
suplemento possuem caracteristicas antioxidantes e, possivelmente, contribuiram para a
diminuigdo nas concentracdes de TBARS ao longo do tempo (p<0,001) nos cédes do GDRC,
com maior homogeneidade nos valores de TBARS, entre os estadios da DRC, ap0s instituido
o tratamento, sugerindo menor grau de peroxidacdo lipidica. Estudos do efeito da
suplementacdo de pacientes doentes renais com antioxidantes corroboram com o achado do
presente estudo, como foi 0 caso do estudo de Yu et al. (2006) onde demonstrou-se reducéo
no EO em gatos com doenca renal suplementados com vitamina E, vitamina C e beta
caroteno. O mesmo ocorreu no estudo de Aruna e Devi (2014) que relataram diminui¢do nas
concentracOes séricas de TBARS em humanos doentes renais cronicos apds suplementacao

com vitamina E.

5.5.2. Status Antioxidante Total (TAS) no plasma

As médias estimadas das concentragdes plasmaticas do TAS apresentaram diferenga
(p<0,001) entre 0 GC e GDRC e entre os estadios do GDRC (fig.24). Espera-se que um maior
EO provoque uma maior reagdo do sistema antioxidante do organismo, acionando todo o seu
potencial neutralizador de radicais livres e, com isso, aumentando os valores do TAS. Tal fato
foi observado no momento da admisséo ao estudo, entre os diferentes estadios dos cées com
DRC, ou seja, aqueles do estadio 4 apresentaram um TAS maior do que os do estadio 3, que
por sua vez apresentaram um TAS maior que os do estadio 2 e assim por diante (fig.24),

sugerindo um maior EO nos cdes com DRC mais avangada.
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Figura 24: Média estimada das concentragdes plasmaticas de TAS (mmol/L) nos grupos de cées controle (Hig.) e
de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianca das variaveis em cada grupo.
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O contrario foi observado no estudo de Silva et al. (2013) no qual demonstrou-se uma
diminuicdo do TAS plasmatico nos cées portadores de DRC comparados ao grupo controle.
Eram dezesseis cdes em estadio avancado da DRC (estadios 3 e 4), nos quais demonstrou-se
alto indice de apoptose em neutrdéfilos, caracterizando maior EO e sugerindo assim um maior
consumo das substancias antioxidantes enddgenas levando a diminuicdo do TAS. Outro ponto
abordado foi o de que as amostras foram armazenadas a -20°C, o que pode ter interferido na
viabilidade para a dosagem do TAS. Keegan e Webb (2010) também demonstraram um
significativo decréscimo no TAS plasmatico de gatos com DRC quando comparados aos
gatos controle. Em contrapartida, Krofic Zel et al (2014), relataram que ndo houve diferenca
do TAS plasmatico entre o grupo controle e o grupo de gatos com DRC. Esta variagdo de
resultados entre os estudos mostra 0 quanto ainda sdo necessarias mais pesquisas sobre o
assunto, levando-se em consideracdo a espécie, a metodologia, o tipo de amostra bioldgica,

armazenamento, entre outros.

Em se tratando dos animais do grupo controle, possivelmente devido a ndo terem sido
submetidos a uma dieta Unica, com ingredientes antioxidantes e nem a suplementagéo
antioxidante, observou-se uma maior amplitude de resultados neste grupo originando uma

equivaléncia estatistica com os animais do GDRC (fig.24).

Até 0 momento em que este estudo foi realizado, ndo havia, na literatura, parametros sobre os

valores de referéncia do TAS em cdes em diferentes idades e nem sobre o efeito da dieta ou
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de suplementos sobre esta variavel. O TAS representa o efeito de moléculas ndo enzimaticas
em resposta ao EO, tais como eletrélitos, minerais, proteinas diversas, entre outros (Ferrari,
2010). A associacdo do TAS com as determinacdes das atividades da SOD e da GSHPX,
embora seja a ferramenta mais estudada e difundida dentre os pesquisadores do EO, mostra

limitacOes para a completa elucidacéo das causas e efeitos do EO.

Ao se comparar os diferentes estadios da DRC entre si, nos diferentes tempos (fig.25),
observou-se que, no tempo 1 havia uma maior diferenca dos valores do TAS entre os estadios,
sendo maiores nos estadios mais avancados (DRC3 e DRC4). Com o passar do tempo,
provavelmente pelo efeito do tratamento conservador que contribuiu para diminuir o EO
nestes animais, os valores do TAS entre os estadios da DRC tornaram-se mais semelhantes

entre si, havendo diminuicdo significativa das médias dos resultados dos DRC3 e DRCA4.

Figura 25: Comportamento da média estimada da concentragdo plasmatica do TAS (mmol/L) em relacdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentracdo plasmatica do TAS (mmol/L) dos cdes do grupo controle no
tempo 1.
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Pbde-se observar ainda que os cdes do DRC 2 tiveram um maior aumento no tempo 2 e tempo
3 e, embora tenham sofrido reducdo no tempo 4 e tempo 5, ndo voltaram a valores
equivalentes aos iniciais, podendo apontar para a necessidade de maior atencdo quanto ao EO

nos cdes deste estddio da DRC. O unico grupo que ndo sofreu efeito da interagdo estadio x
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tempo foi o DRC 1, provavelmente devido ao menor comprometimento da fungéo renal,

quando comparado aos demais grupos.

5.5.3. Status Antioxidante Total (TAS) na urina

Houve diferenca das concentracfes urinarias de TAS (mmol/L) entre os cdes do GC e do
GDRC e entre os estadios da DRC entre si (p<0,001) no tempo 1, observando-se diminui¢do

gradativa das concentra¢des a medida em que o estadio da DRC aumentou (fig.26).

Figura 26: Média estimada das concentra¢des urinarias de TAS (mmol/L) nos grupos de cdes controle (Hig) e de
cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras maiUsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

O status antioxidante representa uma linha de defesa contra os radicais livres produzidos,
dessa forma, considera-se que pacientes com menos capacidade antioxidante total, estejam
mais predispostos ao desenvolvimento das consequéncias deleterias do EO (Ferrari, 2010).

A intencdo em realizar a dosagem do TAS bem como dos demais biomarcadores do EO em
amostras de urina foi a de estudar melhor o efeito do EO no rim, uma vez que néo foi possivel
obter amostras de tecido renal destes animais atraves de biopsias. Além disso, segundo
Agarwal (2003), a mensuracdo de biomarcadores de dano oxidativo em lipidios parece ser
mais sensivel em amostras de urina que no plasma de pacientes humanos com DRC. Ao se
comparar 0 TAS urinario entre 0s grupos no tempo 1 (fig.26), observou-se um
comportamento inverso ao do TAS plasmatico (fig.24). Especula-se que a lesdo renal

progressiva tenha levado ao consumo da reserva antioxidante ndo enzimatica relacionada ao
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TAS no tecido renal, corroborando com os estudos que apontam para a maior ocorréncia de
EO em doentes renais crénicos (Yilmaz et al., 2007, Silva et al., 2013; Aruna e Devi, 2014
Zoccali et al., 2017). Contrapondo a diminuicdo do TAS urinario dos cdes DRC no tempo 1,
com o aumento do TAS plasmatico no mesmo tempo, pressupde-se que o EO instalado
localmente nos rins, representado pela diminuicdo do TAS urinério pudesse estar iniciando
uma repercursdo sistémica caracterizada pelo aumento do TAS plasméatico. Comparando com
o0 estudo de Silva et al. (2013), no qual o TAS plasmatico estava diminuido, sugere-se que 0s
cdes do presente estudo estariam em uma etapa anterior no mecanismo de EO da DRC quando
comparados aos caes estudados por Silva et al. (2013), os quais se encontravam em estadios

mais avancados da DRC (estadios 3 e 4).

5.5.4. Glutationa peroxidase (GSH-Px) no plasma

Observou-se diferenca entre as médias da atividade plasmatica da GSH-Px (RANSEL) do GC
e do GDRC (p=0,039), sendo a maior atividade registrada no GDRC (fig.27).

Figura 27: Média estimada da atividade da GSH-Px (RANSEL - U/L) plasmatica nos grupos de cdes controle
(Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas entre os estadios. Barras verticais representam
o intervalo de confianca das variaveis em cada grupo.

Sabendo-se que a GSH-Px é uma enzima antioxidante do sistema de defesa do organismo, o
aumento da sua atividade esta condicionado ao aumento dos radicais livres. Assim, os valores
da atividade plasmatica da GSH-Px, no momento da admisséo ao estudo, sugerem que 0s cées

do GDRC estavam sob maior condic¢do de EO sistémico que os do GC. No estudo de Krofic
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Zel et al (2014) no qual estudou-se o comportamento da GSH-Px plasmatica em gatos nos
varios estadios da DRC, constatou-se aumento da GSH-Px naqueles de estadio 4. Kendall et
al. (2017), ao dosar a atividade da GHS-Px no sangue total de cdes anémicos demonstrou uma
menor atividade da enzima nestes cdes quando comparados aos cdes do grupo controle. Este
achado corrobora com o observado no presente estudo a respeito da menor atividade da GSH-
Px nos cdes DRC2, DRC3 e DRC4 nos quais constatou-se menor massa eritrocitaria quando
comparados aos cdes controle e DRCL1. Ja a menor atividade da GSH-Px observada nos cées
controle supde-se ser devido ao menor estimulo do sistema de defesa antioxidante. Observou-
se também diferenca na atividade da GSH-Px de cada estadio em relacdo aos tempos do
estudo (p<0,001), com tendéncia de diminui¢do da atividade a medida que o tempo avancou,
condizente com a amenizacdo do EO devido ao suporte antioxidante fornecido pela dieta e

pela suplementacdo do tempo 1 ao 5 (fig.28).

Figura 28: Comportamento da média estimada da atividade da GSH-Px plasméatica (RANSEL - U/L) em relacdo
aos estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa
uma referéncia para a média estimada da atividade da GSH-Px plasmatica (U/L) dos cées do grupo controle no

tempo 1.
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5.5.5. Glutationa peroxidase (GSH-Px) na urina

Ndo houve diferenca (p=0,131) entre as médias estimadas da atividade da GSH-Px
(RANSEL-U/L) urinéria entre GC e GDRC (fig.29). Porém, percebeu-se no gréfico, uma
tendéncia de elevacdo da GSH-Px a medida que o estddio da DRC aumentou, sugerindo que
houve uma maior atividade desta enzima em pacientes de estadio mais avancado da DRC, o

que vem ao encontro do fato de que quanto maior for o estadio da doenca, maior é o EO.

Figura 29: Média estimada da atividade da GSH-Px (RANSEL - U/L) urinaria nos grupos de cées controle (Hig.)
e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Sobre a atividade da GSH-Px urinéria entre os estadios da DRC e em rela¢do aos tempos do
estudo (fig.30) ndo foi observada diferenca (p=0,071), mas notou-se que, assim como na
figura 29, houve uma tendéncia de maiores valores nos estagios mais avancgados, que pode ser
observado no DRC3 e DRC4 nos tempos 1, 2 e 3, sugerindo maior possibilidade de EO nestes

animais, nestes tempos.
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Figura 30: Comportamento da média estimada da atividade da GSH-Px urinéria (RANSEL - U/L) em relacéo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da atividade da GSH-Px urindria (RANSEL - U/L) dos cdes do grupo controle
no tempo 1.
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E ainda, na fig.37 foi possivel perceber diferenca quando se comparou a atividade da GSH-Px
urinaria entre os cdes que ingeriam dieta renal e os que ndo ingeriam, no tempo 1. Como a
GSH-Px é uma das enzimas antioxidantes do sistema de defesa natural do organismo contra
os radicais livres, a sua menor atividade na urina reflete a possibilidade de menor EO nos rins
destes cées, 0 que leva a crer que a dieta renal possa ter contribuido para amenizar o EO no

tecido renal.

5.5.6. Superdxido dismutase (SOD) no concentrado de hemacias

Observou-se diferenca entre as médias estimadas da atividade da superdxido dismutase - SOD
(RANSOD- U/L) no concentrado de hemécias entre 0 GC e 0 GDRC no tempo 1 (p<0,006),
observando-se uma menor atividade de SOD no GDRC (fig.31). Este achado corrobora com o
estudo de Kargin (2001) no qual houve diminuigédo da atividade da SOD no concentrado de
hemacias em cées doentes renais e com o estudo de Sener et al. (2004) que observaram uma

diminuicdo na atividade da SOD em ratos com DRC induzida, porém em amostra de plasma.
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Figura 31: Média estimada da atividade da SOD (RANSOD - U/L) no concentrado de hemacias nos grupos de
cdes controle (Hig.) e de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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De acordo com Brown (2008) o alto metabolismo celular renal associado as alteracdes
morfofuncionais dos rins na DRC geram um estado de EO local e, muitas vezes, sistémico,
dependendo do estadio da doenca. Porém, por se tratar de uma enzima, a atividade sistémica
pode ndo se apresentar aumentada em casos de baixas especificidade, sensibilidade ou
acuracia diagndsticas. Além disso, deve-se considerar a possibilidade de deficiéncia de
cofatores, baixa estabilidade do tipo de amostra ou do tipo de armazenamento. Outro fato a
ser considerado é a meia vida desta enzima em cdes, que ainda € desconhecida. Considerando-
se a SOD uma das principais enzimas antioxidantes, juntamente com catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GSH-Px), 6xido nitrico sintetase (NOS) (Brown, 2008; Aruna e Devi,
2014), pode-se dizer que pacientes DRC que apresentem menor atividade de alguma(s) dessas

enzimas, podem desenvolver piores consequéncias do EO.

Observou-se também diferenca (p<0,001) das médias estimadas da atividade da superoxido
dismutase - SOD (RANSOD- U/L) no concentrado de hemacias tanto entre os diferentes

estadios da DRC quanto entre os tempos dentro de cada estadio (fig.32).
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Figura 32: Médias estimadas da atividade SOD no concentrado de hemécias (U/L) em relacéo aos estadios 1, 2,
3 e 4 da DRC (tracado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma referéncia para
a média estimada da atividade da SOD (RANSOD-U/L) dos cées do grupo controle no tempo 1.
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Em relacdo a atividade da SOD nos diferentes estadios da DRC e ao longo do tempo do
estudo percebeu-se que, até o tempo 4, a atividade da SOD foi semelhante entre os estadios e
houve uma tendéncia de diminuicdo da atividade ao longo do tempo, provavelmente devido
ao efeito antioxidante do tratamento conservador instituido. Porém, do tempo 4 para o tempo
5 a atividade da SOD principalmente dos cdes DRC3 e DRC4 voltou a aumentar,
possivelmente em funcdo de um maior dano oxidativo nos eritrocitos devido a evolucdo da
doenca com o decorrer do tempo. Sabe-se que a DRC progride mais rapidamente
principalmente quando nos estaddios mais avancados. A acdo das toxinas urémicas, entre elas
citocinas inflamatdrias, aumentam o EO sobre os eritrocitos com diminuicdo da sua meia vida
util e, consequentemente, diminuicdo do seu nimero, conforme evidenciado na fig.14. Ao se
comparar a fig.14 com a fig.32 percebe-se um comportamento de diminuigdo dos eritrocitos,
do tempo 4 para o tempo 5, coerente com 0 aumento da atividade da SOD eritrocitéria,
provavelmente pela tentativa de manter os eritrocitos vidveis frente ao maior EO,

principalmente nos cdes DRC3 e DRCA4.
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5.5.7. Superdéxido dismutase (SOD) na urina
A atividade da SOD urinaria ndo demostrou diferenca entre GC e GDRC no tempo 1 (fig.33).

Figura 33: Média estimada da atividade da SOD (RANSOD - U/L) urinéria nos grupos de cées controle (Hig.) e
de cdes DRC estadios 1, 2, 3 e 4, no tempo 1.
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Porém foi constatada diferenca entre os estadios (p=0,004) e entre os tempos em cada estadio
(p=0,001) (fig.34). A determinacédo da atividade da SOD nos cdes do grupo DRC3, no tempo

5, ndo foi realizada e, por isso, ndo aparece a sua média estimada na fig.34.

Figura 34: Comportamento das médias estimadas da atividade SOD (RANSOD-U/L) urinaria em relagdo aos
estadios 1, 2, 3 e 4 da DRC (tragado colorido) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3, 4 e 5). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da atividade da SOD (RANSOD-U/L) dos cées do grupo controle no tempo 1.
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Observando-se a atividade da SOD urindria entre os estadios ao longo do tempo, nota-se que,
apesar de terem ocorrido flutuacGes na sua atividade, registradas no tempo 2 e no tempo 4,
que justificaram diferencas entre os estadios (letras mailsculas diferentes), ao chegar ao
tempo 5, houve uma tendéncia de maior homogeneidade da sua atividade entre os estadios
(letras maidsculas iguais). Especula-se que o efeito da dieta e da suplementacdo possa ter
contribuido para um menor acionamento do sistema antioxidante com menor atividade da
SOD urinaria ao longo dos tempos. Vale pensar também, por outro lado, que 0 motivo dessa
menor atividade da SOD seja devido a uma exaustdo do mecanismo antioxidante local em
funcdo de um maior EO renal. Esta segunda possibilidade estd em consonéancia com a
diminuicdo do TAS urinario observada nos cdes com DRC quando comparados aos do grupo
controle, especialmente nos estadios mais avancados. Diante destas especulacdes percebe-se 0
qudo pouco se conhece a respeito da dinamica destas enzimas no cdo, da sua sensibilidade
para inducdo de maior atividade, sua meia vida, entre outras questdes. Comparando com a
GSH-Px urinaria, a SOD urinaria demonstrou um comportamento mais heterogéneo e, por

isto, mais desafiador quanto a sua interpretacéo.

5.6. Efeito da utilizagédo ou ndo da dieta renal pelos caes portadores de DRC sobre as
variaveis analisadas quando da admissao ao estudo

Dos 16 cées portadores de DRC, cinco iniciaram o estudo ja em uso de dieta renal, sendo um
do estadio 4 da DRC, um do estadio 3, dois do estadio 2 e um do estadio 1. Os outros 11 cdes
gue ndo comiam dieta renal quando da admissdo ao estudo compuseram 0 outro grupo, sendo

um animal do estadio 4 da DRC, dois do estadio 3, cinco do estadio 2 e trés do estadio 1.

De todas as varidveis analisadas neste estudo, as que mostraram diferenca em relagdo ao uso
ou ndo da dieta renal no momento da admissdo (tempo 1) foram a creatinina sérica (p=0,006),
SDMA sérica (p=0,019), amilase serica (p=0,023), linfocitos (p=0,014), TBARS plasmatico
(p=0,037) e GSH-Px (RANSEL) urinéria (p=0,019).

As médias estimadas da creatinina, SDMA e amilase séricas foram menores nos caes que ja
usavam a dieta renal (fig.35), sugerindo que a dieta seja capaz de melhorar a excrecédo renal
destes cées, conforme afirmado por Bartges (2012) e Polzin (2013). Tal fato pode ser
explicado devido as dietas especificas para cdes com DRC serem enriquecidas com acidos
graxos (6mega-3), vitaminas e minerais e outros antioxidantes importantes para o melhor

funcionamento renal, contribuindo assim, para a melhora da TFG. Este fato vem de encontro
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ao que Valle et al (2015) demonstraram sobre a combinagdo de dmega-3 com vitamina E,
selénio, cobre, zinco, sulfato de condroitina e glucosamina agindo positivamente sobre a
qualidade da excrecdo renal em caes. Em um estudo com humanos ndo diabéticos portadores
de DRC que foram suplementados com 6mega 3, foi observado um decréscimo nas
concentracOes séricas de interleucina 18 (Yong et al., 2019), fato que, indiretamente, pode

contribuir para a melhora da excrecdo renal pela diminuicéo da inflamacéo.

Figura 35: Médias estimadas das concentragdes séricas de creatinina (mg/dL), SDMA (mcg/dL) e amilase (UI/L)
no grupo de animais que usavam ou ndo dieta renal quando da admisséo ao estudo.
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Quanto aos linfdcitos, a media foi maior nos pacientes sob uso de dieta renal (fig.36).

Figura 36: Média estimada dos valores de linfocitos/mm? no grupo de animais que usavam ou ndo dieta renal
guando da admiss&o ao estudo.
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Atualmente, a medicina tem pesquisado sobre algumas relacdes celulares como sendo
melhores biomarcadores para predizer inflamagdo sistémica, do que a simples contagem
destas células. A razdo neutrdfilo/linfocito e a razdo plaqueta/linfdcito estdo entre as mais
estudadas e, geralmente estdo aumentadas em pacientes considerados sistemicamente
“inflamados” (Wang et al., 2018; Gasparyan et al., 2019), sendo este um assunto que merece
ser estudado na medicina veterinaria. Especula-se que maior média de linfocitos nos cées sob
uso de dieta renal, poderia repercutir em uma menor relacdo neutréfilo/linfocito e
plaqueta/linfécito, indicando com isso, menor grau de inflamacg&o, possivelmente em funcédo

de certos componentes antioxidantes da dieta que podem ter diminuido o EO.

Em relagdo a média estimada da concentracdo de TBARS no plasma, observou-se que esta foi
menor nos cdes que ja faziam uso da dieta renal quando da admissdo ao estudo (fig.37).
Considerando que o TBARS € um indicador de peroxidacdo lipidica e, sendo esta reacao,
frequente na patogenia da DRC (Aruna e Devi 2014), a sua menor concentracdo nestes caes
pode ser indicio de que a dieta contribuiu para diminui¢do do EO sistémico, pelo seu ja

discutido potencial anti-inflamatorio e, quanto menor a inflamacéo, menor o EO.
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Quanto a GSH-Px urinaria constatou-se menor atividade desta enzima nos cdes sob uso de
dieta renal (fig.37). Como a GSH-Px é uma das enzimas antioxidantes do sistema de defesa
natural do organismo contra os radicais livres, inclusive no tecido renal, a sua menor atividade
na urina reflete a possibilidade de menor EO nos rins destes cdes, concordando mais uma vez

com a possibilidade de contribuicdo da dieta para amenizar o EO renal.

Figura 37: Médias estimadas das concentracdes plasméaticas de TBARS (mmol/L) e da atividade da GSH-Px
(RANSEL — U/L) urinaria no grupo de animais que usavam ou nao dieta renal quando da admisséo ao estudo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Uma vez que o principal objetivo desse estudo foi avaliar o estresse oxidativo (EO) em caes
doentes renais cronicos € importante ressaltar as varidveis diretamente relacionadas ao EO
que se apresentaram significativamente alteradas, em algum momento, no grupo de cdes com
DRC, gquando comparados ao grupo controle. Estas variaveis foram: TBARS, TAS e GSH-Px

plasmaticos, 0 TAS urinario e a SOD na papa de hemécias.

O TBARS, um subproduto da peroxidacdo lipidica, decresceu nos cées doentes renais
crénicos a medida em que receberam o tratamento conservador e, por isso, justifica acreditar

que o tratamento colaborou para menor intensidade do EO.

O TAS plasmatico apresentou-se mais elevado e diretamente proporcional ao estadio da DRC,
no tempo de admissdo dos caes ao estudo, fazendo acreditar que quanto maior o estadio da
DRC, maior o recrutamento do sistema de defesa antioxidante do organismo, sinalizando uma
tendéncia para o EO sistémico. Em contrapartida o TAS urinario, apresentou-se diminuido e
inversamente proporcional aos estadios da DRC, indicando que os estdios mais avangados da
DRC levam a um maior consumo dos componentes do sistema de defesa antioxidante renal,

sugerindo, portanto, uma condicdo de EO renal ja instalada.

A GSH-Px (RANSEL) plasmética, como um componente antioxidante enzimatico do
organismo, mostrou-se em maior atividade nos cées doentes renais cronicos, no tempo de
admissdo ao estudo, quando comparada ao grupo controle, apontando, assim como o TAS,

para uma tendéncia ao EO sistémico.

A atividade da SOD da papa de hemaécias, apesar de ter apresentado alteragdes significativas
nos pacientes com DRC, tanto em relacdo aos estadios, aos tempos do estudo e aos cdes
controle, foi uma variavel que demonstrou um comportamento pouco coerente com o das

demais variaveis do EO, dificultando a sua interpretagéo.

Ainda sobre as variaveis relativas ao EO, destacaram-se a GSH-Px urinaria e 0 TBARS
plasmatico que variaram significativamente nos cdes que ja faziam uso da dieta renal
anteriormente a admissdo ao estudo, mostrando-se como bons biomarcadores para o efeito

positivo da dieta no controle do EO.
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Ao se avaliar os varios estadios da DRC ao longo dos cinco tempos do estudo, observou-se
que os biomarcadores plasméaticos TBARS, TAS e GSH-Px tiveram um comportamento que
demonstrou melhora da condicdo de EO nestes animais a medida em que se avangou no

tratamento conservador da DRC.

Apesar do objetivo principal do estudo ser a avaliacdo de biomarcadores do EO nos cédes com
DRC, alguns outros pontos relevantes foram observados no decorrer da pesquisa. Devido a
amilase sérica ter apresentado um comportamento bastante semelhante ao da creatinina, sem
que se observasse alteragcdes nas concentracfes séricas de lipase, acredita-se que essa enzima
mereca ser mais estudada como um parametro de excrecao renal. Outro ponto a ser destacado
foi o fato do hematdcrito, a contagem de hemécias e a hemoglobina, apresentarem-se
significativamente diferentes entre os estaddios da DRC, com indices abaixo do dos cdes
controle ja no estadio 2, mesmo ainda ndo havendo anemia. Além disso, a dosagem
plasmatica do ferro e do IBC (medida indireta da transferrina no sangue) apontaram para
ocorréncia de anemia “ferropriva” nos cdes com DRC, sendo esta, uma causa de anemia que

deve ser investigada nestes pacientes.

A avaliacdo do estresse oxidativo (EO) em cdes com DRC é algo desafiador por uma série de
questdes. O primeiro desafio € a obtencdo de um grupo homogéneo de animais a serem
estudados, uma vez que a casuistica € imprevisivel. A heterogeneidade dos cédes deste estudo
em relacdo aos estadios da DRC foi um dos fatores que precisou ser levado em consideracao
no momento da avaliagdo do EO. Além disso, como cdes com DRC em estadio 3 e 4
apresentam uma menor expectativa de vida, tem-se um fator limitador do n amostral,
especialmente em estudos longitudinais, como foi 0 caso desta pesquisa. Assim, é correto
pensar que, a medida em que ha predominio de animais em estadios iniciais da DRC no grupo

estudado, naturalmente o EO tende a ser subestimado.

Outro desafio € o fato de ainda ndo haver estudos suficientes que caracterizem o EO e a sua
magnitude em cdes com DRC, fazendo-se importante analisar o0 maior numero possivel de
biomarcadores, 0 que aumenta, consideravelmente, o custo das analises laboratoriais do
EO/inflamagdo. Porém, a pesquisa ndo deve ser intimidada por estas limitacGes e precisa
avancar, objetivando o melhor entendimento da patogenia da DRC para que outras formas de
controle possam ser desenvolvidas e ou aperfeicoadas. Ha revisfes bibliograficas a respeito

do EO na DRC baseadas principalmente em estudos com humanos e em cobaias, porém, ha
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poucos estudos prospectivos que possam elucidar qual o comportamento dos biomarcadores
do EO no cdo com DRC. Sendo assim, acredita-se que este estudo tenha apontado para
questdes importantes a serem pesquisadas neste complexo universo do EO da DRC na espécie
canina. S3o necessarias mais pesquisas sobre biomarcadores do EO na DRC, citocinas
inflamatorias envolvidas, bem como novas estratégias nutricionais que possam amenizar a

condicdo progressiva da DRC imposta pelo processo oxidativo-inflamatério.
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7. CONCLUSOES

Nas condigdes em que este estudo foi realizado, pode-se concluir que:
E possivel avaliar a concentracio de biomarcadores de EO em cées portadores de DRC.
E possivel dosar biomarcadores de EO no concentrado de hemécias, plasma e urina de cées.

Amilase, densidade urinaria, albumina, hemograma, TAS e TBARS plasmaticos e TAS
urinaria devem ser avaliados em cées portadores de DRC, ap6s diagndstico e estadiamento
segundo a IRIS, a fim de auxiliar no monitoramento e em uma conduta terapéutica mais

especifica.

Os parametros laboratoriais dos cdes DRC que mais variam ao longo do tempo sdo:
creatinina, ureia, densidade urinaria, eritrograma, GSH-Px plasmética, TBARS plasmatico e,

portanto, devem ser monitorados.

A dieta renal favorece a excrecao renal e melhora os pardmetros relacionados ao EO de cées
doentes renais cronicos, devendo ser recomendada desde o diagndstico, independentemente

do estadio.

Quanto maior o estadio da DRC, maior é o EO sistémico e renal.
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ANEXO A - Termo de consentimento livre e esclarecido (caes do grupo controle)

Titulo do projeto: Avaliacdo do Estresse Oxidativo em Cées na Doenca renal Cronica
Pesquisador principal: Profa. Fabiola Oliveira Paes Leme

Razédo social e Ciaep instituicdo da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas
Gerais — Ciaep: 02.044.2019

Obijetivos do estudo: Avaliar a concentracdo de biomarcadores de EO em cées portadores de
DRC

Procedimentos:

Exame fisico: Afericdo da pressdo arterial sistémica por doppler vascular; inspecdo da
coloracdo de mucosas orais e oculares; estado de hidratacdo através do turgor cuténeo,
lubrificacdo de mucosas e tempo de preenchimento capilar; medicdo da frequéncia cardiaca
pela auscultacdo; contagem da frequéncia respiratoria pela visualizagdo dos movimentos
respiratorios por minuto; palpacdo abdominal e de linfonodos e aferi¢cdo da temperatura retal
por termdmetro digital.

Coleta de material para exames: A coleta de sangue ser realizada por venopungao da jugular
externa, , com seringas de 10mL e agulha 25x7mm. Serdo colhidos 8mL de amostra. A coleta
de urina em fémeas sera feita pela técnica de cistocentese guiada por ultrassom, utilizando-se
seringa de 10mL e agulha 25x7mm. J& a coleta de urina em machos serd por meio de sonda
uretral. Serdo realizadas coletas tanto de sangue quanto de urina em apenas um Unico dia a ser
previamente combinado.

Segundo o CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), 0s
procedimentos adotados neste estudo sd@o de grau 1 de invasividade, ou seja, sao
procedimentos com pouco ou nenhum desconforto para o animal.

Os riscos para 0s animais com o exame fisico, coleta de sangue e de urina s&éo minimos, uma
vez que sdo procedimentos simples de serem realizados por profissionais treinados. Pode se
formar um hematoma na regido da coleta do sangue o qual regride em poucos dias, sem
nenhum prejuizo a saude do animal. Caso haja alguma intercorréncia, a equipe envolvida
prestara a assisténcia médico veterinaria necessaria para a condi¢cdo em questéo.

As dosagens do estresse oxidativo nos cdes do grupo controle sdo necessarias pois serdo um
parametro balizador para o estresse oxidativo nos cées portadores de DRC.

Os animais terdo a oportunidade de terem um check up realizado sem nenhum custo.

Pretende-se com este estudo analisar mais uma ferramenta (mensuracdo do estresse oxidativo)
que podera ser Util na definicdo de novas estratégias para o tratamento conservador da DRC.

Dependendo dos resultados obtidos, este estudo com modelos animais pode estimular estudos
semelhantes na area da medicina, podendo, indiretamente, beneficiar pacientes humanos
doentes renais cronicos.
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Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntéaria. Seu(s)
animal(is) poderéa(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que iSSO cause
qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais serd preservada.
Os membros da CEUA ou as autoridades regulatdrias poderdo solicitar suas informacdes e,
nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspegdes regulares.

A Meédica Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) animal(is) sera Daniela Bastos de Souza
Karam Rosa, inscrita no CRMV sob 0 n.4996. Além dela, a equipe do Pesquisador Principal
também se responsabilizard pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is) durante todo o estudo.
Quando for necessario, durante ou ap06s o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato
com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: 31-98809.5411 (Dra. Daniela)

Daniela Bastos de Souza Karam Rosa (31-98809-5411)

Av. Augusto de Lima, 527 — Barro Preto — Belo Horizonte/MG.
Dra. Roberta (31-97187.9176)
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Declaracao de consentimento (cées do grupo controle)

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que posso
retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participacao do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a

seguir, neste projeto.

Este documento serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo e outra com o

pesquisador.

Belo Horizonte, de

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:
Nome e assinatura do tutor:

Documento de Identidade:

Identificagdo do(s) animal(is):

Nome:
N° identificacdo: Espécie:
Nome:
N° identificag&o: Especie:

de 2021.

Raca:

Raca:
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido (cées doentes renais cronicos)

Titulo do projeto: Avaliacdo do Estresse Oxidativo em Cées na Doenca renal Cronica
Pesquisador principal: Profa. Fabiola Oliveira Paes Leme

Razédo social e Ciaep instituicdo da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas
Gerais — Ciaep: 02.044.2019

Obijetivos do estudo: Avaliar a concentracdo de biomarcadores de EO em cées portadores de
DRC.

Procedimentos:

Exame fisico: Afericdo da pressdo arterial sistélica por doppler vascular; inspecdo da
coloracdo de mucosas orais e oculares; estado de hidratacdo através do turgor cutaneo,
lubrificacdo de mucosas e tempo de preenchimento capilar; medicdo da frequéncia cardiaca
pela auscultacdo; contagem da frequéncia respiratoria pela visualizagdo dos movimentos
respiratorios por minuto; palpacdo abdominal e de linfonodos e aferi¢cdo da temperatura retal
por termdmetro digital.

Coleta de material para exames: A coleta de sangue sera realizada por venopuncéo da jugular
externa, com seringas de 10mL e agulha 25x7mm. Ser&o colhidos 8mL de amostra. A coleta
de urina em fémeas sera feita pela técnica de cistocentese guiada por ultrassom, utilizando-se
seringa de 10mL e agulha 25x7mm. J& a coleta de urina em machos serd por meio de sonda
uretral. Serdo realizadas um total de cinco coletas tanto de sangue quanto de urina, nos
seguintes dias do estudo: 1°, 30°, 60°, 120°, 180°.

Segundo o CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), 0s
procedimentos adotados neste estudo s@&o de grau 1 de invasividade, ou seja, sdo
procedimentos com pouco ou nenhum desconforto para o animal.

Os riscos para 0s animais com o exame fisico, coleta de sangue e de urina sdéo minimos, uma
vez que sdo procedimentos simples de serem realizados por profissionais treinados. Pode se
formar um hematoma na regido da coleta do sangue o qual regride em poucos dias, sem
nenhum prejuizo a saude do animal. Caso haja incomodo ou alguma intercorréncia durante o
periodo deste estudo, a equipe envolvida prestara a assisténcia médico veterinaria necessaria
para a condi¢cdo em questé&o.

Este estudo consiste em um periodo de 180 dias (6 meses) composto por cinco visitas ao
Hospital Veterinario ( no 1° 30° 60° 120° e 180° dias do estudo). Nestas visitas serdo
realizados o exame clinico e a coleta de sangue e urina, para analise do estresse oxidativo.

Os caes participantes deste estudo terdo assisténcia medico veterinaria em relagdo a doenca
renal crénica (DRC), constando de orientacGes, exame clinico e exames laboratoriais
necessarios ao acompanhamento desta condicdo. Além disto, serdo fornecidos aos mesmos, a
dieta renal e o Gerioox (fonte de 6mega e outros antioxidantes), os quais fazem parte do
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tratamento conservador da DRC proposto pela IRIS (International Renal Interest Society) em
2019. Desta forma, estes animais serdo beneficiados pelo acompanhamento minucioso do seu
estado geral em relacdo a DRC e pelo fornecimento da dieta adequada e do Gerioox.

Pretende-se com este estudo analisar mais uma ferramenta (mensuragdo do estresse oxidativo)
que poderé ser util na definicdo de novas estratégias para o tratamento conservador da DRC.

Dependendo dos resultados obtidos, este estudo, com modelos animais, pode estimular
estudos semelhantes na éarea da medicina, podendo, indiretamente, beneficiar pacientes
humanos doentes renais cronicos.

Sua autorizacdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntaria. Seu(s)
animal(is) podera(ao) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que iSSO cause
qualquer prejuizo a ele(s).

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada. Os membros da CEUA ou as
autoridades regulatorias poderao solicitar suas informacdes e, nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspegdes regulares.

A Meédica Veterinaria responsavel pelo(s) seu(s) animal(is) serd Daniela Bastos de Souza
Karam Rosa, inscrita no CRMV-MG sob o0 n.4996. Além dela, a equipe do Pesquisador
Principal 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 apdés o periodo do estudo, vocé
podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: 31-98809.5411 (Daniela)
Daniela Bastos de Souza Karam Rosa (31-98809-5411)
Av. Augusto de Lima, 527 — Barro Preto — Belo Horizonte/MG

Dra. Roberta (31-97187.9176)



94

Declaracao de consentimento (caes doentes renais cronicos)

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que posso
retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a

seguir, neste projeto.

Este documento serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o

pesquisador.

Belo Horizonte, de

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Nome e assinatura do tutor:

Documento de Identidade:

Identificagdo do(s) animal(is):

Nome:
N° identificag&o: Especie:
Nome:
N° identificag&o: Espécie:

de 2021.

Raca:

Raca:
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ANEXO C - Procedimento operacional padrdo da separacdo do concentrado de
heméacias

1. O sangue do tubo de tampa verde deve ser centrifugado a 3000 RPM por 5 min (Detalhe:
a amostra deverd estar a temperatura ambiente e a rotacdo deve ser aumentada
gradativamente, para evitar hemolise (500 rpm a cada 30°)

2. Apos centrifugacdo, aliquotar o plasma para ependorfs de cor azul, usando pipeta de
Paster (que devera ser identificada com o nome do animal), até retirar todo o plasma do
tubo. Identificar os ependorfs com nome céo, nimero do atendimento, e o0 tempo de coleta
—ex: T1, T2, etc). Na tampa do ependorf colocar apenas o nome do cdo e o tempo de
coleta. Ao pipetar o plasma, cuidado para ndo atingir a porcéao sélida (papa de hemacias).

3. Com uma pipeta de Pasteur destinada para solucdo salina 0,9%, acrescentar uma
quantidade de salina igual a quantidade da papa de hemécias, no préprio tubo de tampa
verde, no qual o plasma foi retirado. OBS: Depositar, delicadamente, a solucao fisioldgica
pela parede do tubo, e ndo diretamente sobre as hemaécias.

4. Homogeneizar delicadamente, invertendo o tubo 6 a 8 vezes.

5. Centrifugar a 3000 RPM por 10 min (Detalhe: a rotagdo deve ser aumentada
gradativamente, para evitar hemolise = 500 rpm a cada 30°’).

6. Retirar todo o sobrenadante, com a pipeta de Paster utilizada anteriormente para retirar o
plasma. Descartar o sobrenadante.

7. Repetir os itens 3, 4, 5 e 6 mais duas vezes, totalizando 3 lavagens da papa de hemécias
com salina a 0,9%.

8. Utilizando uma pipeta automatica, com uma ponteira nova, chegar até o fundo do tubo e
aspirar a papa de hemacias, transferindo-a para criotubos (identificados com nome céo,
namero do atendimento, tempo de coleta). Na tampa do tubo basta 0 nome do céo e o
tempo de coleta.

9. Colocar os criotubos em refrigerador de 2 a 8°C, por pelo menos 20 minutos. Em seguida,
armazené-los no freezer a -80°C.
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