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RESUMO

A microalbumintria caracteriza-se como a detec¢ao de quantidade anormal de albumina na
urina, mas ainda em quantidade insuficiente para ser detectada pelas tiras reagentes
tradicionalmente usadas nos exames de urina rotina. Pode ser atribuida a disfungdes
glomerulares ou tubulares e ser utilizada como um marcador para lesoes e alteragdes vasculares
sist€émicas. Na primeira parte do trabalho, objetivou-se avaliar a microalbuminuria em caes
pelos métodos de imunoturbidimetria e por tiras reagentes semi-quantitativas, além da relagao
proteina creatinina urinaria (RPCU) . Foram selecionados 80 caes que apresentaram resultado
negativo ou tragos de proteina na urina pela tira reagente convencional ¢ RPCU < 0,5. Esses
animais foram categorizados de acordo com sua suspeita clinica e/ou comorbidades. Nao foram
detectadas diferencas significativas entre os sexos para as varidveis RPCU, microalbuminuria
pela tira reagente e microalbumintiria pela imunoturbidimetria. Nao foi observada
correspondéncia na avaliacdo da microalbuminuria pela tira reagente semi-quantitativa e pela
imunotubidimetria, também ndo houve correspondéncia destas com a RPCU. Foi possivel
detectar microalbuminuria em cdes com doenga periodontal e em cdes que buscaram
atendimento para avaliagdes de rotina e que tiveram resultados de RPCU dentro da
normalidade. Observou-se microalbumintria em cdes com DRC, leishmaniose, dermatite
atopica canina e doencga inflamatoria intestinal que tiveram resultados de RPCU considerados
como limitrofe. Existem poucos estudos controlados que avaliam o real impacto da inflamacao
e hemorragia do trato urinario na proteintiria em caes e ndo ha concordancia total entre eles.
Também ndo ha estudos que correlacionem a presenca de células e cilindros a proteintiria em
caes. Assim, na segunda parte do trabalho, objetivou-se avaliar, em estudo retrospectivo, as
alteragdes da sedimentoscopia nos exames de urina rotina realizado em caes e correlacionar
com os seus valores da RPCU. Foram avaliados 250 exames de urina rotina ¢ RPCU. Foi
observado correlagao da RPCU com as variaveis proteina pela tira reagente, totais de cilindros,
cilindros granulosos, bactérias, pH, cristais de urato e cristais de carbonato de céalcio. Além
disso foi vista correlacdo marginalmente significativa com cristais de xantina e leucécitos. Nao
foi observada correlacio da RPCU com a variavel idade. As variaveis hemacias e total de

células nao tiveram correlagdo significativa com a RPCU.

Palavras-chave: microalbuminuria; proteinuria; RPCU; sedimento; urinalise.



ABSTRACT

Microalbuminuria is characterized as the detection of an abnormal amount of albumin in urine,
but still in an amount insufficient to be detected by reagent strips traditionally used in routine
urine tests. It can be attributed to glomerular or tubular dysfunctions and can be used as a marker
for lesions and vascular changes at the systemic level. Microalbuminuria has been identified in
dogs in earlier stages than other changes in urine. In the first part of the study, the objective was
to evaluate microalbuminuria in dogs using immunoturbidimetry and semi-quantitative test
strips and the urine protein:creatinine (UPC) ratio. Eighty dogs were selected that presented
negative results or traces of protein in urine in conventional test strips and UPC ratio < 0.5.
These animals were categorized according to their clinical suspicion and/or comorbidities. No
significant differences between the sexes were detected for the variables UPC ratio,
microalbuminuria by strip tests and microalbuminuria by immunoturbidimetry. No
correspondence was found in the evaluation of microalbuminuria by the semi-quantitative
reagent strips and immunotubidimetry, and there was no correspondence with the evaluation of
the UPC ratio. It was possible to detect microalbuminuria in dogs with periodontal disease and
in dogs that sought care for routine tests and had UPC ratio results within the normal range.
Microalbuminuria was also observed in dogs with CKD, leishmaniasis, canine atopic dermatitis
and inflammatory bowel disease with UPC ratio results considered borderline. Few controlled
studies evaluated the actual impact of urinary tract inflammation and hemorrhage on proteinuria
in dogs, and they do not fully agree with one another. In addition, no studies correlate the
presence of cells and casts to proteinuria in dogs. Therefore, in the second part of the study, the
objective was to evaluate, in a retrospective study, the changes in sediment examination in
routine urine tests performed in dogs and correlate them with their UPC ratio values. A total of
250 routine urine tests and UPC ratios were evaluated. A correlation was observed between the
UPC ratio and the variables protein per reagent strip, total casts, granular casts, bacteria, pH,
urate crystals and calcium carbonate crystals. In addition, a marginally significant correlation
was observed with xanthine crystals and leukocytes. There was no correlation between the UPC
ratio and age. The variables red blood cells and total cells had no significant correlation with

the UPC ratio.

Keywords: microalbuminuria; proteinuria; sediment; UPC ratio; urinalysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Gréfico de dispersao da correlagcdo entre microalbuminuria pela tira reagente semi-

quantitativa € @ RPCUL......oooiiiiii ettt ettt et eas 34

Figura 2 - Grafico Box-plot de valores de microalbumindria pela tira reagente semi-

quantitativa (MICRO FITA) €NtIe 0S SIUPOS ...eeevvveeerreeererieeiiieeeireesreeesseeesreeesseeesseesssseeans 34

Figura 3 - Gréfico Box-plot de valores de RPCU entre 0S grupos ........ccceevevveeveneenierneenens 35

Figura 4 — Grafico de dispersdao da correlacao entre as varidveis RPCU E Proteina pela tira

reagente (PROT. FITA) ..ottt ettt st 48

Figura S — Gréafico de dispersao da correlagdo entre as variaveis RPCU e bactérias ............ 49

Figura 6 — Grafico de dispersdo da correlacdo entre as varidveis RPCU e total de cilindros

(TOTAL CILIND.) .ottt et 49
Figura 7 — Grafico de dispersdo da correlacdo entre as varidveis RPCU e leucocitos .......... 49
Figura 8 — Grafico de dispersdo da correlacdo entre as varidveis RPCU e hemacias ............ 50

Figura 9 — Grafico de dispersdo da correlacdo entre as varidveis RPCU e idade .................. 50



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Frequéncia por raga da populagao canina ..........ccceeeecevieeciieesciieeniieeeieeeevee e 29

Grifico 2 — Frequéncia quanto a comorbidades e suspeitas clinicas da populagdo canina .... 29

Grafico 3 - Frequéncia por raca da populagao Canina ..........cccveeeeeveeeiiveeeineeesceeesreeeeveeesevens 44

Grifico 4 - Frequéncia quanto a comorbidades e suspeitas clinicas da populagdo canina .... 44

Grafico 5 — ACP entre todas as variaveis do traballio .......oooveeeneeeeeeieeeeeeeee e, 51
Grafico 6 — ACP atualizada entre as variaveis do traballo .........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 52
Grafico 7 — Correlagao entre sexo e as variaveis do trabalho ...........cccccceeeeiiiiiiiiiiciee e, 52

Grafico 8 — Avaliagdo do Grupo 3 (Cistite) com as variaveis do trabalho ..........c..cccceeneennee. 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Grupos de animais de acordo com sua comorbidade/suspeita clinica .................. 30

Tabela 2 — Resultados dos valores de proteina em fita reagente, RPCU, microalbumindria pela

tira reagente semi-quantitativa e microalbuminuria pela imunoturbidimetria ......................... 31

Tabela 3 — Valores de média, mediana, valores minimos, méaximos, desvio-padrdo e valor-p
teste de Mann-Whitney da RPCU e microalbumintria pela tira reagente semi-quantitaiva de

ACOTAO COIM O SEXO vttt eseeesesesesesesesessesesmessmssnsmsmssnssmnnnnnnnnnnnmnnnns 32

Tabela 4 — Valores de média, mediana, minimos, maximos e desvio-padrao por grupo de RPCU

e microalbumintria pela tira reagente Semi-qUANtItaiVa ..........ccceeeiieruieeiienienieeiee e 33

Tabela 5 — Grupos de animais de acordo com sua comorbidade/suspeita clinica .................. 45

Tabela 6 — Analise estatistica descritiva de RPCU, hemacias, leucécitos e bactérias por grupos



ACP
CEUA

DRC
ELISA
IRIS
ITU
RAC
RPCU
SIRS
SRD
SSA
TCLE

LISTA DE ABREVIATURAS

Anélise de Componentes Principais
Comissao de Etica no Uso de Animais

Doenga renal cronica

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
International Renal Interest Society
Infeccao do trato urinario

Relagao albumina-creatinina urinaria
Relagao proteina creatinina urinaria
Sindrome da resposta inflamatdria sistémica
Sem raca definida

Acido sulfossalicilico

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



SUMARIO

. INTRODUCAO GERAL .........cccoreueue.. 13
. REVISAO DE LITERATURA ............ 16
2.1. MiCTOAIDUMINTUITIA ...uvveeiiiiiiee et ceeieee ettt e et e e e eeaae e e e eeareeeeeans 16
2.2. Influéncia do sedimento urinario na RPCU ..........ccccoiiiiiiiiiiiniiieee 20
. OBJETIVOS GERALIS .....ooiiiiiiniinninnnicnsisssiessisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 22
. OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cucuueunrenrensennsensenssssssensenssesssessssssssssssssssesssssssesss 22
4.1.  Capitulo I: Avaliagdo da microalbuminiiria €m CAes .........c.ccvveerrrerreerreennnennns 19
4.2.  Capitulo II: Correlagao das alteragcdes no sedimento urinario com a elevagdo da
relagdo proteina-creatining €M CACS .......cueeeruveerrureeriiieenireesieeesreeesaeeensreeensreesseeennnes 19
. CAPITULO I: AVALIACAO DA MICROALBUMINURIA EM CAES ............. 23
5.1 INEOAUGAOD ..oeveiiiiie ettt et et et et e e e e aae e enns 25
5.2, Materiais € MEtOAOS .....coueieiieiiieiieiiieeitete ettt ettt sreens 26
530 RESUIAAOS ...ooiiieiiieiiece ettt e 28
54, DISCUSSAO weeeevieiiieeeiieeeiieeeitteestteesieeeseteeestteeensaeeesseeanseeesnseeessseeessseeensseesnnseenn 35
5.5, CONCIUSOES ..ouvvieeiiiieeiiieeiie e ettt e siee e st e e saeeesiteeeeaeeesaeeessaeesssseessseeesnseeennseeennnes 38

. CAPITULO II: CORRELACAO DAS ALTERACOES NO SEDIMENTO
URINARIO COM A ELEVACAO DA RELACAO PROTEINA-CREATININA

EM CAES ...eeueveenerrenesessssssssssssessssessssssesssssssssesessssssssessssssessssessssssesessessssssesessssessssasess 39
6.1, INIFOAUGAOD ..ovveeiiiiie ettt ettt e et e et e e e raeeetaeeenaeeenaeeeenas 41
6.2. MateriaiS € MELOAOS ......eeeeuriieieeiiiee et eeare e e e 42
6.3, ANALISE EStALISTICA ...vvveeeieiiiieeeeiieeeceeiee e ceete e eere e e eetae e e eeeaeeeeeetaeeeeeeareeeeenes 43
6.4, RESUIAOS ...ttt e et e e e e e e eeans 43
L T B 3 161§ 17 o T USRS 53
6.0, CONCIUSOES ...ttt ettt e e e s s e e et e e e e e e s s essaaaaaeees 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cvvveetesrssenssessessessessssssessssessasssessessassasss 56

ANEXOS ..iretinteninnteniennesnisnsssessesssessssssessssssssssessassssssssssssssssssessassssssassssssssssssss 62



13

1. INTRODUCAO GERAL

A urina de cdes com rins normais pode conter pequena quantidade de proteina,
aproximadamente 1 mg/dL. Dessa forma, o termo proteintria ¢ utilizado quando ha a detec¢ao
de quantidade anormal de proteinas na urina (Lees et al., 2005; Pressler, 2013).

A proteintiria pode ser classificada em pré-renal, renal e pos-renal. A proteinuaria pré-
renal ocorre quando hd composi¢do plasmatica alterada de proteinas que atravessam a barreira
de filtracdo glomerular, cuja permeabilidade estd normal. S3o causas de proteinuria pré-renal a
hemolise intravascular, mioglobintria por lesdo muscular, proteinas de fase aguda liberadas
devido a inflamagdo ou proteinas de Bence-Jones. (Lees et al., 2005)

A proteintria renal ocorre pelo manejo anormal de proteinas pelo rim e € subclassificada
como funcional ou patoldgica. A proteintria renal funcional ocorre por uma alteracdo da
fisiologia renal em resposta a um fendmeno transitorio, como exercicios e febre. Ja a proteintria
renal patoldgica pode ser causada por doengas glomerulares, tubulares ou intersticiais (Lees et
al., 2005).

A proteintria pos-renal refere-se as proteinas que adentram ao trato urinario distal a
pelve renal. As causas mais comuns sdo processos exsudativos ou hemorragicos do trato
urinario inferior, quando ¢ chamada de proteinuria pdés-renal urinaria, ou do trato genital,
quando ¢ classificada como proteintria pos-renal extradrindria (Lees et al., 2005).

Estudos recentes mostraram que nos caes, assim como nos seres humanos, a proteinuria
renal persistente estd associada, com maior frequéncia, a morbidade e mortalidade por causas
renais e mortalidade por outras causas, além de aumentar o risco de desfechos ruins a medida
que se eleva o grau de proteinuria (Jacob et al., 2005). A proteintria ¢ um fator prognostico
negativo para doenca renal cronica (DRC) e esta associada a maior risco de crise urémica,
agravamento progressivo da azotemia e morte (Harley e Langston, 2012).

O plasma contém cerca de 4 g/dL de albumina, j4 o filtrado glomerular de caes e gatos
sauddveis contém aproximadamente 2 a 3 mg/dL de albumina. Esta pequena quantidade de
albumina ¢ quase completamente reabsorvida pelas células do epitélio tubular e degradada
posteriormente por lisossomos. A reabsor¢do ocorre principalmente nos tibulos contorcidos
proximais e reduz a concentragdo de albumina, na urina normal, para menos de 1 mg/dL
(Grauer, 2011).

Conjectura-se que a proteintria, além de marcador, possa ser causadora de injdria

glomerular e tubulointersticial (Lees et al., 2005). Acredita-se que a lesdo tubular renal em
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nefropatias com proteinuria ocorra pela captacdo tubular excessiva de proteinas filtradas ou
substancias ligadas a proteinas (Meyer, 2003). O excesso de proteina na urina pode lesar os
tubulos renais por vias toxicas, mediadas por receptores ou por uma sobrecarga nos mecanismos
de degradacdo lisossomal. Quantidades elevadas de proteinas filtradas que se acumulam no
limen do tibulo proximal e, apés endocitose, nas células destes tibulos podem contribuir para
a lesdo tubulointersticial renal por meio de uma complexa cascata de eventos intracelulares.
Lipideos de baixo peso molecular ligados as proteinas filtradas podem ser liberados durante a
reabsorcdo. Esses lipideos possuem propriedades inflamatorias que podem promover injlria
tubulointersticial. Além disso, apds a reabsorcao tubular de 4gua no tiibulo contorcido distal, a
elevada quantidade de proteinas no filtrado pode levar a formagao de cilindros que obstruem
estes tibulos (Jacob et al., 2005).

As doencas glomerulares sdo causas comuns de nefropatia em cdes. Uma de suas
caracteristicas sdo danos a parede dos capilares, resultando em albumintria. A albumintria por
sua vez, pode resultar em inflamagao tubulointersticial e fibrose pela sobrecarga dos lisossomos
(Erkan, 2013). Miyakawa e colaboradores (2021) demonstraram que valores elevados de
relacdo albumina-creatinina urinaria (RAC) estdo associados a progressdo da DRC em caes,
refletindo a nefrotoxicidade da albumindria.

A proteinuria renal ¢ um marcador de lesdo importante, podendo ser indicativa de
eventos que alterem a permeabilidade seletiva da barreira de filtragdo glomerular, como a
presenca de imunocomplexos, inflamagdo vascular, hipertensdo glomerular ou de eventos que
alterem a capacidade de reabsorcao tubular (Lees et al., 2005).

Em muitos casos, as lesdes renais que causam proteiniria persistente em cdes sao
iniciadas por processos patologicos em outros 6rgaos ou locais, como por exemplo, a cavidade
oral em uma condi¢cdo de doenca periodontal grave. Em animais criticamente enfermos, a
microalbuminuria transitdria ou uma proteintria leve podem ocorrer como indicagdo de lesao
endotelial generalizada, inclusive nos rins. Dessa forma, o achado de proteinuria renal
persistente pode alertar para a existéncia de condigdes subclinicas e os rins, nestes casos, agem
como “‘sentinelas” para auxiliar na detec¢do de tais condi¢des (Lees et al., 2005). A proteindria
grave e persistente pode levar ao desenvolvimento da sindrome nefrética que ¢ uma combinagao
de proteinuria, hipoalbuminemia, ascite ou edema e, por vezes, hipercolesterolemia (Grauer,
2005).

O diagnostico precoce da injuria renal permite uma terapéutica adequada e a melhora
do progndstico. Porém, tal deteccdo precoce pode ser uma situacao desafiadora pois, as técnicas

mais comumente utilizadas na rotina clinica, como a dosagem sérica de ureia e creatinina, sao
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uteis apenas quando ja ocorreu um comprometimento importante do parénquima renal
(Cortadellas et al., 2008). Isto porque alteragdes na concentracao de creatinina sérica s6 ocorrem
quando aproximadamente 60% a 75% de todos os néfrons ja foram afetados (Pressler, 2013).

Vérias metodologias diferentes podem ser usadas para detectar a proteindria em caes,
como testes semiquantitativos realizados na urinalise convencional, a determinacao da relagdo
proteina creatinina urinaria (RPCU) e avalia¢dao da concentra¢do de albumina na urina. Cada
um desses métodos tem sua aplicagdo e suas vantagens e devem ser utilizados de forma
complementar (Lees et al., 2005). As tiras reagentes sdo faceis de usar e fornecem resultados
imediatos sobre o trato urindrio do paciente e sobre a sua saude sistémica (Vientos-Plotts et al.,
2018).

Embora a avaliagdao da excrecao de proteinas urindrias feita em um pool de amostras de
urina, coletadas em 24 horas, seja o padrdao-ouro para quantificar a proteintria, essa
metodologia requer o uso de gaiolas metabolicas ou sondagens intermitentes, o que torna o
procedimento inadequado para o uso na rotina clinica veterinaria. A avaliacdo da RPCU em
amostras de urina de caes, demonstrou refletir, com acuracia, a quantidade de proteina excretada
na urina durante um periodo de 24 horas (Grauer, 2005).

A avaliagdo da urina com testes que detectem a proteinuria deve fazer parte das
avaliagdes de rotina dos caes aparentemente saudaveis e em quaisquer circunstancias que levem
seus veterinarios a realizar avaliagdes hematoldgicas e bioquimicas. Os exames de urina devem
consistir em avaliagdes semiquantitativas convencionais da concentragdo de proteinas através
do uso de tiras reagentes. Devido ao fato dessas reagdes de teste colorimétrico com as tiras
reagentes em amostras de urina, de cdes e gatos, altamente concentradas ou altamente alcalinas
(pH > 7,5) poderem ser falso-positivas, as reagdes positivas devem ser confirmadas com teste
mais especifico (Lees et al., 2005). E importante também, que a proteintiria detectada por esses
métodos de triagem seja interpretada observando-se os valores de densidade especifica da
urina e os achados do sedimento urinario. Em urinas hiperestenuricas, achados como tragos de
proteinas podem ser atribuidos a concentracao urindria e nao a uma alteragao patologica. Além
disso, uma reacdo positiva para proteinuria, pela tira reagente, na presenca de hematuria e
pitria, pode ser atribuida a inflamacdo e hemorragia do trato urinério (Grauer, 2005).

Para animais sabidamente proteinuricos ou nos quais ha suspeita de proteinuria, a
determinagdo da RPCU deve ser realizada para orientar a tomada de decisdo e monitorar as
tendéncias, incluindo a resposta ou ndo aos tratamentos. No entanto, a variacdo nos valores de
RPCU em cdes com proteinuria estavel sugere que as avaliagdes seriadas precisam diferir em

até 40% para se concluir que houve mudanca significativa da proteintiria (Lees et al., 2005).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microalbuminuria

Embora o teste colorimétrico da tira reagente seja o teste de triagem inicial padrdo para
adetec¢do de proteinuria, a concentra¢ao de albumina na urina deve ser de no minimo 30 mg/dL
para ser detectada através desta metodologia (Harley e Langston, 2012; Pressler, 2013). O termo
microalbuminuria ¢ usado para descrever a detecgao de quantidades anormais de albumina na
urina, mas em quantidade insuficiente para ser detectada por tiras reagentes convencionais
(Harley e Langston, 2012).

A microalbumindria € geralmente definida como uma concentragdo de albumina na
urina entre 0,01 e 0,30 g/I, ou 1 e 30 mg/dL (Grauer, 2005; Pressler, 2013). Valores acima de
30 mg/dL sdo denominados de macroalbumintiria, ou simplesmente, proteinuria (Pressler,
2013). A microalbuminuria persistente ¢ a forma de menor magnitude de proteinuria renal que
pode ser detectada com os métodos disponiveis atualmente (Lees et al., 2005). Também ¢
definida como albumindria subclinica, ou seja, excre¢do anormal de albumina, mas ainda nao
detectavel por testes tradicionais como as tiras reagentes (Bacic et al., 2010).

A microalbumintiria pode ter causas pré-glomerulares, glomerulares ou pos-
glomerulares e os caes devem ser testados somente apos a exclusdo de causas pré e pos-
glomerulares. Nao se recomenda testar pacientes com piuria, bacteriiria ou doenga do trato
urindrio inferior, hiperglobulinemia com causas neoplésicas e caes que ja apresentem RPCU
elevada (Brown, 2009).

A microalbuminuria geralmente ¢ atribuida a alteragdes na barreira de filtracao
glomerular, mas o manejo inadequado de albumina que atravessa a barreira de filtragdo
glomerular normal e chega aos tObulos também pode causar ou contribuir para a
microalbuminaria (Lees et al., 2005).

Afecgoes sist€émicas de grande magnitude ativam cascatas de citocinas que causam
disfungdes endoteliais aumentando a permeabilidade dos capilares endoteliais as proteinas
plasmaticas. O rim manifesta essa alteragdo através do aumento da permeabilidade dos capilares
glomerulares as proteinas plasmaticas. Pelo intenso aporte sanguineo nos capilares
glomerulares, o rim ¢ o local ideal para manifestar pequenas mudangas da permeabilidade
vascular sistémica (Vaden et al., 2010).

A microalbuminuria pode ser utilizada como um indicativo de resposta inflamatoria

sist€émica precoce a um insulto agudo. Sugere-se a avaliagdo da microalbumindria nas primeiras
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48 horas apds a admissdo em uma unidade de terapia intensiva seguida de monitoramento
continuo. (Vaden et al., 2010).

A prevaléncia da microalbumintiria em caes foi avaliada em diversos estudos. Em um
trabalho onde foram avaliados cdes que possuiam algum problema de satde, em um hospital
veterindrio, a prevaléncia foi de 30% (Pressler et al., 2001). J4 em outro estudo onde foram
avaliados 3041 caes de funciondrios de diversos hospitais veterindrios, a prevaléncia encontrada
foi de 25% (Radecki et al., 2003). Também ja foi relatado que o aumento da idade esta
relacionado com o aumento da albumindria, independente de condi¢des patologicas
(Whittemore et al., 2006). Em um estudo realizado em uma unidade de tratamento intensivo, a
albuminuria estava presente em 72% dos caes admitidos para estabilizacdo e em 55% dos caes
admitidos para cuidados pos-operatorios € a sua presenca pode ser correlacionada com um
aumento significativos do risco de mortalidade (Vaden et al., 2010). A mesma conclusao foi
observada em outro estudo realizado em unidades de terapia intensiva de duas universidades
americanas (Whittemore et al., 2011).

O estudo de Lees e colaboradores (2002) avaliou caes com nefrite hereditaria ligada ao
cromossomo X, uma doenga glomerular de rapida progressdo, e nele foi possivel encontrar
microalbuminuria persistente até 16 semanas antes da macroalbuminuria, demonstrando que a
microalbumindria persistente pode ser um marcador precoce de doenga renal em cdes. Também
ja foi relatado que em cades com linfoma e osteossarcoma a microalbuminuria estava
significativamente elevada e a RPCU se manteve dentro da normalidade (Pressler et al., 2003).
Caes com dirofilariose desenvolveram microalbumintria antes da proteindria e, no momento
do diagndstico da microalbumindria, ja era possivel detectar alteracdes histologicas de doenca
glomerular (Grauer et al., 2002).

A associagdo entre neoplasias e resultado positivo na avaliagdo da microalbumintria
pode ter importancia clinica pois, muitas vezes, caes t€ém neoplasias de dificil diagnostico e nao
identificadas em exames de rotina como hemograma e anélises bioquimicas (Whittemore et al.,
2006).

A microalbuminuria ¢ a forma de proteinuria renal persistente que ¢ mais provavel de
ser manifestada pelos animais que possuem a DRC subclinica indefinidamente estavel, bem
como a forma mais provavel de ser manifestada por animais que realmente tém ou
desenvolverao DRC progressiva. Aumentos progressivos na magnitude da microalbuminuria
provavelmente sdo indicativos de lesdo renal ativa e continua e devem ser mais profundamente
investigados (Lees et al., 2005). Além disso, a deteccdo da microalbuminudria pode permitir o

diagnostico precoce de alteragdes patoldgicas na excrecdo de proteinas urinarias, ocorrendo
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tanto em doengas glomerulares primarias ou doencas inflamatdrias sistémicas que podem
lesionar secundariamente os rins (Pressler, 2013).

Em caes, a microalbumintiria ¢ evidéncia de proteinuria renal persistente quando ¢
encontrada em 3 ou mais amostras obtidas com 2 ou mais semanas de intervalo, descartando-
se causa pos-renal (Lees et al., 2005).

A avaliagdo laboratorial da microalbumintria ¢ recomendada quando os resultados das
avaliagdes convencionais para proteintria sao negativos em caes com doengas cronicas graves
e especialmente naquelas afecgdes que sdao conhecidas por desenvolverem nefropatias
proteintiricas. A microalbuminuria também pode ser avaliada quando os resultados dos testes
convencionais para proteiniria sdo negativos em caes aparentemente sauddveis com 6 anos ou
mais e o uso de testes mais sensiveis sdo desejados pelo veterinario ou tutor do animal. Além
disso, pode ser avaliada em cdes que estdo em risco de desenvolver uma doenga renal
glomerular, como em individuos de ragas ou familias geneticamente predispostas, nos quais se
faz monitoramento periddico para detec¢dao precoce dessa condi¢do (Lees et al., 2005). Um
trabalho realizado em 2019 (Ioannis e colaboradores) sugeriu o potencial uso da RAC como
parametro de prognostico e de previsdo de duragdo da SIRS (sindrome da resposta inflamatdria
sistémica) em caes naturalmente infectados com o virus da parvovirose.

Em um estudo realizado em 2010 (Bacic e colaboradores) com caes portadores de DRC,
metade apresentou concentragdes de albumina na urina na faixa macroalbumintrica, 32,5%
foram microalbuminuricos e 17,5% foram ndo-albuminuricos, o que justifica o uso de métodos
de rotina para deteccdo de microalbuminuria nesses grupos. Além disso, sugere-se que a
avaliacdo da microalbuminuria pode ser utilizada ao monitorar o tratamento e progressao da
doenca em caes microalbuminuricos e nao-albuminaricos com DRC. A microalbuminuria
também pode ser utilizada no acompanhamento de caes hipertensos nao-proteindricos para
avaliar a progressao da doenga e estabelecer abordagens terapéuticas e preventivas, quando se
detecta um aumento progressivo nos seus valores (Bacic et al., 2010).

A microalbuminaria pode ser medida através da avaliagdo da excrecdo urinaria de
albumina na urina produzida em 24 horas ou pela concentragdo de albumina na urina em uma
amostra unica (Whittemore et al., 2006). A medicao da taxa de excre¢do urinaria de albumina
requer que seja coletada toda a urina produzida por um periodo de 24 horas e a sua quantificagdao
¢ feita por radioimunoensaio, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
imunoturbidimetria ou nefelometria (Gilbert et al., 1992). Esse método de coleta € pouco pratico
em pacientes veterinarios, inviabilizando esta técnica. Ao se avaliar a albumina urinaria em

apenas uma amostra, assume-se que a taxa de producao de urina e sua excre¢ao estdo normais.
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O célculo da RAC ¢ altamente correlacionado com a avaliacdo da albumina em 24 horas ¢
corrige a variabilidade da concentracdo urindria e da diurese ao longo do dia (Singh e Satchell,
2011).

Devido a facilidade e praticidade de uma unica coleta de urina, os pacientes humanos
sdo triados para microalbuminuria usando-se tiras de teste semiquantitativas e, posteriormente,
testes quantitativos adicionais sdo requeridos (Winocour, 1992). A vantagem de se utilizar
testes de microalbumintria com tiras reagentes € a possibilidade de se testar os pacientes no
local de atendimento e realizar a triagem para doengas glomerulares de forma precoce (Pressler
et al., 2002).

A acuracia na deteccdo de albumina na urina de cdes foi avaliada utilizando tiras
reagentes destinadas a determinar a microalbumintria em humanos. Os resultados mostraram
que ela ndo teve concordancia com a microalbuminuria avaliada pelo teste de ELISA em caes.
A albumina canina e humana sdo altamente homologas, mas as pequenas diferengas entre elas
podem ter sido as causadoras dessa falha (Pressler et al., 2002). Em 2006, Whittemore e
colaboradores demonstraram que o uso de uma tira reagente destinada a detectar
microalbuminuria em cdes melhorou a sensibilidade do diagndstico de doencas subclinicas
quando utilizada em conjunto com outros testes de triagem.

Foi1 padronizado um teste rapido semiquantitativo espécie-especifico para deteccao da
microalbumindria canina (E.R.D. ® — HealthScreen; Heska, Loveland, Colorado) em que a
urina ¢ diluida para uma concentrag¢do padrao e o resultado € expresso em: negativo, positivo
baixo, positivo médio e positivo alto (Pressler, 2013). Este teste demonstrou boa concordancia
com tiras reagentes convencionais, com a RPCU e com o teste do SSA (Acido sulfossalicilico)
(Garner e Wiedmeyer, 2007). Outro estudo realizado em 2009 comparou o uso de tiras
reagentes semiquantitativas caninas, a eletroforese de proteinas e um ensaio
imunoturbidimétrico para avaliar a microalbumintiria em caes e concluiu que as tiras reagentes
(ERD®-HealthScreen) levaram a um niimero consideravel de resultados falso-positivos e falso-
negativos quando comparados com o método imunoturbidimétrico (Murgier et al., 2009).
Atualmente, este teste teve sua distribuicdo descontinuada pela empresa.

Em 2005 foi validado um ensaio imunoturbidimétrico destinado para uso humano para
avaliar a albumina urinaria em caes (Gentilini et al., 2005). Consistiu em um teste quantitativo
em que se avaliou os resultados pela medicao da aglutinacao causada pela reacao de anticorpos
policlonais anti-albumina e a albumina canina na amostra de urina (Whittemore et al., 2000).
De acordo com Whittemore e colaboradores (2006) os ensaios quantitativos e semiquantitativos

sdao mais especificos do que as avaliagdes com tira reagente para perda de proteina na urina e
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por isso podem ser utilizados para confirmar resultados positivos obtidos com este teste.

Antes do tratamento, deve ser demonstrado que a proteinuria € persistente e de origem
renal. As causas pré e pos renais de proteinuria devem ser descartadas antes de serem solicitados
outros exames ¢ de se iniciar o tratamento (Grimes et al., 2020). Apds o diagnostico de
proteintria renal persistente, devem ser tomadas agdes que dependerdo da magnitude da
proteintria e do estado clinico do paciente (Lees et al., 2005).

Enquanto o tratamento para a proteinuria ¢ altamente recomendado, ainda ndo esta claro
se cdes microalbumindricos devem sofrer alguma intervencdo terapéutica. Recomenda-se
avaliar a RPCU nos cdes em que a microalbuminuria foi detectada para quantificar a gravidade
da proteintria (Pressler, 2013). Racas com historico de doencas glomerulares hereditarias
podem ser monitoradas mais frequentemente para detectar aumentos de magnitude da
microalbuminaria. Em caes persistentemente microalbumintricos, pode ser aconselhavel
demais exames para detec¢do de doengas glomerulares e outras patologias inflamatorias extra

renais (Pressler, 2013).

2.2. Influéncia do sedimento urinario na RPCU

A interpretacdo dos exames que avaliam a quantidade de proteina na urina deve ser
acompanhada do resultado do exame de urindlise. Por vezes, a inflamacao e hemorragia do trato
urindrio sdo consideradas como causas da proteintiria em caes, porém, existem poucos estudos
controlados a este respeito (Vaden et al., 2004).

Ja foi reportado que a proteinuria pode ser encontrada em amostras de urina com sinais
de inflamacdo e hemorragia (Grauer et al. 1985, Bagley et al., 1991) e nesses casos nao ¢
possivel definir qual a causa da proteinuria. Porém, os mesmos autores (Bagley et al., 1991),
também citam que seria possivel que uma pequena contaminacao sanguinea de uma amostra de
urina, com sedimento mostrando 5-20 hemacias por campo, poderia nao ter influéncia ao se
avaliar proteinuria grave.

Em 2004, Vaden e colaboradores demonstraram que a contaminagdo com baixa
quantidade de sangue (0,0039 — 0,25%) nao alterou o valor da RPCU em caes, acontecendo o
mesmo inclusive com amostras descritas como vermelho-claro ou rdseas.

A hematuria pode estar presente em pacientes com patologias no trato urinario ou nos
casos em que o sangramento foi ocasionado durante a coleta por cistocentese. A presenca de

sangue que altere a cor da urina potencialmente afeta a cor das almofadas da tira reagente e,
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consequentemente, os seus resultados que sao baseados em colorimetria. Além disso, o sangue
também afeta a composi¢ao da urina e adiciona outros elementos, como proteinas por exemplo.
(Vientos-Plotts et al., 2018).

Os poucos estudos dedicados a avaliar a interferéncia da contaminagao com sangue na
RPCU em caes tiveram resultados conflitantes. Um estudo demonstrou que uma contaminagao
de sangue de > 0,125% pode aumentar a RPCU, mas se a urina permanecer amarela (hematuaria
microscopica), ¢ improvavel que valores de RPCU > 0,5 se devam a hemattria. No entanto, a
contaminagdo por sangue que resulta na coloragdo vermelha da amostra de urina (hematuria
macroscopica) pode aumentar a RPCU acima do intervalo normal (Jillings et al., 2019). Em
outro estudo, foi demonstrado que cdes com cistite experimental e com hematuria
desenvolveram proteintria substancial (Bagley et al., 1991). Vientos-Plotts e colaboradores
(2018) concluiram que a contaminac¢do microscopica com sangue pode afetar a RPCU.

Em um estudo demonstrou-se que a grande maioria das amostras pidricas ndo foram
albumintricas e mantiveram valores normais de RPCU, sugerindo que pode haver outras fontes
de inflamagao do trato urindrio que estariam associadas a proteintria (Vaden et al., 2004). Os
autores indicam a necessidade de se ter cautela antes de atribuir a proteinuria imediatamente a
pitria, sem excluir causas pré-glomerulares ou glomerulares. Também ja foi descrita a
impossibilidade de associar alteracdes nos valores de RPCU a presenga de bacteriuria (Meindl
et al., 2019). Apesar disso, ainda nao se sabe se determinadas espécies de bactérias podem
incitar uma resposta inflamatoria mais intensa, de forma a causar alteracdes nos valores de
RPCU. O mesmo estudo demonstrou que um quinto (21,5%) das amostras de urina com
sedimento ativo apresentaram valores normais de RPCU.

Pesquisadores concluiram que, em humanos, ndo ha evidéncias que a bacteritria
subclinica cause proteindria e microalbuminuiria. Porém, em pacientes com pielonefrite foi
observado associagdo com a proteindria de origem tubular, incluindo a albumina, o que nao
pode ser observado nos casos de cistite (Carter et al., 2006). O mesmo foi demonstrado em um
estudo retrospectivo realizado com 1049 urinas de caes, em que nao foi possivel correlacionar
bacteriuria em cdes com altera¢des nos valores de RPCU (Strachan et al., 2022). Em outro
estudo, observou-se que ndo houve diferenga na RPCU de cdes com sedimento ativo,
comparado com a RPCU de cades com sedimento inativo (Rossi et al., 2012).

Hé poucos estudos controlados que correlacionam as alteragdes na sedimentoscopia
urindria com a proteinuria nos caes € ndo hd concordancia total entre eles. Também nao ha
estudos que correlacionem a presenga de células e cilindros a proteiniria em caes, o que justifica

mais estudos na area.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar, em estudo prospectivo, a microalbumintiria em caes através de tiras reagentes
semi-quantitativas e correlacionar com os valores encontrados pelo método de
imunoturbidimetria e RPCU.

Correlacionar, em estudo retrospectivo, as alteragdes encontradas no sedimento urinario

com elevagdes nos valores de RPCU.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Capitulo I: Avaliacdo da microalbuminuria em caes

e Avaliar, em estudo prospectivo, a microalbumintria em cdes pelos métodos de tiras
reagentes semi-quantitativas e imunoturbidimetria, além da RPCU.

e Correlacionar os valores de microalbuminuria obtidos com o método de tira reagente
semi-quantitativa com os resultados encontrados na metodologia de imunoturbidimetria
e com os valores de RPCU.

e Analisar a presenca de microalbuminturia nos caes de acordo com seus diagndsticos

definitivos ou presuntivos.

4.2. Capitulo II: Correlagao das alteracoes no sedimento urinario com a elevagao da

relacio proteina-creatinina em cies

e Avaliar, em estudo retrospectivo, as alteragdes da sedimentoscopia nos exames de urina
rotina dos caes atendidos no Hospital Veterinario da UFMG no periodo de janeiro de

2020 a junho de 2021 e correlacionar com os valores da RPCU.
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5. CAPITULO I: AVALIACAO DA MICROALBUMINURIA EM CAES

RESUMO

A microalbuminuria nos cdes caracteriza-se como a deteccdo de quantidade anormal de
albumina na urina, mas ainda em quantidade insuficiente para ser detectada pelas tiras reagentes
tradicionalmente usadas nos exames de urina rotina. A microalbumintria pode ser atribuida a
disfungdes glomerulares ou tubulares sendo um marcador para lesdes e alteragcdes vasculares a
nivel sistémico, podendo ser identificada de forma mais precoce que outras alteragdes na urina,
como elevacao da RPCU ou macroalbumintria. A coleta de urina por periodo de 24 horas nao
¢ facilmente realizada em pacientes veterinarios. O uso de tiras de teste semiquantitativas para
microalbuminuria representa possibilidade pratica para ser utilizada na rotina de caes, onde
seriam facilmente triados e encaminhados para exames posteriores. Portanto, objetivou-se
avaliar a microalbumintria em caes pelos métodos de imunoturbidimetria e por tiras reagentes
semi-quantitativas e a sua correlagdo com a RPCU. Foram selecionados 80 cdes que
apresentaram resultado negativo ou tragos de proteina na urina pela tira reagente convencional
e RPCU < 0,5, oriundos do atendimento clinico de hospital veterinario localizado em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Esses animais foram categorizados de acordo com sua suspeita clinica
e/ou comorbidades. As comorbidades mais frequentes foram doenca periodontal, avaliacao de
rotina ou pré-cirirgico, leishmaniose, DRC e dermatite atopica canina. Nao foram detectadas
diferengas significativas entre os sexos para as variaveis RPCU, microalbumintria pela tira
reagente e microalbuminuria pela imunoturbidimetria. Nao foi observada correspondéncia entre
os métodos de microalbuminuria pela tira reagente semi-quantitativa e a RPCU. Por esse estudo
também nao foi possivel obter a correlacdo da microalbuminuria pelo método de tira reagente
e pela imunoturbidimetria. Ao se avaliar as diferencas de valores de microalbuminuria pela tira
reagente entre os grupos, encontrou-se valor-p global marginalmente significativo (p = 0,054).
Foi possivel detectar microalbumindria em caes com doenga periodontal e em caes que foram
ao hospital para avaliagdes de rotina com valores de RPCU dentro da normalidade. Também
foi observado microalbuminuria em cdes com DRC, leishmaniose, dermatite atpica canina e

doenca inflamatdria intestinal que tiveram resultados de RPCU considerados como limitrofe.

Palavras-chave: albumintria, imunoturbidimetria, microalbuminuria, proteinuria, relagao

proteina creatinina urindria, tira reagente
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ABSTRACT

Microalbuminuria in dogs is characterized as the detection of an abnormal amount of albumin
in urine, but still in an amount insufficient to be detected by reagent strips traditionally used in
routine urine tests. Microalbuminuria can be attributed to glomerular or tubular dysfunctions
and can be used as a marker for lesions and vascular changes at the systemic level. It has been
identified in dogs in earlier stages than other changes in urine, such as high UPC ratio and
macroalbuminuria. Urine collection in a 24-hour period is not easily performed in veterinary
patients. Using semiquantitative test strips for microalbuminuria is a practical possibility to be
utilized in the routine of dogs, in which they would be easily screened and referred for further
examinations. Therefore, the objective was to evaluate microalbuminuria in dogs by
immunoturbidimetry and by semi-quantitative reagent strips and the UPC ratio. We selected 80
dogs that presented negative results or traces of protein urine in conventional test strips and
UPC ratio < 0.5, from the clinical care of a veterinary hospital in Belo Horizonte, Minas Gerais.
These animals were categorized according to their clinical suspicion and/or comorbidities. The
most frequent comorbidities were periodontal disease, routine or pre-operative evaluation,
leishmaniasis, CKD and canine atopic dermatitis. No significant differences between the sexes
were detected for the variables UPC ratio, microalbuminuria by strip tests and
microalbuminuria by immunoturbidimetry. No correspondence was observed between the
methods of microalbuminuria by semi-quantitative reagent strip and the UPC ratio. In addition,
this study did not find a correlation between microalbuminuria by reagent strip and
immunoturbidimetry. When evaluating the differences in microalbuminuria values by reagent
strip between the groups, a marginally significant global p-value was found (p = 0.054). It was
possible to detect microalbuminuria in dogs with periodontal disease and dogs that went to the
hospital for routine evaluations with normal UPC ratio values. Microalbuminuria was also
observed in dogs with CKD, leishmaniasis, canine atopic dermatitis and inflammatory bowel

disease with UPC ratio results considered borderline.

Keywords: albuminuria, immunoturbidimetry, microalbuminuria, proteinuria, reagent strip,

urinary creatinine protein ratio



25

5.1. Introdugao

A microalbumintria, ou albuminuria subclinica, ¢ definida como a detec¢ao de
quantidade anormal de albumina na urina, mas ainda em quantidade insuficiente para ser
detectada pelas tiras reagentes convencionais, ou seja, valores entre 1 a 30 mg/dL (Bacic et al.,
2010; Harley e Langston, 2012; Pressler, 2013). A microalbuminuria persistente ¢ a forma de
menor magnitude de proteintria renal que pode ser detectada com os métodos disponiveis
atualmente (Lees et al., 2005). Pode ser atribuida a alteracdes na barreira de filtragao glomerular
ou pela reabsor¢ao inadequada de albumina que chega aos tubulos (Lees et al., 2005). Lesoes
sistémicas de grandes magnitudes ativam cascatas de citocinas que causam disfungdes
endoteliais aumentando a permeabilidade dos capilares endoteliais as proteinas plasmaticas. O
rim manifesta essa alteragdo através do aumento da permeabilidade dos capilares glomerulares
as proteinas plasmaticas. Portanto, a microalbuminuria pode ser utilizada como um indicativo
precoce de resposta inflamatodria sistémica a um insulto agudo (Vaden et al., 2010)

A prevaléncia da microalbuminuria em caes foi avaliada em alguns estudos e variou
entre 25% e 30% (Pressler et al., 2001; Radecki et al., 2003). Em caes admitidos em unidades
de terapia intensiva, a prevaléncia aumentou para 55% a 72% e a sua presenca foi
correlacionada com aumento do risco de mortalidade (Vaden et al., 2010; Whittemore et al.,
2011). Também foi possivel determinar que a microalbuminuria pode ser identificada em caes
com diferentes patologias de forma mais precoce que outras alteragdes, como a elevagdo da
RPCU ¢ a macroalbuminuria (Lees et al., 2002; Grauer et al., 2002; Pressler et al., 2003).

A microalbumindria pode ser medida através da avaliagdo da excrecdo urinaria de
albumina na urina produzida em 24 horas ou pela concentracao de albumina na urina em
amostra unica (Whittemore et al., 2006). A medicao da taxa de excrecdo urinaria de albumina
requer que seja coletada toda a urina produzida por periodo de 24 horas e a sua quantificagao
pode ser feita por radioimunoensaio, ELISA, imunoturbidimetria ou nefelometria (Gilbert et
al.,, 1992), porém, esse método de coleta nao ¢ simples de ser realizado em pacientes
veterinarios. Devido a facilidade e praticidade de uma tUnica coleta de urina, os pacientes
humanos sdo triados para microalbumintria usando-se tiras de teste semiquantitativas e,
posteriormente, testes quantitativos adicionais sdo requeridos (Winocour, 1992). A vantagem
de se utilizar testes de microalbumintria com tiras reagentes ¢ a possibilidade de se testar os
pacientes no local de atendimento e realizar a triagem para doengas glomerulares de forma
precoce (Pressler et al., 2002).

Foi avaliada a acuracia da deteccao de albumina na urina de caes utilizando-se tiras
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reagentes destinadas a mensurar a microalbumintiria em humanos e os resultados mostraram
uma ndo concordancia com a avaliacdo pelo ELISA em caes (Pressler et al., 2002). Em 2006,
Whittemore e colaboradores demonstraram que o uso de uma tira reagente destinada a detectar
microalbumindria em caes melhorou a sensibilidade do diagnostico de doengas subclinicas
quando utilizada em conjunto com outros testes de triagem. Um estudo realizado em 2009
concluiu que o uso das tiras reagentes para deteccdo semi-quantitativa da microalbumindria em
cdes (ERD®-HealthScreen) mostrou um nimero consideravel de resultados falso-positivos e
falso-negativos quando comparados com o método imunoturbidimétrico (Murgier et al., 2009).
Em outro estudo, este mesmo teste (E.R.D. — HealthScreen; Heska, Loveland, Colorado)
demonstrou boa concordancia com tiras reagentes convencionais, com a RPCU e com o teste
do SSA (Garner e Wiedmeyer, 2007) mas a sua distribui¢ao foi descontinuada pela empresa.
Em 2005, foi validado um ensaio imunoturbidimétrico destinado para uso humano, para avaliar
a albumina urindria em caes (Gentilini et al., 2005). Consiste em um teste quantitativo em que
se avalia os resultados pela medicdo da aglutinagdao causada pela reacdo entre anticorpos
policlonais anti-albumina e a albumina canina na amostra de urina (Whittemore et al., 2006)

Ainda ndo estd claro se cdes microalbuminuricos devem sofrer alguma intervencao
terapéutica. Recomenda-se avaliar a RPCU nos cdes em que a microalbuminuria foi detectada
para quantificar a gravidade da proteintiria. Em caes persistentemente microalbuminuricos,
pode ser aconselhavel demais exames para detec¢do de doencas glomerulares e outras
patologias inflamatorias extra renais (Pressler, 2013).

No Brasil, esta disponivel uma tira reagente semi-quantitativa para a avaliagdo da

microalbumindria em caes (Mindray® -15) mas ndo ha estudos sobre a sua utilizacgao.

5.2. Materiais e métodos

O estudo foi conduzido apds aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMG, sob o protocolo de numero 148/2021, conforme Anexo I.

Os tutores dos animais selecionados assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), que se encontra no Anexo II.

Foram selecionados 80 caes de ambos os sexos, idades e racas variadas que
apresentaram resultado negativo ou tracos de proteina na urina, pela tira reagente, e RPCU <
0,5, oriundos do atendimento clinico e ambulatorial de hospital veterindrio localizado em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Esses animais foram categorizados de acordo com a suspeita clinica

e/ou comorbidades.
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5.2.1. Coleta de urina
As amostras de urina foram coletadas preferencialmente pelo método de cistocentese
guiada por ultrassonografia. Os animais foram posicionados em decubito dorsal, foi feita a
antissepsia com clorexidina alcodlica 0,5% e a coleta foi realizada através de pungao do bexiga
com agulha de calibre 25 x 0,7 e seringa de 5 ml.
Nos casos em que ndo foi possivel coletar as amostras pelo método de cistocentese
guiada, a coleta foi realizada por sondagem uretral nos machos, precedida de higienizagdo com

clorexidina degermante a 2%.

5.2.2. Exames laboratoriais
As anélises laboratoriais foram realizadas no laboratério de patologia clinica do hospital
veterindrio e no Multilab da Escola de Veterinaria da UFMG.
Apos a coleta, a urindlise foi realizada imediatamente e duas aliquotas de 2 ml de
sobrenadante, obtidas apos centrifugacdo, foram congeladas, a -20 °C, em microtubos, para

posterior analise.

Urinalise: Foi feito o exame fisico da urina, observando-se o seu aspecto, cor € odor. A
densidade urinéria foi avaliada com o uso do refratdmetro. Realizou-se o exame quimico da
urina com o uso da fita reagente Mindray®-15, quando foram mensurados urobilinogénio,
bilirrubina, leucécitos, cetonas, sangue, proteina, glicose, nitrito e pH pelo analisador UA-60V.
Apos 1sso0, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi aliquotado
e o sedimento depositado entre lamina e laminula para avaliagdo em microscopio optico (20x
e 40x). No exame microscopico do sedimento urinario foram avaliadas células epiteliais,
hemaécias, leucocitos, cristais, cilindros, bactérias, fungos ou leveduras, muco e

espermatozoides.

Relag¢do Proteina Creatinina Urinaria (RPCU): Foi realizada por analisador
bioquimico automatico, Labtest® LW200, através de espectrofotometria € com os reagentes
BIOPROT U/LCR e Creatinina Cinética — Bioclin®, utilizando-se parte do sobrenadante e

seguindo as instrugdes do fabricante.
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Imunoturbidimetria: A microalbuminuria foi avaliada no analisador bioquimico 7P
Analyser com o kit da BioTécnica®, utilizando-se outra por¢ao do sobrenadante e seguindo as

instrucoes do fabricante.

Avaliacdo da microalbumintiria pelas tiras reagentes semi-quantitativas: Foi
realizada durante o exame de urinalise uma vez que a microalbuminuria ¢ um dos componentes

avaliados na fita Mindray® - 15.

5.2.3. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R versdo 3.6.1 (R
Core Team, 2019).

Foi realizada anélise descritiva do perfil dos animais para todas as variaveis. Também
foi avaliada a correspondéncia entre as medidas realizadas pelas trés metodologias distintas, ou
seja, RPCU, microalbumintria pelo método de imunoturbidimetria e microalbuminuria pelo
método de tiras reagentes semi-quantitativas. Foi avaliado ainda se essa correspondéncia se
modificava de acordo com cada comorbidade.

Para avaliar a correspondéncia entre os métodos, foi calculada a correlagdo linear de
Pearson entre as medidas obtidas. Para avaliar as diferengas entre grupos, aplicou-se o teste de

Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn.

5.3. Resultados

Dos 80 caes que tiveram suas amostras de urina avaliadas, 61 eram fémeas e 19 machos.
As idades variaram entre 4 meses e 16 anos, sendo a média 6,6 anos. As frequéncias de ragas e
comorbidades estao descritas nos graficos 1 e 2, respectivamente.

As ragas mais comuns foram, em ordem decrescente, shihtzu, SRD (sem raca definida)
e spitz alemdo. As comorbidades mais frequentes foram, em ordem decrescente, doenca
periodontal, animais que foram ao hospital realizar exames de rotina ou pré-cirurgico,

leishmaniose, DRC e dermatite atopica canina.
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Grafico 1 — Frequéncia por raga da populacdo canina
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Grafico 2 — Frequéncia quanto as comorbidades ou suspeita clinica
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DRC = doenga renal cronica; DAC = dermatite atopica canina; DII = doenga inflamatéria intestinal; ITU = infecgdo

do trato urinario; esc. = esclarecer.

Os animais foram alocados em 7 grupos de acordo com suas comorbidades e/ou
suspeitas clinicas. Os grupos estao demonstrados na tabela 1. O grupo 7 englobou comorbidades

que ndo puderam ser agrupadas nos demais grupos.



Tabela 1 — Grupos de animais de acordo com sua comorbidade/suspeita clinica

GRUPOS

COMORBIDADES/SUSPEITAS
CLINICAS

QUANTIDADE

Grupo 1

Doenga Renal Cronica

Grupo 2

Leishmaniose

Grupo 3

Doenga periodontal

Grupo 4

Dermatite atopica canina

Dermatite alérgica a esclarecer

Grupo 5

Doenga inflamatoéria intestinal

Grupo 6

Rotina/Pré cirargico

Grupo 7

Infecc¢ao do Trato Urinario
Obesidade
Enterite
Vomitos crénicos
Gastrite
Discopatia
Rinite linfoplasmocitaria
Sintoma neuroldgico a esclarecer
Urolitiase
Diabetes
Distrofia de cornea
Hérnia inguinal
Displasia coxo-femoral
Otite
Parvovirose
Cristaltiria
Hematuria a esclarecer

Mastocitoma

—_— R NN = W N W

NN =
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O resultado dos valores de proteina em fita reagente, RPCU, microalbuminuria pela fita

reagente semi-quantitativa e microalbumindria pela imunoturbidimetria em cada cdo estdo

descritos na tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados dos valores de proteina em tira reagente, RPCU, microalbuminuria pela

tira reagente semi-quantitativa e microalbuminuria pela imunoturbidimetria

5L | 4| LE % RS BT

Cao Eﬁ %ﬂ 8 g :“Sn g § Ciao s_,Ea :‘3‘) g Tg :“50 Té §

=S| 2 | £5 | £8 sS| B | 5L | &

£ E s S E aF- = £ = E
1 tragos | 0,42 | 15mg/dL | 0 mg/L 41 | tragos | 0,48 | 15mg/dL | 0,73 mg/L
2 | tragos | 0,07 | 15mg/dL | 0,49 mg/L 42 - 0,1 15 mg/dL | 0,27 mg/L
3 - 0,11 15 mg/dL | 0,3 mg/L 43 - 0,2 3 mg/dL | 0,62 mg/L
4 | tragos | 0,18 | 15mg/dL | 2,85 mg/L 44 - 0,49 3mg/dL | 1,23 mg/L
5 - 0,21 8 mg/dL | 0,32 mg/L 45 | tragos | 0,42 | 15mg/dL | 2, 83 mg/L
6 - 0,08 15 mg/dL | 0,93 mg/L 46 | tragos | 0,09 15 mg/dL | 0,46 mg/L
7 - 0,22 3 mg/dL 0 mg/L 47 | tragos | 0,09 15 mg/dL | 0,59 mg/L
8 - 0,29 10 mg/dL | 2,65 mg/L 48 | tragcos | 0,15 15 mg/dL | 1,84 mg/L
9 - 0,11 1 mg/dL | 0,05 mg/L 49 | tragos | 0,13 15 mg/dL | 0,77 mg/L
10 | tracos | 0,11 15 mg/dL | 0,86 mg/L 50 - 0,17 8 mg/dL | 0,35 mg/L
11 | tracos | 0,08 15mg/dL | 0 mg/L 51 | tragos | 0,24 | 15mg/dL | 0,31 mg/L
12 | tragos | 0,13 | 15mg/dL | 1,15 mg/L 52 - 0,4 8 mg/dL. | 0,48 mg/L
13 | tragos | 0,09 | 15 mg/dL | 0,21 mg/L 53 | tragos | 0,07 | 15mg/dL | 1,83 mg/L
14 | tracos 0,1 15 mg/dL | 0,1 mg/L 54 | tragos | 0,24 | 15 mg/dL | 1,64 mg/L
15 - 0,08 8 mg/dL | 0,45 mg/L 55 | tragos | 0,15 8 mg/dL | 0,37 mg/L
16 | tracos | 0,36 | 15mg/dL | 1,15 mg/L 56 | tragos | 0,13 15 mg/dL | 0,84 mg/L
17 - 0,08 8 mg/dL | 1,22 mg/L 57 - 0,31 | 15mg/dL | 2,60 mg/L
18 | tracos | 0,46 | 15 mg/dL | 0,21 mg/L 58 | tragos | 0,17 | 15mg/dL | 2,66 mg/L
19 | tragos | 0,18 8 mg/dL 0 mg/L 59 - 0,4 8 mg/dL. | 1,92 mg/L
20 | tracos | 0,23 15 mg/dL | 2,13 mg/L 60 | tracos | 0,17 | 15 mg/dL | 0,54 mg/L
21 | tragcos | 0,17 | 15mg/dL | 1,91 mg/L 61 - 0,17 3mg/dL | 0,43 mg/L
22 - 0,1 8 mg/dL | 0,77 mg/L 62 | tracos | 0,22 15 mg/dL | 2,85 mg/L
23 - 0,49 3 mg/dL | 0,29 mg/L 63 - 0,05 | 15mg/dL | 0,62 mg/L
24 | tracos | 0,15 | 15mg/dL | 1,87 mg/L 64 - 0,08 1 mg/dL | 0,36 mg/L
25 - 0,05 8 mg/dL | 1,53 mg/L 65 | tracos | 0,12 | 15mg/dL | 0,76 mg/L
26 | tragos | 0,07 | 15mg/dL | 0,76 mg/L 66 | tragos | 0,4 15 mg/dL | 2,38 mg/L
27 - 0,16 3 mg/dL | 0,43 mg/L 67 | tracos | 0,12 | 15mg/dL | 0,74 mg/L
28 - 0,11 8 mg/dL. | 1,82 mg/L 68 | tracos | 0,12 15 mg/dL | 0,82 mg/L
29 | tragos | 0,16 15 mg/dL | 0,45 mg/L 69 | tracos 0,3 15 mg/dL | 0,93 mg/L
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30 | tracos | 0,11 15 mg/dL | 0,4 mg/L 70 - 0,18 8 mg/dL 0 mg/L

31 - 0,09 | 15mg/dL | 0 mg/L 71 - 0,44 8 mg/dL | 1,08 mg/L
32 | tragos | 0,21 15 mg/dL | 0,6 mg/L 72 | tragos 0,1 15 mg/dL | 0,83 mg/L
33 - 0,1 8 mg/dL. | 2,08 mg/L 73 - 0,19 8 mg/dL. | 0,07 mg/L
34 | tracos | 0,44 | 15mg/dL | 1,78 mg/L 74 | tragos | 0,14 | 15mg/dL | 0,72 mg/L
35 - 0,35 8 mg/dL | 2,19 mg/L 75 | tragos | 0,47 | 15mg/dL | 2,80 mg/L
36 - 0,42 8 mg/dL | 2,11 mg/L 76 - 0,11 8 mg/dL | 1,84 mg/L
37 | tracos 0,1 15 mg/dL | 2,09 mg/L 77 - 0,44 8 mg/dL | 0,43 mg/L
38 | tragos | 0,09 15 mg/dL | 2,47 mg/L 78 | tracos 0,2 3 mg/dL | 0,84 mg/L
39 | tracos | 0,16 | 15mg/dL | 1,38 mg/L 79 - 0,17 3mg/dL | 3,51 mg/L
40 - 0,22 | 15mg/dL | 1,70 mg/L 80 | tragcos | 0,12 | 15mg/dL | 0,74 mg/L

RPCU = relagéo proteina creatinina urinaria; Microalb. = microalbumintria; Imunoturbid. = imunoturbidimetria

Através da metodologia de imunoturbidimetria, os valores minimos encontrados foram

de 0 mg/L e o valor maximo de 3,51 mg/L ou 0,35 mg/dL. Esses valores foram considerados

falhos e discrepantes quando comparados aos da tira reagente semi-quantitativa.

A média, valores minimos, maximos, mediana, desvio-padrdo e valor-p teste de Mann-

Whitney de cada resultado por sexo estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 — Valores de média, mediana, valores minimos, maximos, desvio-padrdo e valor-p

teste de Mann-Whitney da RPCU e microalbumintria pela tira reagente semi-quantitativa de

acordo com 0 sexo

RPCU
SEXO Valor-p teste de
Média | Mediana | Minimos | Maximos | Desvio-padrao
Mann-Whitney
Feminino 0,19 0,16 0,05 0,49 0,12
Masculino 0,25 0,17 0,08 0,49 0,15 0,131
Masculino 0,84 0,48 0 2,8 0,85
MICROALBUMINURIA — TIRA REAGENTE SEMI-QUANTITATIVA (mg/dL)
SEXO Valor-p teste de
Média | Mediana | Minimos | Maximos | Desvio-padrao
Mann-Whitney
Feminino 11,90 15 3 15 4,26
0,750
Masculino | 11,16 15 1 15 5,51
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Nao foram detectadas diferengas significativas entre os sexos para as variaveis RPCU,

microalbuminuria pela tira reagente e microalbuminuria pela imunoturbidimetria.

A média, valores minimos ¢ maximos, mediana e desvio-padrao de cada resultado por

grupos esta descrito na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de média, mediana, minimos, maximos e desvio-padrao por grupo de RPCU

e microalbumintria pela tira reagente semi-quantitativa

RPCU
GRUPO
Média | Mediana | Minimo | Maximos | Desvio-padrao
1 0,26 0,255 0,08 0,46 0,17
2 0,22 0,19 0,09 0,44 0,14
3 0,14 0,12 0,05 0,3 0,07
4 0,20 0,17 0,1 0,42 0,11
5 0,28 0,28 0,11 0,44 0,17
6 0,16 0,12 0,05 0,47 0,12
7 0,22 0,17 0,07 0,49 0,14
Geral 0,20 0,16 0,05 0,49 0,13
MICROALBUMINURIA - TIRA REAGENTE
GRUPO
Média Mediana Min. Max. Desvio-padrao
1 12,67 15 8 15 3,61
2 14,00 15 8 15 2,65
3 12,38 15 1 15 5,03
4 8,33 8 3 15 3,83
5 6,75 8 3 8 2,50
6 11,90 15 3 15 5,17
7 11,83 15 3 15 4,53
GERAL 11,73 15 1 15 4,56

Foi avaliada a correspondéncia entre os métodos RPCU e microalbuminuria pela tira
reagente. Nao foi observada correlacdo significativa entre microalbuminuria pela tira reagente

semi-quantitativa e a RPCU de forma geral conforme ilustrado na figura 1.
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Figura 1: Grafico de dispersdo da correlagdo entre microalbuminuria pela tira reagente semi-quantitativa e a

RPCU

Testou-se as diferencas entre grupos de comorbidades para as varidveis RPCU e

microalbumindria pela tira reagente.
Foi observado um valor-p global marginalmente significativo para microalbuminuria

pela tira reagente (0,054) conforme demonstrado nas figuras 2 e figura 3.

Kruskal-Wallis p value = 0.054
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Figura 2: Grafico Box-plot de valores de microalbuminuria pela tira reagente semi-quantitativa (MICRO FITA)

entre os grupos.
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Kruskal-Wallis p value = 0.291
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Figura 3: Grafico Box-plot de valores de RPCU entre os grupos

5.4. Discussao

Diagnosticar lesoes renais de forma precoce permanece sendo um desafio na medicina
veterinaria. A microalbuminuria representa o indicador mais precoce de manejo inadequado de
proteinas pelo rim, seja a nivel glomerular ou tubular. Além disso, pode demonstrar mudancas
na permeabilidade vascular e indicar lesdes sistémicas. Porém, ¢ preciso se atentar as
possibilidades de interferéncias nesse exame e excluir as causas pré e pds-renais.

A praticidade de se poder testar o paciente no local de atendimento certamente
aumentaria a avaliacao da microalbumintria em caes. Essa avaliacdo deve ser realizada como
triagem, sendo fundamental que, posteriormente, testes quantitativos adicionais sejam feitos. A
microalbuminuria persistente e especialmente a microalbuminuria com aumentos progressivos
de sua magnitude, pode ser indicativa de lesdo renal ativa e demonstrar a necessidade de maior
investigagdo do caso.

Grande parte dos animais deste estudo foram ao atendimento clinico para avaliar a
doenca periodontal, que ¢ de suma importancia. Ja foi sugerido em varios trabalhos que a
doenca periodontal pode levar a bacteremia e possivel lesdo em 6rgaos-alvo, sendo um deles,
os rins (Harvey, 2022; McFadden e Marretta, 2013; Pereira dos Santos et al., 2019).

No presente estudo, o grupo 3, representado por animais com doenga periodontal, ndo
foi observado valores mais elevados de RPCU ou de microalbumintria na fita reagente
comparado a outros grupos, porém para esse trabalho foram selecionados apenas os animais
que possuiam proteina negativa ou tragos no exame da tira reagente. O valor médio de RPCU
para esse grupo foi 0,14, considerado como ndo proteinirico de acordo com a IRIS
(International Renal Interest Society, 2019). De qualquer forma, a média de microalbumintria

pelo método de tira reagente para este grupo foi de 12,38 mg/dL, valor acima do que ¢
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considerado normal, mas ainda insuficiente para ser detectado pelas tiras reagentes urinarias
usadas na rotina, podendo este grupo ser considerado microalbuminurico.

O mesmo ocorreu com os animais do grupo 6, que foram ao hospital para realizar
exames de rotina ou pré-cirtrgicos. Pelo valor de 0,16 de RPCU, estes animais foram
considerados ndo proteindricos, porém, tiveram como média para microalbuminuria, pelo
método de tira reagente, o valor de 11,9 mg/dL, caracterizando como microalbuminuricos.

Ja foi determinado que a microalbumintria pode ser identificada em caes com diferentes
patologias de forma mais precoce que outras alteracdes, como a elevagdo da RPCU e a
macroalbuminuria (Lees et al., 2002; Grauer et al., 2002; Pressler et al., 2003). O
acompanhamento posterior desses animais com novas avaliagdes de RPCU e microalbuminuria
poderia determinar se 0 mesmo ocorreria no presente estudo.

Os animais do grupo 1, portadores de DRC, e grupo 2, portadores de Leishmaniose,
apresentaram valores médios de RPCU de 0,26 e 0,22, respectivamente. De acordo com a IRIS
(2019) sao classificados como proteinuricos limitrofes. O resultado da microalbumintria pela
tira reagente corrobora com este achado pois os valores médios foram de 12,67 mg/dL e 14
mg/dL, respectivamente. Esses animais sdo considerados microalbumindricos e nao
macroalbuminuricos. Ainda ndo estd claro se caes microalbuminudricos devem sofrer alguma
intervengdo terapéutica, porém, nesses casos em que se sabe que o animal tem grande risco de
desenvolver proteintria, a avaliagdo da microalbumintria pode ser utilizada para monitorar o
tratamento e a progressio da doenga. Também € importante determinar se essa
microalbuminuria ¢ persistente ou transitoria e se aumentara a magnitude. Recomenda-se
avaliar a RPCU nos caes em que a microalbuminuria foi detectada para quantificar a gravidade
da proteintria. Em caes persistentemente microalbuminuricos, pode ser aconselhavel outros
exames para detec¢do de doengas glomerulares e outras afecgdes inflamatorias extra renais
(Pressler, 2013).

Os animais do grupo 4, diagnosticados com dermatite atopica canina e dermatite
alérgica a esclarecer, e do grupo 5, portadores de doenga inflamatoria intestinal, apresentaram
valores médios de RPCU também classificados como proteinuria limitrofe, 0,2 e 0,28
respectivamente. Os seus valores de microalbuminuria pela tira reagente foram de 8,33 mg/dL
e 6,75 mg/dL, respectivamente. Segundo a literatura atual, ainda ndo ha correlagdo entre caes
com dermatites alérgicas, como a dermatite atdpica canina, € a presenga de microalbuminuria.
J& foi relatado a predisposicdo de cdes com piodermite a proteintria. Sugeriu-se que a
proteintria nesses casos pode ser consequéncia da deposi¢do de imunocomplexos nos capilares

glomerulares (Batamuzi et al., 1998). Em seres humanos, pode-se associar o aumento da relagdo
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albumina/creatinina urinaria a dermatite atopica, mas seu mecanismo ainda ¢ incerto (Kim et
al., 2015).

Em um estudo realizado com 16 caes portadores de doenca inflamatodria intestinal
idiopatica (McCann et al.,, 2007) nao foi observada correlacdo entre a doenga e a
microalbuminuria. Porém, estudos com seres humanos portadores de doenca inflamatdria
intestinal obtiveram resultados diferentes. Um trabalho realizado em 2018 por Jang e
colaboradores concluiu que criangas com doencga inflamatoria intestinal s3o mais propensas a
apresentar sintomas renais do que criancas e adolescentes saudaveis. Os autores sugerem que
nesses pacientes deve ser realizada triagem urindria de forma regular para a detec¢do precoce e
tratamento imediato de complicagdes renais.

A microalbuminuria ¢ definida como uma concentragao de albumina na urina entre 1 e
30 mg/dL (Grauer, 2005; Pressler, 2013). Valores acima de 30 mg/dL sdo denominados de
macroalbuminuria, ou simplesmente, proteinuria (Pressler, 2013). Segundo a metodologia da
tira reagente semi-quantitativa utilizada neste estudo, os animais tiveram resultado de
microalbuminaria entre 1 mg/dL a 15 mg/dL. Porém, o valor maximo aferido pela tira
semiquantitativa ¢ de 15 mg/dL, o que pode ter subestimado o valor real da albumintria de
alguns animais.

Através da metodologia de imunoturbidimetria, os valores encontrados foram de 0 mg/L
e o valor maximo de 3,51 mg/L ou 0,35 mg/dL. O kit utilizado (BioTécnica) ¢ composto por
albumina humana. A albumina canina e a albumina humana compartilham homologia de 79%
nas sequéncias de aminoacidos, porém os anticorpos monoclonais contra a albumina humana
apresentam reatividade cruzada parcial com a albumina canina (Gentilini et al., 2005). Esse fato
poderia explicar a falha dessa avaliagcdo e os valores discrepantes quando comparados aos da
tira reagente semi-quantitativa.

Nao foi observada diferenga estatistica entre os sexos para as varidveis RPCU e
microalbumindria pela tira reagente, o que corrobora com estudo anterior em relagdo a
avaliacdo da relacao entre RPCU e género (Whittemore et al., 2006). Porém, vale ressaltar que,
no presente estudo, ndo foram avaliados animais com RPCU > 0,5.

Nao foi observada correspondéncia entre os métodos de microalbuminutria pela tira
reagente ¢ a RPCU. No entanto, a limitacdo de valor maximo da metodologia de
microalbuminudria pela tira reagente, ou seja, at¢ 15 mg/dL, pode ter contribuido para tal
resultado.

Ao se avaliar as diferencgas de valores de microalbumintria pela tira reagente entre os

grupos, encontrou-se um valor-p global marginalmente significativo (p = 0,054). O baixo
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nimero amostral de alguns grupos pode ter influenciado nesse resultado.

5.5 Conclusoes

Nas condigdes em que este estudo foi realizado, conclui-se que ndo ha correlagdo entre
os valores da microalbumindria avaliados pelo método de tira reagente semi-quantitativa e os
métodos de RPCU e imunoturbidimetria.

Microalbuminuria pode ocorrer em cdes com doenca periodontal ou mesmo em caes
sem nenhuma alteragdo clinica evidente, em que a RPCU estava dentro dos valores
considerados normais.

Valores limitrofes de RPCU em caes com DRC, leishmaniose, dermatite atopica canina

e doenca inflamatorio intestinal podem ser indicativos de microalbumintria.
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6. CAPITULO II

CORRELACAO ENTRE AS ALTERACOES NO SEDIMENTO URINARIO E A
RELACAO PROTEINA-CREATININA URINARIA EM CAES

Resumo

A avaliagdo da proteinuria ¢ de suma importancia na rotina médico veterinaria e sua
interpretacdo sempre deve ser acompanhada da avaliacdo da urindlise. Existem poucos estudos
controlados que avaliam o real impacto da inflamacdo e hemorragia do trato urinario na
proteintria em caes. Além disso, ndo ha concordancia total entre eles. Também nado ha estudos
que correlacionem a presenga de células e cilindros a proteintria em caes. Portanto, objetivou-
se avaliar, em estudo retrospectivo, as alteragdes da sedimentoscopia nos exames de urina rotina
realizados em caes e correlaciond-las aos valores da RPCU. Foram avaliados os resultados de
250 exames de urina rotina ¢ RPCU. Observou-se correlacio da RPCU com as variaveis
proteina (pela tira reagente), com a presen¢a de cilindros totais, de cilindros granulosos,
bactérias, pH, cristais de urato e cristais de carbonato de calcio. Além disso, houve correlacao
marginalmente significativa com cristais de xantina e leucdcitos. Nao foi observada correlagdo
da RPCU com a variavel idade, nem com a variavel células totais do sedimento. E ainda, a

variavel hemacia ndo apresentou correlagdo significativa com a RPCU.

Palavras-chave: hemacias; proteinuria; bacteriuria; cilindros; cristais urinarios.
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Abstract

The evaluation of proteinuria is of paramount importance in veterinary routine.
However, its interpretation should always be followed by the evaluation of urinalysis. Few
controlled studies evaluated the actual impact of urinary tract inflammation and hemorrhage on
proteinuria in dogs, and they do not fully agree with one another. In addition, no studies
correlate the presence of cells and casts to proteinuria in dogs. Therefore, the objective of this
study was to evaluate, in a retrospective study, the changes of sediment examination in routine
urine tests performed in dogs and correlate them with their UPC ratio values. The results of 250
routine urine tests and the UPC ratio were evaluated. A correlation was observed between the
UPC ratio and the variables protein per reagent strip, total casts, granular casts, bacteria, pH,
urate crystals and calcium carbonate crystals. In addition, a marginally significant correlation
was observed with xanthine crystals and leukocytes. There was no correlation between the UPC
ratio and the age variable per se. The red blood cell variable did not have a significant
correlation with the UPC ratio. There was also no correlation between the UPC ratio and the

total cell variable.

Keywords: bacteriuria; casts; crystals; proteinuria; red blood cells; urinary sediment.
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6.1.Introducao

A interpretacdo da proteinuria deve ser acompanhada da avaliacao da urinalise. Existem
poucos estudos controlados que avaliam o impacto da inflamacgao e hemorragia do trato urinario
como causadoras da proteindria em caes (Vaden et al., 2004).

Os resultados da influéncia da contaminagdo da urina com sangue sao controversos. Ja
foi reportado que uma pequena contaminagao sanguinea de uma amostra de urina poderia nao
ter influéncia ao se avaliar proteinuria de alta magnitude (Bagley et al., 1991). O mesmo pode
ser concluido em outro estudo (Vaden et al., 2004) em que se demonstrou que a contaminagao
com baixa quantidade de sangue ndo alterou o valor da RPCU em caes, inclusive em amostras
descritas como vermelho-claro ou roseas.

Um estudo demonstrou que uma contaminac¢do de sangue de > 0,125% pode aumentar
a RPCU, mas se a urina permanecer amarela (hematiria microscépica), € improvavel que
valores de RPCU > 0,5 ocorra pela hemattria. No entanto, a contaminagdo por sangue que
resulta na coloragdo vermelha da amostra de urina (hematuria macroscépica) pode aumentar a
RPCU acima do intervalo normal (Jillings et al., 2019). J& Vientds-Plotts e colaboradores
(2018) concluiram que a contamina¢do microscopica com sangue pode afetar a RPCU.

Em 2004, um estudo demonstrou que a grande maioria das amostras pitricas ndao foram
albumintricas e mantiveram valores normais de RPCU sugerindo que pode haver outras fontes
de inflamacgdo do trato urindrio que seriam mais provavelmente associadas a proteindria (Vaden
et al., 2004). Também ja foi descrito que ndo foi possivel associar alteracdes nos valores de
RPCU a presenga de bacteritiria (Meindl et al., 2019), porém ainda ndo se sabe se determinadas
espécies de bactérias podem incitar uma resposta inflamatoria mais intensa gerando, neste caso,
a ocorréncia de proteindria pos renal. O mesmo estudo demonstrou que um quinto (21,5%) das
amostras de urina com sedimento ativo apresentaram valores normais de RPCU. O mesmo pdde
ser observado em um estudo retrospectivo realizado com 1049 amostras de urina de caes, em
que nao foi possivel demonstrar correlacdo entre a bacteriuria com alteragdes nos valores da
RPCU (Strachan et al., 2022). Em outro estudo, observou-se que ndo houve diferenca na RPCU
na urina de caes com sedimento ativo, comparado com a RPCU de caes com sedimento inativo
(Rossi et al., 2012).

Hé poucos estudos controlados que correlacionam as alteragdes na sedimentoscopia
urindria com a proteinuria nos caes e ndo ha concordancia total entre eles. Também nao ha na
literatura atual estudos que correlacionem a presencga de células e cilindros a proteinuria em

caes, o que justifica mais estudos na area.
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6.2. Materiais e métodos

Foi realizado estudo retrospectivo utilizando-se os prontuarios de atendimentos no
Hospital Veterinario da UFMG.

Para selecdo dos prontudrios, foi gerado um relatéorio por meio do sistema de
atendimento do hospital em que foram incluidos todos os registros de atendimentos de caes nos
quais foram realizados exame de urina rotina e RPCU, no periodo de janeiro de 2020 a junho
de 2021.

Foram analisados e registrados a raga, sexo, idade, diagnostico ou suspeita clinica e
resultado da RPCU, bem como da sedimentoscopiasendo considerados os valores de hemacias,
leucocitos, bactérias, células, cristais e cilindros.

O resultado da quantidade de hemadcias ¢ expresso em células por campo. Quando o
resultado ndo era fornecido em apenas um valor absoluto, foi realizado a média aritmética entre
eles, de forma que 1 a 2 heméacias por campo teve como valor final 1,5. O mesmo procedimento
foi realizado com o parametro leucocitos.

O resultado de bactérias ¢ dado em numero de cruzes, de forma que uma cruz (+) foi
transformado em 1, duas cruzes (++) em 2, trés cruzes (+++) em 3 e quatro cruzes (++++) em
4. Em alguns casos, houve diferenciacdo entre numero de cocos e bastonetes sendo entdao
somados os dois resultados, sem distin¢gdo entre eles. Nos exames com resultado “tracos”,
optou-se por transforma-lo em 0,5.

As células foram avaliadas individualmente e pelo seu nimero total. Foram
consideradas as quantidades de células renais, células da pelve, células escamosas, células
transicionais e a soma de todas elas. O resultado ¢ dado em células por campo e foi feita a média
aritmética entre elas. Nos exames com resultado “raras”, optou-se por transforma-lo no nimero
absoluto 0,5.

Os cristais foram avaliados individualmente e pelo seu numero total. Foi computado o
resultado de cristais de estruvita, oxalato de calcio, bilirrubina, urato amorfo, fosfato amorfo,
xantina, carbonato de cdlcio e cristal amorfo e, nos casos em que o animal apresentava mais de
um tipo de cristal, a soma deles. O resultado ¢ dado em nimero de cruzes que foram
transformadas em valores absolutos. Nos exames com resultado ‘“raros”, optou-se por
transforma-lo em 0,5.

Os cilindros foram avaliados individualmente e pelo seu nimero total. Foi computado

o resultado de cilindros granulosos, hialinos, céreos e leucocitarios e, nos casos em que o
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mesmo animal apresentava mais de um tipo, a soma deles. O resultado é dado em cilindros por
campo, foi feita a média aritmética entre eles. Nos exames com resultado “raros”, optou-se por

transforma-lo no niamero absoluto 0,5. Nao foi registrado nenhum cilindro hematico.

6.3. Analise Estatistica

Foi produzida uma tabela de correlagdes par a par entre todos os 22 elementos ou grupos
de elementos e os valores de RPCU e realizado Andlise de Componentes Principais (analise
multivariada). Esta andlise multivariada avaliou todas as varidveis em conjunto, levando em
considera¢do a correlagdo entre elas e teve por objetivo destacar os principais padroes de
correlagdo entre as varidveis e como estas correlacdes se comportaram entre os diferentes
grupos.

A tabela de dados foi preparada para a Andlise de Componentes Principais (ACP).
Alguns valores de idade estavam ausentes e foram preenchidos através do método de imputagdo
de dados que preserva a matriz de variancia e covariancia (Multivariate Imputation by Chained
Equations, Van Buuren, Groothuis-Oudshoorn, 2011). Nenhuma varidvel apresentou
distribuicao normal. A fim de reduzir o efeito dessas caracteristicas na ACP, inicialmente foi
somado um valor aleatorio positivo insignificante (menor que 0,01) as medidas e em seguida
foi aplicada a transformagao logaritmica. Foi necessario somar esse valor aleatério positivo
porque havia muitos valores iguais a zero. A ACP foi realizada com essa matriz transformada

utilizando-se a matriz de correlagdo de Pearson.

6.4. Resultados

Foram avaliados os resultados de 250 exames de urina rotina e RPCU, sendo 126 fémeas
e 124 machos. As racas mais frequentes foram SRD, yorkshire, shihtzu, lhasa apso, poodle e
golden retriever, conforme demonstrado no grafico 3. As comorbidades mais frequentes foram,
em ordem decrescente, DRC, leishmaniose, pacientes oncoldgicos, cistite e

hiperadrenocorticismo, conforme demonstrado no grafico 4.
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Grafico 3 - Frequéncia por raga da populag¢do canina
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Os animais foram separados em 8 grupos de acordo com suas comorbidades e/ou
deram ser agrupadas nos demais grupos.

doenga renal cr

que ndo pu

suspeitas clinicas. Os grupos estdo demonstrados na tabela 5. O grupo 8 englobou comorbidades

prostatica benigna; DAC

DRC
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Tabela 5 — Grupos de animais de acordo com sua comorbidade/suspeita clinica

GRUPOS COMORBIDADE/ SUSPEITA CLIiNICA QUANTIDADE
Doenca Renal Cronica 80
GRUPO 1 Leishmaniose 42
Injuria Renal Aguda 5
GRUPO 2 Pacientes oncologicos 32
GRUPO 3 Cistite 21
GRUPO 4 Hiperadrenocorticismo 11
GRUPO 5 Urolitiase 9
GRUPO 6 Hemoparasitose 8
GRUPO 7 Exame de rotina 2
GRUPO 8 Outros 40

A andlise estatistica descritiva das variaveis, calculando os principais indices como
média, mediana, desvio-padrao e coeficiente de variacdo de cada grupo estd representada nas

Tabela 6, Tabela 7 ¢ Tabela 8.

Tabela 6 — Analise estatistica descritiva de RPCU, hemadcias, leucocitos e bactérias por grupos e geral

GRUPO RPCU HEMACIAS
< o ) 3 13 ] ° =) 3 12
= S |2 | E | £8| ES| = s |8 | E | 28| 5%
= o - = = [>) ‘: = o o - S 1>) ‘:
] 51 R= = 28| €« ] 51 R= = it =R
= |2 |2 |2 |8&| 82| % |2 |E |2 |85 28;
(O O =
1 261 | 13 |006]| 304 | 416 | 160% | 473 | 05| 0 | 170 | 18,40 | 389%
2 0,92 | 0,445 | 0,05| 507 | 1,20 | 131% | 1492 | 05 | 0 | 225 | 41,44 | 278%
3 223 | 0,66 | 0,1 | 12,19 | 3,47 | 155% | 18,12 | 25 | 0 | 250 | 53,97 | 298%
4 188 | 153 1049 | 559 | 143 | 76% | 036 | 05 | 0 | 0,5 | 023 | 64%
5 L13 | 066 | 011 3,01 | 1,02 | 90% | 150,72 | 3,5 | 0,5 | 1100 | 361,37 | 240%
6 2,26 | 088 | 0,11 | 95 | 327 | 144% | 931 |0,75| 0 70 | 24,52 | 263%
7 0,09 1 0,085(0,07| 0,1 | 002 | 25% | 250 | 25| 05 | 45 | 283 | 113%
8 2,02 | 0,605 | 0,06 | 31,39 | 5,33 | 264% | 10,65 | 0,5 | 0 | 330 | 52,21 | 490%

Geral 2,15 | 1,03 | 0,05 | 31,39 | 3,89 | 181% 13,3 0,5 0 1100 | 77,4 | 582%

GRUPO LEUCOCITOS BACTERIAS




46

= | £ | 2| = |8 2z = || 2| = |&& £
1 3,96 0,5 135 | 14,80 | 374% | 0,84 0,5 0 4 0,81 97%
2 8,98 0,5 0 95 | 23,58 | 262% 1,14 0,5 0 4 1,20 | 105%
3 27,86 | 17,5 | 0,5 165 | 38,05 | 137% | 2,12 2 0 4 1,17 | 55%
4 0,64 0,5 0 1,5 0,45 | 71% 0,50 0,5 0 2 0,59 | 118%
5 29,56 2 0,5 230 | 75,42 | 255% 1,28 1 0 3 1,12 88%
6 2,00 0,5 0 13,5 | 4,65 | 233% 0,50 0,5 0 1 0,38 76%
7 0,50 0,5 0,5 0,5 0,00 0% 0,75 0,75 | 0,5 1 0,35 | 47%
8 1,78 0,5 0 22,5 | 497 | 280% | 0,86 0,5 0 3 0,91 | 105%
Geral 6,94 0,5 0 230 | 23,48 | 338% | 0,98 0,5 0 4 0,98 | 100%
Tabela 7 — Analise estatistica descritiva de cé€lulas, cristais e cilindros por grupos e geral
GRUPO CELULAS CRISTAIS
® g S S & o £ '§ < s S S s o £ 'g
= | 2| 5|2 |88 ¢ o =1 2| 2| 2|88 & s
1 1,01 0,5 0 6,5 1,52 | 151% | 0,32 0 5 0,77 | 239%
2 1,00 0 0 8 2,04 | 204% | 0,41 0 0 6 1,16 | 286%
3 1,69 0,5 0 15,5 | 3,56 | 210% | 0,52 0 0 4 1,12 | 214%
4 0,36 0,5 0 1 0,39 | 108% | 0,00 0 0 0 0,00 NA
5 1,94 1,5 0 7,5 2,23 | 115% | 0,39 0 0 2,5 0,86 | 221%
6 1,19 1 0 25 | 096 | 81% | 0,69 0 0 4 1,39 | 202%
7 0,25 | 0,25 0 0,5 0,35 | 141% | 1,00 1 0 2 1,41 | 141%
8 0,83 0,5 0 3 0,90 | 109% | 0,39 0 0 5 1,09 | 283%
Geral | 1,04 | 05 0 155 | 1,77 | 170% | 0,37 0 0 6 0,93 | 253%




Tabela 8 — Analise estatistica descritiva de cilindros por grupos e geral

GRUPO CILINDROS
E .g E E é '§ Coeficiente
§ E é é g g de variacéo
1 0,24 0 0 8 0,80 328%
2 0,20 0 0 5,5 0,97 480%
3 0,05 0 0 0,5 0,15 316%
4 0,18 0 0 1,5 0,46 254%
5 0,11 0 0 1 0,33 300%
6 0,38 0 0 2 0,69 185%
7 0,00 0 0 0 0,00 NA
8 0,24 0 0 2,5 0,63 265%
Geral 0,22 0 0 8 0,73 339%

47

Na tabela 9 esta demonstrada as correlagdes pares a pares entre os elementos avaliados

e os valores de RPCU.

Tabela 9 — Correlagdo entre RPCU e os elementos avaliados

VARIAVEL 1 VARIAVEL 2 CORRELACAO VALOR-P
RPCU Proteina pela tira reagente 0,52 <0,001
RPCU Total de cilindros 0,21 0,001
RPCU Cilindros granulosos 0,20 0,001
RPCU Bactérias 0,15 0,019
RPCU pH -0,15 0,022
RPCU Cristais de urato -0,14 0,023
RPCU Cristais de carbonato de calcio 0,13 0,039
RPCU Cristais de xantina -0,12 0,056
RPCU Leucocitos 0,12 0,057
RPCU Cilindros hialinos 0,11 0,097
RPCU Hemaécias 0,10 0,117
RPCU Cristais de fosfato amorfo -0,09 0,180
RPCU Total de cristais -0,08 0,191
RPCU Cilindros céreos 0,08 0,212
RPCU Cristais de oxalato de calcio 0,05 0,428
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RPCU Cristais de estruvita -0,04 0,543
RPCU Cilindro leucocitario -0,03 0,590
RPCU Células da pelve 0,03 0,593
RPCU Células transicionais -0,02 0,795
RPCU Células escamosas -0,01 0,815
RPCU Cristais de bilirrubina 0,01 0,892
RPCU Idade 0,01 0,918
RPCU Cristal amorfo 0,00 0,949
RPCU Células renais 0,00 0,952
RPCU Total de células 0,00 0,994

Observou-se correlagdo entre RPCU e as varidveis proteina pela tira reagente, totais de

cilindros, cilindros granulosos, bactérias, pH, cristais de urato e cristais de carbonato de célcio.

Ainda, pode-se observar correlagdo marginalmente positiva com as variaveis cristais de xantina

e leucocitos.

Nao foi observada correlagdo entre RPCU e as demais variaveis, salientando-se as

variaveis hemacias, idade e total de células.

As figuras 4 a 9 ilustram as correlagdes entre RPCU e as varidveis proteina pela tira

reagente, bactérias, total de cilindros, leucocitos, hemaécias e idade.

PROT. FITA

Figura 4 — Grafico de dispersdo da correlagdo entre as varidveis RPCU e Proteina pela tira reagente (PROT.

FITA)

RPCU
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Figura 5 — Grafico de dispersdo da correlagdo entre as variaveis RPCU e bactérias
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Figura 6 — Grafico de dispersdo da correlagdo entre as variaveis RPCU e total de cilindros (TOTAL CILIND.)
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Figura 7 — Grafico de dispersdo da correlagdo entre as variaveis RPCU e leucocitos
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Figura 9 — Grafico de dispersao da correlagdo entre as variaveis RPCU e idade

Os dois primeiros componentes (proteina pela tira reagente e total de cilindros)
explicaram apenas 20,7% da variabilidade total da matriz de dados. Analisando o gréafico 5,
pode-se notar muitas varidveis pequenas, indicando baixa importancia para o resultado.
Também se observa muitas varidveis sobrepostas, indicando que muitas estdo correlacionadas
entre si. Para que seja possivel realizar a analise de forma produtiva, retirou-se as variaveis com

menor importancia para entdo realizar uma segunda ACP com um conjunto menor de variaveis.
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Grafico 5 — ACP entre todas as variaveis do trabalho
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A partir do resultado da ACP acima foram extraidas as varidveis com as maiores
importancias em relagdo a RPCU. Para isso, os valores absolutos das cargas dos dois
componentes foram somados e as variaveis foram ordenadas do maior valor de soma para o
menor. As onze primeiras foram extraidas e utilizadas na segunda ACP.

Apds isso, observou que os dois primeiros componentes explicaram 41,1% da

variabilidade total da matriz de dados. Utilizou-se esse grafico para gerar interpretacao.

Analisando o grafico 6, pode-se notar que pontos localizados no quadrante superior
direito tendem a apresentar maiores valores das varidveis hemacias, bactérias, leucdcitos,
células transicionais e total de células. Essas variaveis citadas (Agrupamento 1) tendem a ter
correlacdo positiva entre elas. Pontos localizados no quadrante inferior da direita tendem a
apresentar maiores valores das varidveis RPCU, cilindros granulosos, cilindros hialinos,
cilindros céreos e total de cilindros. Essas varidveis citadas (Agrupamento 2) também
demostraram tendéncia a correlag@o positiva entre si. Pontos localizados no quadrante superior
da esquerda tenderam a apresentar maiores valores de pH e menores valores das variaveis do
Agrupamento 2. Pontos localizados no quadrante inferior esquerdo tiveram tendéncia a
apresentar menores valores das variaveis do Agrupamento 1. Varidveis do Agrupamento 1 e do

Agrupamento 2 tenderam a apresentar baixas correlagdes entre os grupos.
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Grafico 6 — ACP atualizada entre as variaveis do trabalho
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No grafico 7 os animais foram separados por sexo. Ndo & possivel observar uma
separacdo clara entre os sexos e isso indica que o sexo ndo teve grande importancia em

determinar esse padrao.

Grafico 7 — Correlagdo entre sexo e as variaveis do trabalho
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Avaliando os grupos de caes separadamente, a maioria dos pontos do Grupo 3 (Cistite)

se localizam no quadrante superior direito, com maiores valores das varidveis hemacias,
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leucdcitos, bactérias, células transicionais e total de células (grafico 8). Os demais grupos
possuem poucos pontos para permitir uma interpretagdo mais robusta, ou os pontos estdo
distribuidos por todos os quadrantes, indicando que os animais desses grupos sao bastante

heterogéneos entre si.

Grafico 8 — Avaliacdo do Grupo 3 (Cistite) com as varidveis do trabalho (Capitulo 2)
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6.5. Discussao

A avaliacdo da proteinturia ¢ de suma importancia na rotina da clinica médica veterinaria
e deve ser sempre acompanhada da avaliacao da urinalise. Existem poucos estudos controlados
que avaliam qual seria o real impacto da inflamacdo e hemorragia do trato urinario na RPCU e
inexistem trabalhos sobre qual seria o impacto de outros elementos, como cilindros, células e
cristais na proteintria. Além do mais, os resultados para a influéncia da contaminagdao com
sangue na urina sao controversos.

Por vezes, a inflamagdo e hemorragia do trato urindrio sdo consideradas como as
causadoras da proteiniria em alguns exames de urina em cdes, baseando-se apenas na
experiéncia clinica (Vaden et al., 2004). Tal atitude pode representar um risco a esse animal, ao
se descartar de forma imponderada causas renais para resultados positivos de proteintria em
exames de urina com sedimento ativo.

Estudos demonstraram que amostras de urina com sedimento ativo apresentaram valores
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normais de RPCU (Meindl et al., 2019) e que ndo houve diferenca na RPCU na urina de caes
com sedimento ativo, comparado com a RPCU de caes com sedimento inativo (Rossi et al.,
2012).

No presente trabalho, foi possivel observar correlagdo com a RPCU para as variaveis
proteina pela tira reagente, total de cilindros, cilindros granulosos, bactérias, pH, cristais de
urato e cristais de carbonato de cdlcio. Ainda, correlagdo marginalmente significativa foi
observada com cristais de xantina e leucocitos.

Nao foi observada correlagdo da RPCU com a variavel idade por si sd, o que contradiz
estudo anterior (Whittemore et al., 2006) que concluiu que a idade tem influéncia na proteinuria.

A correlagdo da RPCU com a proteina pela tira reagente era esperada. Observou-se
correlagdo da RPCU com a variavel total de cilindros, cilindros granulosos, cilindros hialinos e
cilindros céreos. O aumento do numero de cilindros de urina, ou cilindruria, indica algum
processo patologico nos rins (Rizzi, 2014). Além disso, a presenga de cilindros ¢ importante
para classificacao da lesdo renal aguda (Crivellenti e Giovaninni, 2021). Logo, os valores
alterados de RPCU em caes com cilindraria tém, provavelmente, como origem, uma afec¢do
renal que leve a proteintria renal patologica e consequente formacdo dos cilindros e ndo os
cilindros em si.

Foi observada correlagdo da RPCU com a presenca de bactérias, o que contradiz
resultados de estudo anterior (Meindl et al., 2019). Ainda ndo se sabe se determinadas espécies
de bactérias podem incitar uma resposta inflamatoria mais intensa que outras (Meindl et al.,
2019).

A correlacdo marginalmente significativa da RPCU com leucdcitos encontrada nesse
estudo também difere do resultado encontrado por Vaden e colaboradores (2004). Os autores
sugeriram que pode haver outras fontes de inflamacdo do trato urinario que seriam mais
provavelmente associadas a proteintria.

A variavel hemdcia nao obteve correlagdo significativa com a RPCU, coincidindo com
estudos realizados anteriormente (Bagley et al., 1991; Vaden et al., 2004) e diferindo do
trabalho realizado por Vientos-Plotts e colaboradores (2018), que concluiu que a contaminagao
microscopica com sangue pode afetar a RPCU. Ainda ndo ha conformidade entre os estudos,
visto que um trabalho demonstrou que se a urina permanecer amarela (hematiria microscopica),
seria improvavel que valores de RPCU > 0,5 se devessem a hemataria (Jillings et al., 2019).

Apesar de se ter observado correlagdo entre a RPCU e os cristais de urato e cristais de
carbonato de célcio, 0 mesmo ndo pode ser visto com os demais cristais € nem com 0 nimero

total de cristais. Amostras hipersaturadas de urina predispdem a formagdo de cristais, assim
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como as baixas temperaturas de refrigeracdo (Crivellenti ¢ Giovaninni, 2021). Nao foram
encontrados trabalhos que demonstrem essa correlagdo. Também ndo foi vista correlacdo da
RPCU com a variavel total de células.

Analisando o grafico de ACP (grafico 8) observou-se que as varidveis hemadcias,
bactérias, leucocitos, células transicionais e total de células mostraram tendéncia a correlacao
positiva com o grupo 3, correspondente aos animais com cistite, sendo este resultado esperado
devido a ocorréncia de bactérias nestes casos, além de inflamacdo da mucosa da vesicula
urinaria ocasionando maior presenca de células inflamatorias, descamacao do epitélio e
possiveis sangramentos.

Ainda, as varidveis RPCU, cilindros granulosos, cilindros hialinos, cilindros céreos e
total de cilindros também tenderam a ter uma correlagdo positiva entre si, € a relacao entre a
presenca de cilindros e a proteinuria foi discutida anteriormente.

As variaveis hemacias, bactérias, leucocitos, células transicionais e total de células
tenderam a apresentar baixa correlacdo com a varidvel RPCU.

Além disso, no grafico 7 foi possivel observar que nao houve separagdo clara entre os
sexos, concluindo-se entdo que o género ndo teve grande importancia em determinar o padrao

em nenhuma das variaveis avaliadas, incluindo a RPCU.

6.6. Conclusoes

Foram observadas correlagdes significativas da variavel RPCU com as variaveis proteina
pela tira reagente, total de cilindros, cilindros granulosos, bactérias, pH, cristais de urato e
cristais de carbonato de calcio. Ainda, correlacdo marginalmente significativa foi observada
com cristais de xantina e leucdcitos.

Nao foi observada correlagio da RPCU com a variavel idade. A variavel hemacia nao
obteve correlacao significativa com a RPCU. Também nao foi vista correlacio da RPCU com

a variavel total de células.
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ANEXOS

Anexo I

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Microalbumindria em caes: Comparacéo de técnicas e correlagao das
alteragdes no sedimento urinario com a relagao proteina-creatinina urinaria em cées", protocolo do CEUA: 148/2021
sob a responsabilidade de Adriane Pimenta da Costa Val Bicalho que envolve a produgédo, manutengao e/ou
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 09/08/2021.

Vigéncia da Autorizagao

09/08/2021 a 08/08/2026

Finalidade Pesquisa

*Espécie/linhagem Cao / Indiferente

N¢ de animais 73

Peso/ldade 10kg / 5(anos)

Sexo indiferente

Origem Atendimento clinico do Hospital Veterinario
*Espécie/linhagem Céao / Indiferente

N® de animais 5

Peso/ldade 10kg / 5(anos)

Sexo indiferente

Origem Atendimento clinico do Hospital Veterinario

Consideracoes posteriores:

09/08/2021

Aprovado com Recomendacéao na reunido ordinaria on-
line do dia 09/08/2021. Validade: 09/08/2021 a
08/08/2026. RECOMENDAGCAO:Conforme apresentado
no célculo do tamanho amostral, para se obter a
estimativa da sensibilidade com margem de erro de
10% serdo necessarios 73 animais. Porém, uma vez
que o parametro RPCU > 0,5 definira os animais com
microalbumindria que participarao desse grupo, espera-
se que o0 numero total de animais avaliados sera maior
que 73, de acordo com a frequéncia esperada para
essa alteracao na populagao estudada. De forma
semelhante, o nimero de animais necessarios para o
grupo com RPCU < 0,5 depende da proporcao de
animais com o parametro maior e menor que 0,5. O
numero total de animais solicitados deve levar em
consideragao todos os animais avaliados, mesmo os
que nao entrarem nos grupos experimentais. Portanto, a
CEUA recomenda que, ao término do projeto, os
pesquisadores apresentem um relatério com o nimero
de animais efetivamente avaliado.




Anexo 11

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Microalbumindria em ca@es: comparacao de técnicas e correlagdo das
alteracdes no sedimento urindrio com a rela¢@o proteina-creatinina urindria em caes

Nome do pesquisador responsavel: Adriane Pimenta da Costa-Val Bicalho

Razao social e Ciaep instituicio da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas Gerais
— Ciaep: 02.044.2019

Objetivos do estudo: Avaliar a microalbumindria em caes pelos métodos de eletroforese de
proteinas urindrias, imunoturbidimetria e por tiras reagentes semi-quantitativas. Determinar se as
tiras reagentes semi-quantitativas sdo adequadas para avaliacdo de triagem da microalbumintria em
caes. Avaliar quais e em qual grau de alteracdes no sedimento urindrio podem levar a alteragdes nos
valores da relacdo protefna-creatinina urindria.

Procedimentos a serem realizados com os animais: Sera realizado o exame clinico dos caes e
coleta de urina por meio de sondagem uretral ou cistocentese guiada por ultrassom.

Potenciais riscos para os animais: Os riscos para os animais com o exame fisico e coleta de urina
sdo minimos, uma vez que sdo procedimentos simples e serdo realizados por profissionais treinados.
Os riscos da sondagem uretral sdo infeccdo do trato urindrio de origem iatrogénica (risco
minimizado através da correta higieniza¢@o) e traumas no epitélio uretral. Os riscos da cistocentese
sd0 hematomas no local da puncdo, ruptura vesical e pungdo erronea de outro 6rgdo da cavidade
abdominal (riscos minimizados pela correta contencdo do animal e da realizacido da puncio guiada
pela ultrassom).

Cronograma:

ATIVIDADES 2°/2020 1°/2021 2°/2021 1°/2022

Redacdo do projeto X X

Compra de material X

Realizacdo do experimento X

Anilise dos dados X

Redacdo da dissertacdo X

Defesa da dissertacio X

Envio de artigo para publicacdo X

Beneficios: A pesquisa contribuird para maior esclarecimento sobre as diversas técnicas
empregadas para avaliacdo da microalbumintria em cdes e suas aplicabilidades na prética clinica.

Sua autorizacgio para a inclusdo do (s) seu (s) animal (is) nesse estudo € voluntdria. Seu (s) animal
(is) poderd (20) 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 regulatérias poderdo solicitar suas informagdes, e nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspecdes regulares. A Médica Veterindria responsdvel pelo (s) seu (s)
animal (is) sera a Dra. Adriane Pimenta da Costa-Val Bicalho, inscrita no CRMYV sob o n° 4331.
Além dela, sua equipe também se responsabilizara pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is) durante

1
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todo o estudo e ao final dele. Quando for necessério, durante ou apés o periodo do estudo, vocé
podera entrar em contato pelos contatos:

Adriane Pimenta da Costa Val Bicalho

Endereco: Escola de Veterindria da UFMG — Av. Antonio Carlos, 6627, Campus Pampulha
CEP: 31270-901/ Sao Luiz, Belo Horizonte — MG.

Telefone: (31) 3409-2000

E-mail: adriane@ufmg.br

Assinatura do pesquisador responsével Data

Mariane Martins Wagatsuma

Endereco: Escola de Veterinaria da UFMG — Av. Antonio Carlos, 6627, Campus
Pampulha

CEP: 31270-901/ Sao Luiz, Belo Horizonte — MG.

Telefone: (31) 3409-200

E-mail: marianemw7 @ gmail.com

Assinatura do pesquisador (mestranda) Data

Declaracio de consentimento

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

(cidade) (data)

Nome completo:

Assinatura do Responsavel:

Documento de Identidade:

Identificacao do (s) animal (is):

Nome:

Niimero de identificagao:

Espécie:

Raga:
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