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RESUMO

Com o aumento da longevidade dos animais de companhia e a existéncia de determinadas
enfermidades endémicas que comprometem a funcdo renal de cdes e gatos, a doenca renal
crbnica tem se tornado uma condicao cada vez mais prevalente na rotina clinica. O diagndstico
precoce € fundamental para a adocdo das devidas medidas terapéuticas antes que ocorra perda
importante da massa funcional renal. O método atualmente mais utilizado muitas vezes possuli
baixa correlacdo com a taxa de filtracdo glomerular em baixos niveis de disfuncéo renal, o que
retarda o diagndstico e o sucesso das medidas intervencionistas. Em medicina, 0s niveis
circulantes de homocisteina tem demonstrado uma relagdo inversamente proporcional ao
declinio da funcéo renal, embora na veterinaria, 0 nimero de trabalhos com esse analito ainda
seja escasso. Este trabalho teve por objetivo verificar, através da realizacdo de um ensaio clinico
com animais portadores de doenca renal cronica, as relacfes existentes entre as concentracdes
séricas de homocisteina e a funcdo renal. 5 cées higidos e 16 portadores de DRC foram
admitidos ao estudo e submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial, com os pacientes portadores
de DRC avaliados em 4 tempos distintos, sob efeito de tratamento conservador. A concentracédo
de homocisteina foi avaliada em amostras de plasma ao longo desses 4 tempos, constatando-se
que esta apresentou-se elevada em pacientes portadores de DRC em relagcdo aos pacientes
higidos e que quanto maior era o estagio da doenca maiores eram os valores de
hiperhomocisteinemia. Tal achado evidencia o potencial da utilizacdo dessa molécula como

biomarcador de disfuncao renal.

Palavras-chave: Sobrevivéncia; biomarcardor; Filtragéo; prognostico



ABSTRACT

With the increase in the longevity of companion animals and the existence of certain endemic
diseases that compromise the renal function of dogs and cats, chronic kidney disease has
become an increasingly prevalent condition in the clinical routine. Early diagnosis is essential
for the adoption of appropriate therapeutic measures before significant loss of renal functional
mass. The currently most used method often has low correlation with the glomerular filtration
rate at low levels of renal dysfunction, which delays the diagnosis and the success of
interventional measures. In medicine, circulating levels of homocysteine have been shown to
be inversely proportional to declining renal function, although in veterinary medicine, the
number of works with this analyte is still small. This work aims to verify, through a clinical
trial with animals with chronic kidney disease, the relationships between plasma concentrations
of homocysteine and kidney function. 5 healthy dogs and 16 with CKD were admitted to the
study and submitted to clinical and laboratory evaluation, with patients with CKD evaluated at
4 different times, under the effect of conservative treatment. The concentration of homocysteine
was evaluated in plasma samples over these 4 times, showing that it was higher in patients with
CKD compared to healthy patients and that the higher the stage of the disease, the higher the
levels of hyperhomocysteinemia . This finding highlights the potential use of this molecule as

a biomarker of renal disfunction.

Palavras-chave: Survival; Prognosis; Filtration; biomarker.
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1. INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) é a desordem renal mais comum em cées e gatos,
com o nimero de animais de companhia portadores da condicdo aumentando & medida
do aumento da longevidade. Com a reducdo no numero de néfrons funcionais, os néfrons
remanescentes autoperpetuam a lesao por atuarem em sobrecarga de funcéo, conferindo
a DRC um carater de cronicidade e progresséao (Ettinger & Feldman, 2005; Ruiz-Ortega
et al., 2020).

A identificacdo precoce e a introducdo de praticas terapéuticas que visam
proporcionar a adequada renoprotecdo tem sido um ponto importante na obtencdo de
melhor prognostico e qualidade de vida para os pacientes. Entretanto, o tratamento
utilizado é apenas conservativo e visa retardar a progressdo natural das lesdes renais,
ndo promovendo restauracao funcional total. Os métodos atualmente utilizados para sua
identificacdo podem pecar pela baixa sensibilidade em estagios iniciais de disfuncao
renal ou acessibilidade, com retardo no diagnostico e consequéncias indesejaveis no
resultado clinico.

Assim, a identificacdo de marcadores cada vez mais precoces e que possam
facilmente ser incorporados na rotina clinica, de forma isolada ou em conjunto com
outros analitos, pode permitir intervencGes terapéuticas em estagios iniciais da doenca
e, consequentemente possibilitarem um maior tempo de preservagdo da fungéo renal
remanescente.

A homocisteina (Hcy), um aminoécido ndo essencial derivado do metabolismo
da metionina, tem sido relacionada, na medicina, como um bom biomarcador de fungéo
renal, embora o mecanismo responsavel por essa associacdo ainda nao seja
completamente elucidado. Sabe-se que pacientes portadores de DRC, mesmo em baixos
niveis de disfuncdo, & apresentam tendéncia em se apresentarem
hiperhomocisteinémicos, com 0s acrescimos proporcionais, em intensidade, ao grau de
declinio na funcdo renal.

Em medicina veterinaria, entretanto, o nimero de trabalhos existentes ainda é
escasso e sequer existem valores de referéncia estabelecidos para sua concentracdo em
animais higidos. Assim como na medicina, existem estudos que correlacionam a
hiperhomocisteinemia ao maior risco do desenvolvimento de alteragdes cardiacas, mas

ainda nao esclarecem a relacdo do analito a condi¢éo renal do paciente.
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Dado o potencial da utilizacdo da homocisteina como indicador precoce de
disfuncdo renal, o objetivo desse trabalho é demonstrar que existe correlacdo entre a

doenca renal crénica, o declinio da funcéo renal e a concentracdo de homocisteina sérica.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 CARACTERIZACAO E DIAGNOSTICO DA DOENCA RENAL
CRONICA

A doenca renal crénica (DRC) é a desordem renal mais comum em cées e gatos,
sendo caracterizada pela perda permanente e progressiva do nimero de néfrons
funcionais e consequente declinio de funcéo renal. A prevaléncia na populacdo de cdes
é estimada em 0,5 a 1%, enquanto em gatos a prevaléncia é maior, variando entre 1 a
3%. Animais mais velhos apresentam as maiores prevaléncias, com taxas proximas aos
80% na populacdo de gatos geriatricos (Polzin, 2010; Marino et al., 2014).

A progressdo natural da doenca ou a piora sustentada da funcéo renal ao longo
do tempo, é uma caracteristica da DRC na maioria dos animais, mas sua patogénese
ainda permanece indefinida. Multiplos fatores de risco sdo documentados, tais como:
idade, proteindria, endemia de certos agentes infecciosos, doencas cardiacas e
predisposicdo racial. A falha na eliminacdo desses e outros fatores pode ser uma
explicacdo para a progressividade da doenca. Também, como os néfrons remanescentes
executam suas funcbes em sobrecarga de trabalho, para compensacéo dos perdidos de
forma irreversivel, desencadeiam um mecanismo de troca de danos continuos,
autoperpetuador da lesdo renal (Coweggil et al., 2016; Ettinger & Feldman, 2017).

Considerando-se a natureza cronica e progressiva da doenga, muitos pacientes
necessitam de tratamentos vitalicios que visam retardar a velocidade da progressdo das
lesbes renais. O progndstico € intrinsecamente relacionado a fase em que a doenga é
diagnosticada e 0 momento em que o tratamento conservativo € instituido, de tal forma
gue guanto mais precocemente se inicia a terapia, mais favoravel é o prognostico.
Entretanto, o quadro muitas vezes so € evidenciado em estagio mais avancgado da doenga,
quando a perda de massa funcional renal j& € importante, o que resulta em menor eficacia
terapéutica e/ou reducdo na qualidade de vida e longevidade dos pacientes. Isso ocorre
pela caracteristica silenciosa da doenca ou pela utilizagdo de métodos diagnoésticos com
baixa sensibilidade, especialmente adotados em estagios iniciais da doenca (Pressler,

2015). Assim, a utilizacdo de marcadores de disfuncdo renal cada vez mais sensiveis e
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precoces, isto é, capazes de identificar o doente renal crénico em estagios iniciais, tem
sido um ponto chave no tratamento da condicdo (Barllet et al., 2010; Roudebush et al.,
2010; Sargent, 2020).

Atualmente, o estadiamento da DRC é realizado com base em uma classificagdo
proposta pela sociedade internacional de interesse renal (IRIS, 2023). H& quatro
classificagcdes propostas (quadro 1), baseadas na avaliacdo, em dois momentos distintos
e em pacientes estaveis e normohidratados, das concentracdes séricas de creatinina e/ou
da dimetilarginina assimétrica (SDMA). O sistema de classifica¢do é utilizado como
guia para definicdo das intervencdes terapéuticas e determinacdo progndstica dos
pacientes, de tal forma que quanto maior o grau da doenca, pior € o prognéstico e o
sucesso terapéutico. Como os sinais caracteristicos da DRC nao sdo comuns nos estadios
iniciais, para se alcancar o diagnostico precoce, a identificacdo de fatores de risco para
o desenvolvimento da doenca, obtida pela analise do histérico clinico do paciente e
presenca de doengas concomitantes, € um ponto fundamental (Syme, 2019).

Quadro 1. Estagios da doenca renal crénica em cdes e gatos, baseados nas concentragdes séricas de
creatinina e SDMA (dimetilarginina simétrica), segundo a IRIS (2023).

Concentragdo sérica para cées

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
Creatinina <l4 14-228 2,9-50 >5,0
(mg/dL)
SDMA (ug/dL) <18 18-35 3654 > 54
Concentracdo sérica para gatos
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
Creatinina <16 16-28 29-50 >50
(mg/dL)
SDMA (ug/dL) <18 18-25 26-38 > 38

Ainda, a IRIS propde um sistema de subestadiamento baseado em niveis de
proteindria apresentados pelo paciente (quadro 2). A presenca persistente de
concentragdes proteicas na urina em valores acima do normal constitui uma condigéo
patoldgica e que pode desencadear quadros de hipoalbuminemia. Além disso, em
animais azotémicos ou nao, a ocorréncia proteindria tem demonstrado forte correlacédo
com menor taxa de sobrevida tanto em gatos quanto em cdes. Dessa forma, o
subestadiamento de pacientes através da avaliagdo da relacdo proteina/creatinina

urindria (RPCU) é de suma importancia para a consideracdo das intervengdes



terapéuticas a serem adotadas (Wehner et al., 2008; Littman, 2011; Hokamp et al., 2016;
Vaden & Elliot, 2016; Meindl et al., 2018). O teste padrdo-ouro para avaliacdo da
proteindria é a relacdo proteina/creatinina urinaria (RPCU), principalmente por
apresentar, mesmo com uma Unica amostra de urina, uma boa correlagdo com a
quantificacdo de proteinas eliminadas na urina de amostras ao longo de 24 horas (Harley
& Langston, 2012).
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Quadro 2. Subestadiamento do DRC de acordo com os valores de proteindria, segundo a IRIS (2023).

RNeIa(;éo proteina: creatinina urinaria Subestadio

Cées Gatos

<0.2 <0.2 Né&o proteindrico
0.2a0.5 0.2a0.4 Proteindrico limitrofe

>0.5 >0.4 Proteindrico

A estimativa da taxa de filtracdo glomerular (TFG) é considerada o padrdo-ouro
para avaliacdo da funcdo renal, uma vez que se correlacionada de forma proporcional a
massa renal funcional (Pressler, 2015). Apesar de a mensuracdo direta da TFG ser dificil,
sua avaliacdo se torna possivel através da utilizacdo de biomarcadores com 0s quais se
correlaciona. Usualmente, a creatinina é utilizada como o principal biomarcador de
funcéo renal na rotina clinica, mas apresenta baixa correlacdo com a TFG, quando os
pacientes apresentam baixos niveis de disfuncdo renal. Além disso, a influéncia da massa
magra em sua concentracgdo sérica dificulta ainda mais a interpretacdo em pacientes com
baixo escore corporal, como o0s geriatricos, e/ ou que apresentem alteragdes sutis na
TFG. Tais fatos resultam no atraso da detec¢do da DRC, uma vez que, quando ocorrem
elevacBes em sua concentracdo, ja ocorreu uma perda importante no nimero de néfrons
funcionais. Como a adocdo de medidas terapéuticas em estagios iniciais pode retardar a
progressdo da doenca, além de aumentar as chances de identificagdo da causa da
disfuncéo, o que influencia diretamente no progndstico, a busca por biomarcadores mais
sensiveis que possam ser utilizados para identificagdo precoce e monitoragdo desses
pacientes é justificavel (Braun et al., 2003; Ettinger & Feldman, 2005; Nabity et al.,
2015; Sargent et al., 2020).

A SDMA é um biomarcador relativamente recente cujas concentracfes séricas
variam de acordo com alteragOes na taxa de filtracdo glomerular, uma vez que sua
depuracédo ocorre quase que exclusivamente por via renal. Isso, somado ao fato de que

parece sofrer minima influéncia de alteracGes extra renais, a torna um marcador da TFG



em potencial. Essa substancia deriva da metilacdo intranuclear da L-arginina e é liberada
na circulacdo apos a protedlise (Nabity et al., 2015). Além de ser mais precoce na
identificacdo de declinios iniciais na funcéo renal, a SDMA néo sofre interferéncia da
quantidade de massa magra do paciente e varia pouco em relacdo as diferentes racas.
Apesar disso, seu papel como ferramenta de monitoramento na progressao da DRC ainda
néo se encontra estabelecido, com possibilidade de interferéncia de fatores como a dieta
e a taxa de renovacao proteica em suas concentracdes (Sargent et al., 2020).

Em felinos, j& se demonstrou que a presenca de endocrinopatias, como 0
hipertireoidismo, influenciam de forma menos significativa as concentracbes de SDMA
do que as de creatinina (Szlosek et al., 2020). Entretanto, concentracdes
significativamente mais baixas de SDMA sdo encontradas em gatos portadores de
diabetes mellitus e sem DRC (Langhorn et al., 2017). Em cées portadores de
hipotireoidismo, condi¢do que afeta negativamente a TFG, os niveis de SDMA podem
se encontrar normais, mesmo com elevagdes claras nas concentragdes de creatinina,
colocando em duvida o valor da SDMA como biomarcador confiavel em cdes com

disfuncdes tireoidianas (Di Paola et al., 2020).

1.2 AHOMOCISTEINA

1.2.1 Origem da molécula

A Homocisteina (Hcy) é um metabdlito sulfurado, produzida de forma endégena
através da desmetilacdo da metionina, a Gnica fonte da qual deriva, e é fundamental para
manutencdo da homeostase celular. Seu metabolismo contribui para a ocorréncia de duas
vias metabdlicas: a remetilacdo dependente ou ndo de folato e a transulfuracdo pela
cistationa, com formacdo de metionina e cisteina, respectivamente. Nas duas vias, as
vitaminas do complexo B desempenham um importante papel, participando como
cofatores enzimaticos, especialmente as vitaminas riboflavina (B2), piridoxina (Bs),
folato (Bg) e cobalamina (B12), além de enzimas, cujas producdes sdo reguladas por
fatores genéticos (Kumar et al., 2017; Finkesltein & Martin, 2000; Koklesova et al.,
2021).

Ambas as vias metabolicas sdo reguladas pela S-adenosilmetionina (SAM), que,
além de atuar como um doador universal de grupamentos metil (-CH3) e coenzima na
transmetilacdo da He, € um inibidor alostérico da enzima metilenotetrahidrofolato

redutase (MTHFR) ¢ ativador da Cistationa B-sintase (CBS). Dessa forma, por ativar ou
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inibir a atividade dessas enzimas, concentracfes elevadas de SAM evitam o acumulo
celular de homocisteina e concentragcbes reduzidas resultam em aumento das
concentragdes de homocisteina, podendo levar a quadros de hiperhomocisteinemia
(Kumar et al., 2017; Koklesova et al., 2021).

A partir da metionina (Met), um aminoacido essencial obtido através da
alimentacdo ou da quebra de proteinas enddgenas, as moléculas de SAM sdo obtidas na
reacdo enzimatica catalisada pela enzima adenosil-transferase (ADNT). Ap6s sua
sintese, a SAM doa seu grupamento metil a uma variedade de moléculas denominadas
receptoras de metil, dando origem a compostos metilados e a S-adenosil homocisteina
(SAH). A molécula de SAH, entdo, sofre deadenilacdo, processo mediado pela enzima
S-adenosil hidrolase, com formacéo do aminoacido homocisteina. A He resultante pode
ser metabolizada pela via da remetilacdo, especialmente em estados em que as
concentragdes de Met estdo reduzidas, processo que pode ser catalisado por duas
enzimas distintas: a metionina sintase, que se utiliza do grupamento metil do 5- N
tetrahidrofolato (5 NTHF) em reacdo dependente da vitamina Bi2, ou a betaina
homocisteina S-metiltransferase, que utiliza a betaina como doadora de metil. Apesar de
0 5 NTHF ser a principal fonte dos grupamentos metil na remetilagcdo da He, a betaina e
a colina também podem atuar como fontes doadoras. Ainda, a He pode sofrer
transulfuracdo, reacdo catalisada pela CBS na presenca de concentracdes adequadas de
Met, produzindo o aminoacido cisteina. Alternativamente, a homocisteina pode se
recombinar com a serina para formar cistationina, reacdo catalisada pela CBS com
dependéncia da B6 (Mccully, 2015; Kumar et al., 2017).

A presenca de aparato enzimatico e seus cofatores em concentragdes adequadas
é fundamental para a ocorréncia das vias metabdlicas das quais a He participa. Dessa
maneira, mutacdes genéticas nos genes que codificam as enzimas responsaveis pelas
reacOes de remetilacdo ou transulfuracdo podem resultar em formas severas de
hiperhomocisteinemia, enquanto a deficiéncia das vitaminas Bs, Bg € Bi2, de forma
isolada, geralmente causam elevacdes mais discretas (Perry et al., 1995). Ha estudos que
indicam que paises que ndo contam com politicas de suplementacéo dietética de acido
félico, apresentam maiores prevaléncias de hiperhomocisteinemia, dado a sua
importancia no metabolismo desse aminoacido (Hao et al., 2003).

Ao contrério da metionina, a homocisteina € um aminoacido ndo essencial, mas
gue possui um papel importante no crescimento, pois pode ser convertida em Met, via

remetilacdo, na auséncia de metionina dietética. A cisteina, por sua vez, ndo fornece
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suporte ao crescimento, pois ndo pode ser reconvertida em Met, uma vez que a reagéo
quimica da qual resulta é irreversivel (Mccully, 2015). A figura 1 ilustra o esquema de

producdo da homocisteina.

Tetrahidrofolato

Metionina \v
.
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X-MT Metilagio
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Figura 1. Resumo esquematico do metabolismo da metionina e homocisteina. As caixas delimitadas
por maior espessura de linha relacionam-se as enzimas, enquanto as com linha fina demonstram os
cofatores enzimaticos. X-MT, metitransferases dependentes de AdoMet; SAAH, S-
Adenosilhomocisteinahidrolase; MS, metionina sintase; BMT, betaina metiltransferase; MTHFR,
metilenotetrahidrofolato redutase; CBS, cistationa [-sintase; yCL, vy-cistationase; MeCbl,
metilcobalamina; FAD, flavina adenina dinucleotideo; PLP, piridoxal 5’-fosfato. Adaptado de Fowler,
2005.

A homocisteina circulante total (tHcy) é definida como a soma de todas as formas
de He presentes no plasma sanguineo, o que inclui as formas que circulam livremente e
as ligadas entre si ou as proteinas plasmaticas (Long & Nie, 2016; Perna & Ingrosso,
2019). Uma vez produzida no meio intracelular, seu excesso é liberado na corrente
sanguinea de forma ativa. Cerca de 80% da tHe encontra-se oxidada e é transportada
ligada a proteinas plasmaticas, especialmente a albumina. Menos de 1% encontra-se em
sua forma livre e 10% circulam em uma forma dissulfidica, em que duas moléculas de
He se encontram ligadas por pontes de enxofre. A concentracdo plasmatica de tHe é

dependente do equilibrio existente entre a velocidade com que é produzida, a taxa de



metabolizacdo pelas vias de remetilacdo e transulfuracéo, e a sua taxa de remocéo
(Ueland et al., 1993; Long & Nie, 2016; Hermman & Sitdikova, 2021).

Em ratos, o tecido renal desempenha importante papel na metaboliza¢éo da He,
especialmente pela via de transsulfuragéo, sendo os rins indicados como o principal sitio
para remocao e metabolizagdo da He circulante (Bostom et al., 1995; House et al., 1997).
Ha relatos de que em humanos, as enzimas relacionadas ao metabolismo da He
apresentam grandes concentracfes no tecido renal e hepético (Finkelstein, 1990), mas

ndo foram encontradas referéncias em animais domésticos ou na medicina veterinaria .

1.2.2 Interpretacdo das concentracdes de homocisteina

A hiperhomocisteinemia (hHcy) é definida como uma elevacdo das
concentracdes plasmaticas de tHe, isto é, da soma de todas as formas de Hcy existentes
no plasma sanguineo. Em humanos, tais elevacdes estdo mais comumente relacionadas
a deficiéncia de componentes que atuam diretamente em suas vias metabolicas,
principalmente as vitaminas do complexo B, importantes cofatores das enzimas
participantes dessas reagdes. Além disso, defeitos genéticos que implicam em prejuizos
a sintese de enzimas que catalisam as reacdes envolvidas em seu metabolismo, idade,
sexo, estilo de vida e doenca renal cronica sdo apontadas como causas de
hiperhomocisteinemia (Nerbas et al., 2005; Neves et al., 2009; Long & Nie, 2016).

Enquanto em humanos a hHcy é classificada quanto a intensidade em leve,
moderada e severa, em medicina veterinaria nem mesmo os niveis de referéncia se
encontram bem estabelecidos, com poucos estudos relacionados ao tema (Friedman et
al., 2001; Suematsu et al., 2006; Lee & Hyun, 2012; Lee et al., 2017).

Em medicina, a Hcy € considerada um fator independente para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, sendo conhecida a forte relagdo existente
entre a hHcy e fatores preditores de desenvolvimento de placas ateromatosas. Ainda, foi
demonstrado que os baixos niveis de homocisteina, obtidos apos suplementagdo com
vitamina B2, em pacientes sem doenca renal, reduz de forma significativa o risco de
ocorréncia de paradas cardiacas. Acredita-se que esse achado, em parte, explique a
relacdo existente entre doencas renais cronicas e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Spence, 2013; Spence et al., 2016). Entretanto, os alvos celulares da
Hcy cuja interacdo resultavam em disfuncéo celular e contribuiam para os quadros de

aterosclerose ndo eram completamente compreendidos, até se demonstrar o seu efeito
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no interior das células endoteliais (Barbato et al., 2007; Colgan & Austin, 2007).

A metalotioneina (MT) representa um tipo de proteina intracelular atuante nos
processos de detoxificacdo de metais pesados, regulacdo do metabolismo de metais
como o cobre e zinco, além da participacdo na eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio- EROs (Palmiter, 1998; Li et al., 2004). Embora, devido a alta afinidade, a MT
constitua o principal sitio de metabolizacdo do zinco, ele ainda pode ser liberado pelas
vias de sinalizagdo do 6xido nitrico (NO) e pela molécula oxidada de glutationa, mas em
quantidades menores. As moléculas de MT séo fundamentais no equilibrio redutor de
oxidagéo (redox), na sinalizacdo do NO e homeostase do zinco. Dado a importancia do
zinco na transducdo de sinais intracelulares, a reducdo em sua capacidade de ligacdo
poderia prejudicar de forma deletéria varios processos celulares. Nesse ponto, a Hcy
determina, ao interagir com a MT, prejuizos a expressdo proteica e remocao de radicais
livres intracelulares (Maret, 1994; Jiang et al., 1998; Maret & Vallee, 1998). Além disso,
a molécula de He é responsavel por reduzir a biodisponibilidade do NO de forma direta
e indireta pela reducdo na atividade intracelular da enzima antioxidante glutationa
peroxidase (GPX), o que eleva os niveis de perdxido de hidrogénio (H202) contribuindo
ainda mais para um estado de estresse oxidativo e reducdo da biodisponibilidade de NO
(Upchurch et al., 1997). O resumo esquematico do efeito da Hcy sobre o estresse

oxidativo se encontra na figura 2.
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Figura 2. Efeitos da homocisteina no metabolismo celular e sua relagdo com o estresse oxidativo. NO,
oxido nitrico; GPX, glutationa peroxidase, H.O,, perdxido de hidrogénio



A hipoétese de que o grupamento quimico tiol, presente em aminoacidos como a
homocisteina e cisteina, é facilmente oxidado e forma as EROs, responsaveis pelos
efeitos citotdxicos da Hcy, é refutavel, uma vez que esse efeito é apenas observado com
a Hcy, ndo se verificando a ocorréncia de injdria as células endoteliais com a cisteina,
presente no plasma em concentracGes muito maiores do que a Hcy (Colgan & Austin,
2007).

Em cdes, a hHcy é apontada como deletéria para a funcdo cardiaca, induzindo a
mudancas hemodindmicas e na fungéo ventricular ao reduzir a biodisponibilidade do NO
(Suematsu et al., 2007). Foi determinada a existéncia de correlagdo positiva entre 0s
niveis plasmaticos de Hcy e o grau de doenca mixomatosa da valva mitral (DMVM)
(Lee et al., 2017). Também, ja se foi demonstrado que os niveis de Hcy se apresentam
elevados em cées com doencas cardiovasculares e renais (Rossi et al., 2008).

Estudos indicam que existem diferencas nos niveis de homocisteina, quando se
considera fatores como raca, sexo e castracdo (especialmente em fémeas), mas a idade
parece ser um fator de menor importancia. Ainda, as concentracdes de Hcy se encontram
elevadas nas mais diversas enfermidades, como neoplasias, doencas cardiacas e renais
em caes e gatos (Trisolini et al., 2008; Kakimoto et al., 2014).

Em cdes, a auséncia de jejum prévio a coleta da amostra sanguinea para analise
e o tipo de dieta usualmente ingerida pelo paciente parecem ndo influenciar os niveis
plasmaticos de Hcy (Fokkema et al., 2003; Kakimoto et al., 2014).

1.2.3 O estresse oxidativo e a doenca renal crénica

A geracdo de radicais livres resulta de um processo continuo e fisiologico para o
desempenho das fungdes vitais do organismo. No metabolismo, esses radicais atuam
como substancias que antecedem outras em uma sequéncia metabolica para a
transferéncia de elétrons em uma serie de reagGes quimicas. A producdo dessas
substancias em uma proporcao adequada, possibilita a geracdo de energia atraves da
fosforilagdo oxidativa, além destas atuarem em mecanismos de defesa durante os
processos infecciosos e inflamatdrios. Entretanto, quando ha producdo excessiva dessas
substancias ou ha desequilibrio no contrabalango antioxidante, essa elevacao relativa de
substancias altamente reativas gera danos oxidativos as células e aos proprios tecidos
(Ferreira & Matsubara, 1997; Colliti et al., 2019).
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Para se evitar os danos da formacdo de EROs, os mecanismos antioxidantes
enddgenos constituem sistemas de autodefesa com uma participagdo crucial na
manutencdo da integridade celular e sdo ativados quando o estresse oxidativo nao pode
ser contrabalanceado, sendo responsaveis por retardar processos metabolicos e até
mesmo interromper ciclos celulares para se evitar mais danos oxidativos (Fuente, 2002).

Os rins recebem cerca de 25% do debito cardiaco e suas células s&o ricas em
mitocéndrias, 0 que o torna muito suscetivel a danos resultantes da superproducdo de
radicais livres, uma vez que estas constituem a maior fonte de EROs do organismo
(Sureshbabu et al., 2015). Ha multiplos mecanismos que protegem os rins contra danos
oxidativos desencadeados por EROs, sendo eles representados por componentes
enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX), d6xido nitrico sintetase (NOS) e por compostos ndo enzimaticos (Aruna e Devi,
2014).

Sabe-se que as alteracdes morfologicas e funcionais renais na DRC contribuem
para o estabelecimento de um estado de estresse oxidativo local e sistémico, que tende
a se agravar com a progressao da doenca (Brown, 2008). Como a quantificagéo direta
das EROs é dificil, uma vez que estas possuem curto tempo de meia vida e reagem
facilmente com outras moléculas do organismo, avaliar as substancias que fazem parte
do sistema antioxidante de defesa constitui uma alternativa viavel de avaliacdo do
estresse oxidativo. (Ling & Kuo, 2008).

O estado antioxidante total (TAS) fornece informacdes sobre o estado
antioxidante geral do organismo, podendo incluir antioxidantes ainda ndo reconhecidos
ou ndo facilmente mensuraveis. Niveis reduzidos de TAS indicam a ocorréncia de
estresse oxidativo e maior susceptibilidade a danos oxidativos (Janion et al., 2022).
Ainda, em pacientes DRC, com o estado de estresse oxidativo, ha regulacdo para baixo
dos niveis de SOD e atenuagdo da atividade da GPX, o que contribuiu para a
superposicado do estado oxidante frente ao antioxidante e danos oxidativos as células
renais (Ratliff et al., 2016).

Em média, 85% a 100% dos pacientes humanos com doenga renal crénica
apresentam quadro de hHcy, com valores entre 3 a 5 vezes maiores em pacientes com

doenca renal em estégio terminal (Nie & Long, 2016; Cianciolo et al., 2017).

24

1.2.4 A doenca renal cronica e sua relagdo com as concentragdes de homocisteina



Apesar de a associacgdo entre hHcy e o risco de desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares ser conhecida, sua relacdo com a doenca renal cronica ainda € motivo
de discussdo. Estudos atuais demonstram que a hHcy pode ser tanto resultante quanto
perpetuadora da progressdo da DRC. A reducdo no metabolismo e excrecdo renal
resultam na elevagéo das concentragdes de hHcy. Essa elevacdo gera danos vasculares,
induz a um estado de EO e antagoniza as propriedades vasodilatadoras do NO, gerando
ainda mais disfuncao endotelial. Apds o dano oxidativo, as células endoteliais produzem
citocinas pro-inflamatorias, especialmente a interleucina-8 (IL-8) e a proteina
quimioatraente de mondcitos-1 (QMCP-1), contribuindo para a amplificacdo do estado
inflamatorio presente em pacientes portadores de DRC. Acredita-se que a Hhe gera dano
as células renais, por mecanismo semelhante ao que ocorre nas células endoteliais
(Koning & Hu, 2010; Cianciolo et al., 2017).

Como a homocisteina € transportada, em maior parte, ligada a proteinas
plasmaéticas, em especial a aloumina, uma pequena fracdo de sua concentracdo total
encontra-se disponivel para a filtracdo glomerular. Dessa maneira, a hipotese de que a
taxa de filtracdo glomerular prejudicada é o principal determinante da concentracao de
Hcy circulante é refutada, uma vez que macromoléculas, em condi¢des normais, ndo sao
filtradas pelos rins. Ainda, foi demonstrado através de ensaios imunoenzimaticos, que a
excrecdo renal de homocisteina é insignificante (Refsum et al., 1985; Togawa et al.,
2000; Perna et al., 2004; Cohen et al., 2019).

Em medicina, pacientes com doenca renal tendem a apresentarem hHcy, mesmo
em baixos niveis de disfuncao renal, apesar dos mecanismos por tras desse estado ainda
ndo se encontrarem completamente elucidados. Acredita-se que o tecido renal
desempenhe importante papel no metabolismo desse aminoacido e a perda de massa
renal, que acompanha os quadros de DRC, seja o fator determinante da elevacdo em suas
concentracdes. Tal fato é reforgado pela observacdo de que o tratamento usualmente
eficaz realizado para os quadros de hiperhomocisteinemia, através da suplementacéo de
vitaminas do complexo B, ndo ser tdo efetivo em pacientes portadores de DRC quando
comparados aos demais pacientes. Isso pode, em parte, ser explicado pelo fato de que,
apesar da vitamina B12 ser necesséria para corrigir a remetilacdo da homocisteina, sua
suplementacdo em pacientes portadores de DRC pode gerar acimulo e ocorréncia de
efeitos toxicos (Soria et al., 1990; Nerbas et al., 2005; Long & Nie, 2016).

Estudos mais antigos, defenderam a hipdtese de que a TFG é a principal

determinante no aumento das concentra¢Ges circulantes de homocisteina, através da
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realizacdo de comparacOes entre a TFG estimada e os valores circulantes de Hcy de
pacientes portadores de diabetes mellitus tipo | e de pacientes portadores de DRC.
Enquanto os diabéticos, em decorréncia da doenga, apresentavam maior TFG e menores
niveis séricos de Hcy, o oposto era verificado em pacientes portadores de DRC, com a
TFG reduzida, estabelecendo-se uma correlagdo negativa entre Hcy e a TFG (Hultberg
et al., 1993; Arnadottir et al., 1996; Wollesen et al., 1999; Aksoy et al., 2006). Ainda,
evidenciou-se que pacientes portadores de insuficiéncia renal apresentavam altos riscos
de desenvolverem hiperhomocisteinemia, independentemente das concentracdes séricas
de vitamina B (Francis et al., 2004). Entretanto, ha estudos que afirmam que a excre¢do
renal de Hcy ¢é insignificante, uma vez que, de sua pequena fracdo filtrada, quase a
totalidade € reabsorvida pelas células tubulares renais, e propem que 0s principais
fatores associados aos quadros de hiperhomocisteinemia no DRC sejam resultantes da
reducdo do metabolismo renal de Hcy, deficiéncias de vitaminas do complexo B (Be, B
e B12) e diminuigdo no metabolismo extra-renal de Hcy devido ao quadro de uremia
(Soria et al., 1990; Nerbas et al., 2005). Também, a analise do gradiente arteriovenoso
ao longo das artérias e veias renais de pacientes hiperhomocisteinémicos, néo
demonstrou diferenca nas concentracdes de Hcy, reforcando a ideia de que a TFG néo
desempenha papel direto e importante na depuracdo de Hcy (Garibotto, 2003; Van
Gulder, 2005).

Como um dos fatores responsaveis pela determinacdo das concentracBes
plasméticas de Hcy é a velocidade com que é metabolizada, ha a teoria de que as
substancias azotémicas oriundas de quadros de disfuncédo renal inibem o metabolismo
extrarenal de Hcy e ocasionam a hHcy. Sabe-se que a remoc¢éao metabdlica da Hey tanto
pela via de remetilacdo, quanto pela via de transsulfuracdo, encontra-se reduzida em
pacientes renais terminais (Stam, 2004). O figado é considerado o 0Orgdo mais
provavelmente afetado pela hHcy dado o seu papel como principal responsavel pela
regulacdo do metabolismo proteico e a elevada concentracdo de enzimas participantes
das reagdes envolvendo a Hcy em seu parénquima (Van Guldener, 2005; Long & Nie,
2016).

Um estudo transversal realizado com uma populagdo de 17.000 individuos que
tentou associar a TFG aos valores de Hcy, constatou que, quanto maior era a
concentracgdo serica de Hcy, menores eram a taxa de filtracdo glomerular e o clearence
de creatinina. Alem disso, constatou-se que, quanto maior era 0 estagio da doenca,

maiores eram 0s niveis de Hcy, de tal forma que pessoas que apresentavam niveis de
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Hcy acima dos valores de referéncia possuiam alta probabilidade de apresentarem taxas
de filtracdo glomerular abaixo dos valores de referéncia e/ou proteinuria. Desse estudo,
3602 pessoas com taxas de filtracdo glomerular normais foram divididas em dois
grandes grupos, de acordo com as concentracfes plasmaticas de Hcy (acima ou abaixo
dos valores de referéncia). Foi realizada a mensuragéo anual da TFG e se constatou que
as que apresentavam valores de Hcy elevados tinham maior queda anual da TFG e maior
chance de desenvolvimento de DRC (Cohen et al., 2019).

De fato, existe uma correlacdo positiva entre as concentraces plasmaéticas de
Hcy e o clearence de creatinina, o que pode advir do fato de a Hcy ser primariamente
transulfurada nos rins e a deficiéncia de massa renal funcional determinar a elevacgéo de
seus niveis plasmaticos sob diferentes condi¢des fisioldgicas e patoldgicas (Long &
Nie., 2016; Ye et al., 2016). Mesmo individuos que demonstram pequenos graus de
disfuncéo renal, apresentam concentracGes aumentas de Hcy (Chauveau et al., 1993;
Levietal., 2014; Ye et al., 2016).

Em cées, ndo existe ainda a determinacao de valores de referéncia para os niveis
plasméaticos de homocisteina. Ha estudos que indicam a existéncia de variagdes de
acordo com a raca do animal. Entretanto, apesar da quantidade escassa de estudos, ja se
demonstrou uma correlacdo positiva entre as concentracdes plasmaticas de creatinina e
Hcy (Lee et al., 2017), e que a Hcy circulante, da mesma forma que em humanos, pode
sofrer influéncia de doencas cardiacas e renais (Rossi et al., 2008). Nenhum estudo
transversal em cées portadores de DRC foi encontrado na literatura, sendo este o
primeiro estudo comparando os resultados de tHe ao estadiamento da DRC e a evolugéo
temporal com o tratamento conservador recomendado pela IRIS (2023).

Fatores como proteinuria, hiperfosfatemia, hipocalcemia, hipoalbuminemia e
aumento nas concentracGes do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), tem
sido associados com maior taxa de mortalidade em pacientes azotémicos portadores de
DRC, tanto em cdes quanto em gatos. Tambeém, a progressao dentro dos estadios
propostos pela IRIS, esta diretamente relacionada ao progndéstico e limitacbes das
intervencdes terapéuticas a serem realizadas (Geddes et al., 2015; Rudisnky et al., 2018;
Syme, 2019). Nesse contexto, a homocisteina surge como um possivel biomarcador para
avaliacdo da funcdo renal e a gravidade de suas consequéncias. Embora em medicina
exista uma associacao direta entre a fungéo renal e a elevagdo nas concentracfes de
homocisteina, na medicina veterinaria a quantidade de trabalhos disponiveis que 0s

correlacione, até a presente data, é escassa (Cavir & Kozat, 2016).
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2. HIPOTESE

A concentracdo sérica de homocisteina se apresenta elevada em pacientes
doentes renais cronicos, sendo mais elevada quanto maior o estagio da DRC.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a concentracao sérica de tHe em cées portadores de DRC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar os indices SDMA:Proteina total e RPCU:Densidade urinaria aos

estadios da DRC em caes.

Correlacionar os marcadores de funcdo renal (creatinina, SDMA e fdsforo
séricos e densidade urinaria) com os niveis séricos de tHe ao longo de 120 dias.

Correlacionar o estatus antioxidante total (TAS) e as enzimas antioxidantes
(GPX e SOD) as concentrages séricas de tHcy.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram avaliados 21 cées atendidos pelo setor de nefrologia do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, sendo 16 portadores de
doenca renal crénica e 5 animais higidos, de racas e idades variadas. Os cdes foram
diagnosticados como DRCs e classificados, segundo a IRIS (2023) e, posteriormente
divididos em 3 grupos:

1- Grupo controle (GC): Pacientes considerados clinicamente higidos,

comprovadamente ndo portadores de DRC.

2- Grupo 1: Pacientes estadiados como DRC 1 ou 2.

3- Grupo 2: Pacientes estadiados como DRC 3 ou 4.

Como critéerios de incluséo para o grupo de doentes renais cronicos, 0s pacientes
deveriam comprovadamente apresentar DRC e ndo deveriam demonstrar sinais de

descompensacdo sistémica ou sindrome urémica, através de dados obtidos com a



anamnese, exame fisico completo e exames complementares (laboratoriais e
ultrassonograficos), todos realizados em um mesmo atendimento, sendo este primeiro
momento identificado como TO. Esses pacientes poderiam apresentar outras
comorbidades, desde que estas estivessem clinicamente sob controle e ndo envolvessem
a funcéo renal direta ou indiretamente. Para os cdes higidos, utilizou-se 0s mesmos
critérios, mas com a constatacdo da auséncia de afecc¢Ges renais ou cardiacas com 0s
dados obtidos.

Foram excluidos do estudo pacientes doentes renais crénicos que apresentassem
sinais de descompensacdo, isto é, alteraces no apetite e disposicdo, émese, diarreia ou
qualquer outra manifestacdo clinica da sindrome urémica. Além disso, pacientes que
demonstraram qualquer comorbidade aguda (piometra, sepse) ou crdnica
descompensada (insuficiéncia cardiaca congestiva, hiperadrenocorticismo), que

pudessem gerar um viés de interpretacéo.

Todos os cées portadores de DRC, para efeito de padronizagao, receberam dieta
especifica (Equilibrio Veterinary — Renal RE - canino®) e suplemento a base de 6mega-
3, vitamina E, selenito de sodio, gluconato de cobre, gluconato de zinco, sulfato de
condroitina e glucosamina (Gerioox®). Tanto a dieta renal quanto o suplemento tiveram
suas doses diarias calculadas de acordo com a recomendacdo do fabricante, baseada no

peso do animal.

Foram propostos quatro tempos (tempo 1 ao tempo 4) de acompanhamento para
os cdes DRC, os quais foram submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial ao longo
desses tempos. Entre os tempos 1, 2 e 3, os intervalos foram de 30 dias e entre 0s tempos
3 e 4, o intervalo foi de 60 dias, totalizando 120 dias de avaliacdo. As andlises dos
pacientes portadores de DRC, em varios tempos, com intervalos relativamente longos,
teve como objetivo a obtencdo de um perfil no qual a média dos parametros avaliados
pudesse retratar valores, 0s mais proximos possiveis da realidade de cada paciente. Os
cées do GC foram submetidos a avalia¢do clinica e laboratorial em um Gnico tempo uma
vez que, ao constatar a seu estado de higidez, ndo seria esperado grandes variagdes nos
parametros avaliados. Todas as etapas da avaliacdo clinica e coleta de sangue e urina

foram realizadas nas dependéncias do Hospital Veterinario da UFMG.
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4.2. DIAGNOSTICO DA DOENGCA RENAL CRONICA
4.2.1 EXAME FISICO

Os caes selecionados foram submetidos ao exame fisico completo incluindo:
afericdo da pressdo arterial sistémica por doppler vascular; inspecdo da coloracdo de
mucosas orais e oculares; estado de hidratacdo através do turgor cutaneo, lubrificacédo
de mucosas e tempo de preenchimento capilar; medi¢do da frequéncia cardiaca pela
auscultacdo; frequéncia respiratoria pela visualizacdo dos movimentos respiratorios por
minuto; palpacdo abdominal e de linfonodos e afericdo da temperatura retal por

termdmetro digital.

4.2.2 EXAMES LABORATORIAIS

Foram obtidas amostras de sangue e de urina de todos os cdes normohidratados,
que se encontravam em jejum de 12 horas e sem intercorréncias clinicas nas ultimas 24
horas. A coleta de sangue foi realizada por venopuncéo, com seringas de 5SmL e agulha

25x7mm, preferencialmente da veia jugular externa, distribuidos da seguinte forma:

e 1mL no microtubo de tampa roxa contendo anticoagulante EDTA 10%

(hemograma);

e 3mL no tubo de tampa vermelha, sem anticoagulante (analises bioquimicas

séricas);

As amostras foram processadas respeitando-se um prazo maximo de 2 horas ap6s

a coleta, sendo mantidas sob refrigeracéo entre 2°C e 6°C até o processamento.

A coleta de urina em fémeas foi realizada pela técnica de cistocentese guiada por
ultrassom, utilizando-se seringa de 10mL e agulha 25x7mm. J& a coleta em machos se
deu por passagem de sonda uretral de calibre adequado ao tamanho do animal. O volume
de coleta de urina foi entre 8 a 10 mL. A urina foi processada em até 2 horas apds a

coleta e o sobrenadante aliquotado e congelado a -80°C para posterior analise.

O objetivo do congelamento das amostras a -80°C foi possibilitar a dosagem da

homocisteina em um mesmo momento, para melhor aproveitamento dos kits.

Todos os exames foram executados no Laboratério de Patologia Clinica do
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Hospital Veterinario e na estrutura do MULTILAB da Escola de Veterindria da UFMG,
seguindo protocolos validados, sendo eles:

e Hemograma completo, com avaliacdo da contagem de hemécias, hemoglobina,
hematdcrito, leucdcitos totais, neutréfilos segmentados, linfdcitos, mondcitos e

plaquetas (iCounter Diagno);

e Dosagem sérica de ureia, creatinina, SDMA, fosforo, célcio ibnico, célcio total,
albumina, globulina, fosfatase alcalina (ALP), gama-glutamiltransferase (GGT),
alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina total, &cidos biliares, glicose,
frutosamina, amilase, lipase, colesterol, triglicérides, acido drico; utilizando-se Kits
Idexx (Catalist One). Todos os analitos foram dosados para realizagédo de
estadiamento dos pacientes.

e Urina rotina com avalia¢do da proteina urinaria, creatinina urinaria, RPC e

densidade urinaria (Urit);

e Dosagem de proteina urinaria para calculo da razao proteina creatinina urinaria

(RPCU) e atividade da GGT, utilizando-se kits comerciais (Biotécnica);

e Dosagem de TAS e GPX e SOD utilizando-se kits comerciais (Randoxx).

4.3 ANALISE ESTATISICA

Para testar as diferencas entre estadios, levando em considera¢do o tempo, foram
ajustados modelos de equacdes de estimativas generalizadas para cada variavel resposta.
Estes modelos de regresséo sédo adequados a dados com realizagdo de medidas repetidas
no mesmo individuo ao longo do tempo, sendo bastante flexiveis quanto a distribuicdo
de probabilidade da variavel resposta (Guimardes & Hirakata, 2012). Foi ajustado um
modelo separado para cada variavel resposta mensurada, sendo que o grupo e o tempo,
juntamente com a interacao entre essas duas variaveis, foram utilizados como preditores
(variaveis independentes). Os quatro estadios foram agrupados em apenas dois (Estadios
1 e 2 e Estadios 3 e 4). Para todas as variaveis foi utilizada uma estrutura de
autocorrelagcdo temporal de simetria composta. Escolheram-se as distribui¢fes de
probabilidade mais adequadas para cada variavel resposta de interesse. Para as variaveis
com distribuicdes bem-comportadas, utilizou-se a distribuicdo gaussiana e para
variaveis com valores positivos e distribui¢cbes assimétricas, utilizou-se a distribuicdo

gama. Apo6s o ajuste do modelo, testaram-se os efeitos dos estadios, do tempo e da
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interacdo de forma global (overall) e calcularam-se os valores médios e seus respectivos
intervalos de 95% de confianca para cada estadio para cada tempo. Para verificar a
significancia da diferenca entre estadios para cada tempo, ou da diferenca entre tempos
para cada estadio, foi necessaria a aplicacdo de testes de comparacdes mdltiplas

(pairwise). Para estes testes aplicou-se a corregdo de Sidak.

Para avaliar a associacao entre duas variaveis quantitativas, calculou-se a correlagcdo
paramétrica de Pearson. Todas as analises estatisticas foram realizadas através do
software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 21 cées atendidos pelo setor de nefrologia do Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, sendo 16 portadores de doenga renal
cronica e 5 animais higidos, de racas e idades variadas. Os animais doentes renais
cronicos foram classificados neste estudo de acordo com o estadiamento proposto pela
IRIS (2023), baseado nas concentracdes de creatinina séricae SDMA, e subclassificados
em 2 grandes grupos: um contendo os classificados como DRC 1 e 2 e outro contendo
os pacientes DRC 3 e 4. Tal subdiviséo foi realizada devido ao pequeno nimero de
pacientes presentes em cada estadio, de forma isolada, tendo o agrupamento a finalidade
de tornar os resultados mais representativos estatisticamente. 5 pacientes fizeram parte
do grupo controle (GC), constituido por uma populacdo de cdes comprovadamente
higidos. A distribuicdo relativa dos cdes dentro dos grupos pode ser visualizada no

gréafico 1.
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Distribuicdao das populagdes dentro dos grupos

-\l/

= Grupo controle = Grupol = Grupo 2

Gréfico 1. Representacéo grafica da distribuicdo dos animais dentro dos diferentes grupos

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o sexo, pode ser observada no gréafico 2.
Dentre o total de pacientes, apenas 5 eram fémeas e 0s 16 restantes, machos.

Distribuicdao populacional de acordo com o sexo

16
14
12
10

o N B OO

Machos Fémeas

Gréfico 2. Representacéo grafica da distribuicdo dos pacientes em relagéo ao sexo

Abaixo sdo apresentadas a tabelas com os dados analisados, organizados de acordo
com o estdgio do paciente e os tempos de avaliagcdo. Dois animais vieram a 0bito, 0
primeiro, classificado como DRC 4, e o segundo, classificado como DRC 2, ambos no
tempo 3 (60 dias de avaliacdo), o primeiro caso possivelmente a gravidade e o segundo
a descompensacdo. Em nenhum dos pacientes pdde-se realizar a necropsia.



Os pacientes foram avaliados ao longo de quatro tempos (1 ao 4), com a excegdo dos
pacientes do GC cujos dados foram obtidos uma Unica vez. Tal decisdo foi tomada ao
considerar que, uma vez higidos, ndo seriam esperados, dentro do periodo de avaliacéo,
grandes variagfes nos parametros avaliados. Os indicadores avaliados ao longo do
tempo encontram-se abaixo apresentados nas tabelas contendo as respectivas variaveis

paramétricas e ndo paramétricas. Os principais indices de estatistica descritiva podem
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ser verificados na tabela 1.

Tabela 1. Principais indices de estatistica descritiva (média, desvio-padrdo, minimos e maximos e
medianas) dos biomarcadores dos 16 cées portadores de DRC em todos os tempos.

Analitos Média Desv. Padrao Min Mediana Max

Homocisteina total 28,29 14,06 4,42 25,03 65,41
Creatinina 2,57 1,85 0,70 2,15 9,50
Uréia 88,38 59,89 10,70 77,03 246,10
SDMA 19 14,91 3 16 79
Densidade urinaria 1,017 0,007 1,005 1,014 1,038
Fosforo sérico 4,95 1,637 2,30 4,70 10,70
Proteina total 6,14 2,31 5,80 6,60 10,00

A seguir, sdo apresentados dois resultados para cada variavel resposta. Primeiro tem-
se a tabela do efeito global do estadio, do tempo e da interacdo entre estas variaveis. Se
os valores p das tabelas forem menores que 0,05 ha evidéncia de que o respectivo fator
teve um efeito significativo. Se a interacdo entre tempo e estadio for significativa (a
interacdo é evidenciada pelos dois pontos), entdo existe evidéncia de que a modificacdo
na varidvel resposta ao longo do tempo foi distinta entre os dois grupos comparados. Em
seguida, é apresentado o grafico com as médias e seus respectivos intervalos de 95% de
confianca para cada tratamento em cada tempo. As letras acima de cada média
representam as comparagGes mdltiplas (pairwise). Letras mailsculas especificam
diferencas entre estddios para um mesmo tempo. Letras minusculas especificam as
diferencas entre tempos para 0 mesmo estadio. Pontos que compartilham pelo menos
uma mesma letra, ndo possuem diferencas significativas entre si a um nivel de
significancia de 5%. Por Gltimo sdo apresentados graficos que comparam 0s grupos de
estadiamento com o grupo dos animais higidos. Nessa comparagéo utiliza-se apenas

dados do tempo 1.
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5.1 HOMOCISTEINA

Em relagdo a homocisteina, foi observado um efeito significativo do estadio sobre a
variavel, sendo que os grupos de estadiamentos foram diferentes entre si especialmente
nos tempos 2 e 3 (tabela 2 e 3 e graficos 3,4 e 5).

Tabela 2. Efeito global do tempo, do estadio e da interacdo entre essas variaveis, com seus respectivos
graus de liberdade, qui-quadrado e significancia.

3 1,9 0,596

1 55 0,019
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Grafico 3. Comportamento da média estimada da concentragdo de homocisteina sérica (mmol/L) em
relacdo aos grupos 1 e 2 da DRC (tragados coloridos) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3 e 4). A reta

representa uma referéncia para a média estimada da concentracdo da homocisteina (mmol/L) dos cédes
do grupo controle no tempo 1.
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Gréfico 4. Média estimada das concentragdes de homocisteina nos grupos de cées controle (higidos) e
caes DRC pertencentes aos grupos 1 e 2. Letras maiusculas diferentes representam diferencas
significativas entre os estadios. Barras verticais representam o intervalo de confianca das variaveis em

cada grupo.

Tabela 3. Dados da estatistica descritiva para a homocisteina nos diferentes grupos e tempos.

GRUPO 1

Homocisteina

Tempo Média Desv.Padrédo Min Mediana Max
T1 26,64 14,12 4,42 24,05 45,48
T2 26,73 16,92 11,99 18,59 65,41
T3 27,19 16,09 12,76 25,03 60,36
T4 27,61 14,61 12,76 23,52 54,02
DUPO
Homocisteina
Tempo Média Desv.Padréo Min Mediana Max
T1 30,99 13,73 19,60 27,12 46,25
T2 34,60 12,27 21,63 36,12 46,05
T3 42,23 0,23 21,48 21,80 21,95
T4 21,87 0,10 21,80 21,80 21,95




37

Média das concentracdes de homocisteina ao longo
dos tempos nos diferentes grupos

T4
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B Grupol M Grupo?2

Gréfico 5. Representacdo grafica da média das concentragdes de homocisteina nos diferentes tempos
entre os grupos 1 (vermelho) e 2 (azul).

Neste trabalho, os pacientes DRC, em ambos o0s grupos analisados, demonstraram-
se hiperhomocisteinémicos, com as concentra¢des de homocisteina sérica apresentando-
se mais elevadas quanto maior era o estadio da doenca. Tal fato corrobora o que €
observado em humanos, onde os pacientes DRC apresentam concentracdes elevadas de
Hcy de forma proporcional ao estadio da doenca. Considerando-se que 0s rins sdo um
importante sitio de metabolizacdo da Hcy, a reducdo da massa renal total funcional, que
aumenta com a progressdo da doenca, pode ser a justificativa para a Hhe. Ainda, o
préprio quadro de Hhe é apontado como fator de geracdo de maiores danos as células
renais, desempenhando, portanto, um papel duplo, como causa e consequéncia da
disfuncéo renal, conforme discutido por Koning & Hu (2010), Nie & Long (2016) e
Cianciolo et al. (2017). Nota-se a manutengdo mais ou menos constante doas
concentragdes de Hcy ao longo dos tempos no grupo 1, mas ainda assim, as
concentragdes sdo mais elevadas que as observadas no grupo controle. O Grupo 2, ao
contrario, demonstrou elevacdo das concentragdes até o tempo 3 e reducéo significativa
no tempo 4. Isso pode estar associado a reducdo do numero de pacientes participantes
do grupo, devido & morte, abandono da participacdo no experimento ou outro fator ainda
a se explicar, relacionado a progressdo da doenca ou ao tratamento conservador
instituido. Essa reducéo do tempo 3 para 4 contradiz o que é evidenciado em humanos,

onde o0s pacientes terminais demonstram concentracdes mais elevadas de He (Stam,
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2004), mas ainda se mostraram superiores as concentracdes dos animais higidos.

5.2 SDMA:PROTEINA TOTAL

Quanto a relacdo SDMA:Proteina total, um efeito significativo de estadio foi
observado (Tabela 4 e graficos 6 e 7), sendo que 0s grupos de estadiamento foram
diferentes entre si nos quatro tempos. Também foi observado uma tendéncia de aumento

ao longo dos tempos para o grupo 2 (DRC 3 e 4).

Tabela 4. Efeito global do estadio, do tempo e da interacdo entre essas variaveis, com seus respectivos
graus de liberdade, qui-quadrado e significancia para a relagdo SDMA:Proteina total.
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Gréfico 6. Comportamento da média estimada da da relacio SDMA:Proteina total em relagcdo aos
grupos 1 e 2 da DRC (tragados coloridos) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3 e 4). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da relacdo SDMA:Proteina total dos cdes do grupo controle no tempo
1.
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Grafico 7. Média estimada da relagdo SDMA:Proteina total nos grupos de cées controle (higidos) e cées
DRC pertencentes aos grupos 1 e 2. Letras maiusculas diferentes representam diferencas significativas
entre os estadios. Barras verticais representam o intervalo de confianga das variaveis em cada grupo.

Sabe-se que a SDMA é um marcador mais precoce para identificacdo da DRC em
baixos niveis de disfuncéo renal e que tende a se elevar a medida em que se aumenta o
estddio da doenca (Nabity et al., 2015). Parte das complicacdes provenientes da
disfuncéo renal sdo explicadas pelo desbalanco energético e proteico que os animais
apresentam. A proteindria persistente, comum na DRC, pode resultar em
hipoalbuminemia, além de se correlacionar com maior taxa de mortalidade em pacientes
azotémicos (Wehner et al., 2008; Littman, 2011). Dessa forma, embora este indice ndo
tenha sido encontrado na literatura, aponta para a maior gravidade do comprometimento
renal, associado a alteracdes sistémicas em pacientes mais graves, devendo ser incluido
na avaliacdo do doente renal e, quem sabe, ser avaliado como preditor de prognostico, o

que ndo pode ser avaliado no presente estudo.

5.2 RPCU:Densidade urinaria

A relacdo RPCU:Densidade urinaria também demonstrou efeito significativo entre
o0s estadios, sendo que 0s grupos de estadiamento foram diferentes entre si nos quatro

tempos (Tabela 5 e graficos 8 e 9) .



40

Tabela 5. Efeito global do estadio, do tempo e da interacdo entre essas variaveis, com seus respectivos
graus de liberdade, qui-quadrado e significancia para a relagdo RPCU:Densidade urinaria

3 36,3 0,001
1 14,1 0,001

3 1,6 0,658
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Graéfico 8. Comportamento da média estimada da relagio RPCU:Densidade urinaria em relagdo aos
grupos 1 e 2 da DRC (tragados coloridos) e aos tempos de avaliacdo (1, 2, 3 e 4). A reta representa uma
referéncia para a média estimada da concentracdo da relagdo RPCU:Densidade dos cdes do grupo

controle no tempo 1.

Valor p < 0.001
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Graéfico 9. Média estimada da relagdo RPCU:Densidade urinaria nos grupos de cées controle (higidos)
e cdes DRC pertencentes aos grupos 1 e 2. Letras mailsculas diferentes representam diferencas
significativas entre os estadios. Barras verticais representam o intervalo de confianca das varidveis em

cada grupo.



A proteindria persistente, normalmente identificada pela RPCU em amostras de
urina, € um preditor de prognéstico negativo na DRC e pode ser utilizada para
identificacdo precoce da doenca em cdes (Hokamp et al., 2016). A perda de proteinas
pela urina deve ser sempre interpretada em conjunto com a densidade urinéria, uma vez
que esta pode subestimar ou superestimar a perda real por efeito de diluicdo ou
concentracdo do analito. O indice RPCU:Densidade urindria demonstrou ndo so ser
altamente influenciavél pelo estadio da doenca, assim como a homocisteina, mas
também se elevou em todos os tempos analisados, estando, também, relacionado a
gravidade da doenca. Entretanto, este indice também ndo foi encontrado em literatura,
mas pode, no futuro, ser utilizado de forma conjunta a outros analitos como preditor de

prognostico em pacientes portadores de DRC.

5.4 CORRELACOES ENTRE PARES DE VARIAVEIS

Abaixo, sdo apresentadas as correlacdes entre os pares de varidveis. Para cada dupla,
apresenta-se, inicialmente, a correlagdo com todos os dados e, em seguida, as correlagdes
para cada um dos dois grupos de DRC. Por ultimo, as correlacGes para cada tempo. Em
cada grafico é apresentado o valor da correlacdo e o seu valor p. A interpretacdo dos
valores de correlacdo, segundo Schober et al., 2018, é possibilitada pela consideracédo de

que a correlacdo é:
- Fracase >0,1e<0,39
-Moderada se > 0,4 e < 0,69
-Forte se > 0,7 €< 0,89
- Muito forte se > 0,9

Um resumo dos resultados estatisticos para as correlagdes é demonstrado na tabela
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Tabela 6. CorrelacGes entre os biomarcadores e a homocisteina avaliados no estudo.
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Analito 1 Analito 2 Correlacao Valor p
Homocisteina Creatinina 0,33 0,033
Homocisteina Densidade urinaria -0,39 0,009
Homocisteina Fosforo 0,2 0,217
Homocisteina Ransel -0,24 0,121
Homocisteina Ransod 0,02 0,881
Homocisteina RPCU 0,13 0,409
Homocisteina SDMA 0,27 0,087
Homocisteina TAS plasmatico 0,41 0,006
Homocisteina TAS urinario -0,2 0,197

A andlise geral dos coeficientes de correlacdo demonstra que grande parte dos
analitos se correlacionam de forma considerada fraca com a homocisteina (graficos 10
ao 19), a excecdo do estatus antioxidante total (TAS), que demonstrou correlagdo

moderada com a He.

Em geral, a creatinina sérica se correlacionou de forma positiva com a homocisteina,
entretanto, essa correlacdo se mostrou fraca (gréfico 10-A). Isso pode ser explicado pelas
distintas formas com que essas substancias sdo depuradas no organismo. Enquanto a
creatinina € eliminada pelo processo de filtracdo via urina, a concentracdo de Hcy
urindria € extremamente baixa (Refsum, 1985). Em humanos, um estudo que
demonstrou que em individuos do sexo masculino portadores de hipertensdo sistémica,
0s niveis de creatinina se elevam concomitante a Hcy. Entretanto, nesse mesmo estudo,
ndo se observou a mesma correlacdo em individuos do sexo feminino (Yang et al., 2020).
Como neste ensaio ndo se testou o efeito do sexo sobre as concentragcdes de Hcy,
permanece incerto o exato mecanismo que determina essa fraca correlacdo. Ainda, a
correlacdo para o grupo 1 se mostrou moderada e positiva, enquanto para 0 grupo 2,
fraca e negativa (gréfico 10-B). Ao longo dos tempos, em geral, a correlacdo permanece

fraca e sem significancia (grafico 10-C).

Vale ressaltar que a influéncia da massa magra nas concentragdes de creatinina ndo

foi testada neste ensaio clinico.
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Gréfico 10. A. A. Correlacdo total entre os niveis de creatinina e homocisteina. B. Correlacao entre 0s
niveis de creatinina e homocisteina para os grupos 1 e 2. C. Variacdo das correlagdes entre creatinina e
homocisteina ao longo dos tempos.

O mesmo verificado para a creatinina, acontece para a correlagédo existente entre as
moléculas de Hcy e SDMA (grafico 11-A), com uma correlacdo fraca, positiva e sem
significancia estatistica (p > 0,05). Como o SDMA ¢ depurado de forma semelhante a
creatinina essa fraca correlagcdo pode ser explicada, em parte, por esta constatacdo. Em

humanos portadores de doenca arterial de membros inferiores, foi demonstrado por Jud



et al, 2018 uma significante correlagdo entre os niveis de Hcy e SDMA séricos.
Entretanto, em um experimento realizado por Magné et al., 2015, camundongos com
hHcy induzida apresentaram reducéo significativa dos niveis plasmaticos de SDMA
circulante, sendo esse achado associado a uma regulacdo para baixo da atividade
proteossdmica e, consequentemente, da liberacdo da SDMA na circulagédo. A correlagao
para o grupo 1 se mostrou forte e positiva, enquanto para o grupo 2, moderada e negativa
(gréfico 11-B), o que contraria o esperado, uma vez que, com o declinio da funcéo renal,
espera-se um aumento tanto das concentrac6es de SDMA e Hcy. Ao longo dos tempos
(gréfico 11-C), o tempo 3 foi o Unico que demonstrou significancia estatistica entre as
correlagdes. Como em cdes ndo existem atualmente estudos que estabelecam uma
correlacdo entre essas varidveis, permanece, ainda, incerto os fatores que possam
justificar o observado neste presente estudo. Entretanto, considerando-se a possibilidade
da reducdo da atividade proteolitica pela Hcy crescente ao longo dos estadios, e que essa
atividade é responsavel por determinar a formacéo e liberagdo das moléculas de SDMA,
hd& uma possibilidade de que o observado no estudo de Magné et al., 2015 com
camundongos possa ocorrer também em cées, 0 que ainda precisa ser determinado

através da realizacdo de mais estudos.
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Grafico 11. A. Correlacdo total entre os niveis de Homocisteina e SDMA. B. Correlagdo entre 0s niveis
de homocisteina e SDMA para os diferentes grupos. C. Variagdo das correlagdes entre a homocisteina

e SDMA ao longo dos tempos.

A correlacdo entre o fosforo sérico e a He ndo se demonstrou significante (gréfico
12-A). Entretanto, ao analisar separadamente os grupos ha uma correlagdo moderada e
positiva no grupo 1 e moderada e negativa no grupo 2 (grafico 12-B), semelhante ao

verificado as relacdo Hcy:SDMA e Hcy:Creatininia, ndo havendo qualquer significancia



ao longo dos tempos (gréfico 12-C). Considerando-se que com a progressdo da DRC os

niveis de fosforos tendem a se elevar de forma progressiva, assim como as concentragdes

de Hcy, esperava-se uma correlacdo significante entre essas variaveis. Nao foram

encontrados estudos correlacionando essas duas variaveis.
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Grafico 12. A. Correlacdo total entre os niveis de Homocisteina e fosforo. B. Correlagdo entre os niveis
de homocisteina e creatinina para os diferentes grupos. C. Variagdo das correla¢fes entre a homocisteina

e a creatinina ao longo dos tempos



A densidade urinaria € um importante marcador de fungdo renal que revela a
capacidade dos néfrons realizarem a devida concentracdo urinaria (Syme, 2019). Com a
progressao da doenca, espera-se que essa habilidade se encontre prejudicada, tentendo
os pacientes DRCS a se materem na faixa isostenurica (1,007 a 1,013) e as concentracdes
de Hcy mais elevadas. De forma geral, a correlacdo negativa verificada (gréfico 14-A)
corresponde ao esperado, porém se demonstrou fraca. Ndo se encontrou significancia (p
<0,05) na andlise dos grupos de forma isolada (grafico 14-B), tampouco no efeito dos
tempos sobre a correlacdo (grafico 14-C). Tal fato pode ser justificado pelo visualizado
no grafico 13, onde se verifica que, para o grupo 1, grande parte dos pacientes se
manteve, em média, dentro da faixa normostendrica, enquanto para o0 grupo 2, se

mantiveram na faixa isostenurica, mas sem grandes varia¢oes ao longo dos tempos.

Variacdo da densidade urindria nos diferentes
tempos e grupos

1,022

1,020

1,018 — /\
1,016
1,014
1,012
1,010
1,008
1,006
1,004

T1 T2 T3 T4

e GrUpO 1 e Grupo 2

Grafico 13. Representacédo grafica da média das densidades urinarias nos diferentes tempos

entre os grupos 1 (azul) e 2 (vermelho).

A correlacéo entre a Hcy e RPCU (grafico 15-A) ndo se demonstrou significante
(p>0,05). Ainda, ndo se observou qualquer efeito significativo de tempo (grafico 15-C)
na correlacdo entre a Hcy a RPCU urinéria. Entretanto, ao observar de forma isolada os
grupos (gréafico 15-B), enquanto a correlacdo néo foi significante para o grupo 1, ela foi
negativa e moderada para o grupo 2. Sabe-se que, em pacientes portadores de DRC, a
perda de proteina urinaria pode inclusive encontrar-se menor nos estadios mais
avancados da doenga (3 e 4) do que nos iniciais como demonstrado por Syme (2019), o

que pode explicar a correlacdo encontrada dentro do grupo 2.
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Houve correlacdo moderada entre a Hcy e o TAS plasmatico (gréfico 16-A), o que
pode ser justificado pelo possivel mecanismo de injaria as células renais, mediado pela
da inducdo de um estado de estresse oxidativo, como proposto por Koning & Hu (2010)
e Cianciolo et al. (2017). Nota-se ainda que essa correlacao se torna mais forte no grupo
2 em relagdo ao grupo 1 (gréfico 16-B), ndo apresentando, entretanto, um efeito
significativo em relacdo aos tempos estudados (grafico 16-C). Ainda, o fato do TAS
plasmatico correlacionar-se moderadamente com a Hcy, pode indicar a existéncia de um

estado de EO sistémico.

Quanto ao TAS urinério (grafico 17-A), apesar de, em geral, ndo haver significancia
ao longo dos tempos (grafico 17-C) e para o grupo 1, o grupo 2 (grafico 17-B)
demonstrou uma forte correlacdo positiva com a Hcy. Tal constatacdo pode ser
justificada pela fisiopatogenia da hHcy na DRC sugerida por Cianciolo et al. (2017),
representando a ocorréncia de lesdo renal por EROs desencadeada pelas crescentes
concentracdes de Hcy. Apesar disso, sdo os niveis reduzidos de TAS que indicam o
estado de estresse oxidativo, como apontado por Janion et al., 2022, se esperando uma
correlacdo negativa entre as concentracfes de Hcy e o TAS urinario. A elevacdo do
status antioxidante pode estar relacionada a um mecanismo compensatorio ativado na

tentativa de contrabalangear os efeitos do estresse oxidativo.

As concentracGes urinarias das enzimas GPX (grafico 18) e SOD (grafico 19)
apresentaram, em geral, correlacfes baixas com a Hcy e sem significancia estatistica.
Isso pode evidenciar a participacdo de outros mecanismos na determinacao do estado de
estresse oxidativo. Ainda, deve-se considerar que os pacientes foram condicionados com
tratamento conservador ao longo do ensaio clinico, o que pode ter, de certa forma,
impactado nos resultados obtidos. Tal hipotese ja foi discutida na tese de Rosa (2021)
gue comprovou que o tratamento conservador reduz o estresse oxidativo de pacientes
DRC. Entretanto, ao se observar o grupo 2, houve correla¢cdo moderada e negativa entre
as concentracdes urinarias de GPX e a Hcy (grafico 18-B). Tal observacéo corresponde
ao esperado, uma vez que o estresse oxidativo na DRC resulta em atenuacéo da atividade
da GPX, explicando o porqué as concentra¢fes de GPX reduzem & medida em que as

concentragdes de Hcy se eleva com a progressao da DR (Ratliff et al.,2016).
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6. CONCLUSOES:

Este foi o primeiro ensaio clinico brasileiro realizado na tentativa de se associar
diretamente a DRC aos quadros de hiperhomocisteinemia. Apesar de a homocisteina ter
se demonstrado elevada em pacientes portadores de DRC em relacdo aos grupos
controle, com suas concentracdes séricas aumentando de forma proporcional ao estadio
da DRC, o numero de pacientes totais participantes foi relativamente pequeno, sendo

necessario mais estudos que corroborem os achados encontrados.

Os marcadores de funcdo renal (SDMA, creatinina, densidade urinaria e fosforo)

demonstraram fraca correlagdo com a Hcy.

O estresse oxidativo se relaciona com a elevacdo das concentragdes de
homocisteina. Entretanto, a instituicdo de tratamento conservador nos animais

participantes deste ensaio pode ter interferido nos resultados obtidos.

A constatacdo da existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre
individuos higidos e portadores da DRC é um passo importante para os estudos futuros,
tanto para a validacdo dos métodos e técnicas de analise, quanto para a padronizacao dos
intervalos de referéncia para a espécie canina, que ndo se encontram ainda estabelecidos

na medicina veterinaria.
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ANEXOS:
ANEXO 1:

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - PAPA DE HEMACIAS

O sangue do tubo contendo heparina de litio (tampa verde) deve ser centrifugado a 3000 RPM por
5 min (Detalhe: a amostra devera estar a temperatura ambiente e a rotagdo deve ser aumentada
gradativamente, 500 rpm a cada 30”’, para evitar hemolise).

Apos centrifugacdo, aliquotar o plasma para ependorfs, usando pipeta de Paster, até retirar todo o
plasma do tubo (identificar com nome cdo, nimero do atendimento, data e letra P - de plasma).
Cuidado para néo atingir a porcéo solida (papa de hemacias) durante a pipetagem.

Com uma pipeta de Pasteur destinada para solucéo salina 0,9%, acrescentar uma quantidade desta
solucdo igual a quantidade da papa de hemacias, no proprio tubo de tampa verde, no qual o plasma
foi retirado. OBS: Depositar, delicadamente, a solucdo fisiolgica pela parede do tubo, e ndo
diretamente sobre as hemacias.

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

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

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

Repetir os itens 3, 4, 5 e 6 mais duas vezes, totalizando 3 lavagens da papa de hemécias com salina
a0,9%.

Utilizando uma pipeta automatica, com uma ponteira nova, chegar até o fundo do tubo e aspirar a
papa de hemacias, transferindo-a para criotubos (identificados com nome céo, nimero do
atendimento, data e letras He - de hemacia).

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



