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“Superficialmente, pode-se dizer que a fung¢éo dos rins é produzir
urina; mas, huma visdo mais ponderada, pode-se

dizer que os rins produzem o proprio material da filosofia.”
Homer W. Smith
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RESUMO

Esta Tese compreende dois estudos. O primeiro investiga biomarcadores séricos e urinarios
da Doenga Renal Cronica (DRC). Quarenta (40) caes foram selecionados prospectivamente
e divididos em 3 grupos: Grupo 1: animais saudaveis; Grupo 2: ndo azotémicos com imagem
ultrassonografica de degeneracgéo renal e densidade urinaria (Du)<1,030, e Grupo 3: caes
azotémicos, com imagem ultrassonografica de degeneracao renal e Du< 1,030. As amostras
de sangue e urina foram encaminhadas para a realizagdo de hemograma, bioquimicos,
incluindo dimetilarginina simétrica (SDMA) sérica, urinalise, relagao proteina:creatinina
urinarias (UPC), relacdo GGT:creatinina urinarias (uGGT/creatinina) e GGT corrigida pela
densidade urinaria (dGGT). Dentre os biomarcadores analisados, a SDMA n&o mostrou
diferenga entre os grupos 1 (10,0+ 5,56 ug/dL) e 2 (20,1+ 22,9 pg/dL), ndo sendo considerado,
nesse estudo, como marcador precoce. Por sua vez, a uGGT/creatinina mostrou diferenca
(p=0,005) entre os grupos 1 (mediana 0,125) e 2 (0,346), evidenciando precocidade. A
uGGT/creatinina mostrou-se mais precoce que a UPC dentre os cées avaliados. O segundo
estudo teve como objetivo analisar os efeitos do tempo, do armazenamento e do
anticoagulante em amostras de sangue venoso de caes destinadas a gasometria. Foram
colhidas quatro amostras de sangue das veias jugulares de 30 animais. Em duas amostras
foram utilizadas a seringa comercial, com heparina de litio (HL), de gasometria BD 3mL (Linha
BD-A-Line®) e, nas duas amostras restantes, seringa convencional de 3mL (BD®), com
heparina sédica (HS), preparada pelo clinico. Analises foram realizadas nos tempos TO, T30,
T120, T240 e T360. Apds a primeira analise (T0), uma amostra da seringa contendo o HL era
armazenada em banho de agua gelada (0-4 C) e a outra em geladeira (2-8°C), o mesmo
procedimento acontecia com a seringa convencional com HS. O efeito tempo interferiu nos
valores das variaveis estudadas, exceto cloretos. O tempo levou a redug¢des nos valores de
bicarbonato e BE. O armazenamento em agua gelada (0-4°C) mostrou retardo das alteracdes
in vitro. Ao utilizar a heparina sédica liquida ocorreu redugdo com significado clinico nas

concentragoes de calcio ionizado (iCa).

Palavras-chave: SDMA, enzimduria, analise de gases sanguineos, temperatura
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ABSTRACT

This thesis comprises two studies. The first investigates serum and urinary biomarkers of
chronic kidney disease (CKD). Forty (40) dogs were prospectively selected and divided into 3
groups: Group 1: healthy animals; Group 2: non-azotemic dogs with ultrasound imaging of
renal degeneration and urinary specific gravity (USG) <1.030, and Group 3: azotemic dogs,
with ultrasound imaging of renal degeneration and USG< 1.030. Blood and urine samples were
sent for complete blood count, biochemical tests, including serum symmetrical
dimethylarginine (SDMA), urinalysis, urinary protein:creatinine ratio (UPC), urinary
ggt.creatinine ratio (UuGGT/creatinine) and GGT corrected for urinary specific gravity
(usgGGT). Among the biomarkers analyzed, SDMA showed no difference between groups 1
(10.0 £ 5.56 pg/dl) and 2 (20.1 £ 22.9 ug/dl), and was not considered an early marker in this
study. In turn, uGGT/creatinine showed a difference (p=0.005) between groups 1 (median
0.125) and 2 (0.346), evidencing precocity. uGGT/creatinine was earlier than UPC among the
dogs evaluated. The second study aimed to analyze the effects of time, storage and
anticoagulant on venous blood samples from dogs intended for blood gas analysis. Four blood
samples were collected from the jugular veins of 30 animals. In two samples, a commercial
syringe with lithium heparin (HL) for blood gas analysis (BD-A-Line®) of 3 mL was used, and
in the remaining two samples, a conventional 3 mL syringe (bd®) with sodium heparin (HS),
prepared by the clinician, was used. Analyses were performed at times TO, T30, T120, T240
and T360. After the first analysis (T0), one sample from the syringe containing HL was stored
in an ice-water bath (0-4°C) and the other in a refrigerator (2-8 °C); the same procedure was
performed with the conventional syringe with HS. The effect of time interfered with the values
of the studied variables, except for chlorides. Time led to reductions in bicarbonate and be
values. Storage in ice-water showed a delay in in vitro changes. When using liquid sodium

heparin, there was a clinically significant reduction in ionized calcium (ica) concentrations.

Keywords: SDMA, enzymuria, blood gas analysis, temperature



LISTA DE TABELAS

ARTIGO A- RELACAO GGT/CREATININA URINARIAS (uGGT/creatinina) NA
IDENTIFICAGAO PRECOCE DA DOENGCA RENAL CRONICA (DRC) DE
OCORRENCIA NATURAL EM CAES ......co.ovooveeeeeeeeeeeseeseeseeseesesnnnen 38

Tabela 1 — Valores de média e desvio-padrao das variaveis séricas: uréia, creatinina
e SDMA e do pH urinario; e valores de mediana e percentis (P25 e P75) da GGT
urinaria corrigida pela densidade urinaria de 1,025 (GGTd), darelagdo GGT: creatinina
urinarias (UuGGT/creatinina) e da relagdo proteina: creatinina urinarias (UPC) das
amostras de céaes distribuidos nos grupos: Controle; DRC IRIS | e DRC IRIS II-IV 45

ARTIGO B- AVALIAGAO DOS EFEITOS DO TEMPO, DO ARMAZENAMENTO E
DO ANTICOAGULANTE NAS AMOSTRAS DE HEMOGASOMETRIA
VENOSA EM CAES .........ocooiieieeeeee e, 56

Tabela 1- Variagdo do pH, pressao parcial de didxido de carbono (pCO2 mmHg),
bicarbonato (HCO3- mmol/L), lactato (mmol/L) e glicose (mg/dL) em amostras de
sangue venoso de caes (n=30) conservadas em banho de agua gelada e geladeira,

expressa como a meédia de cada tempo analisado..............ccceveeiiiiiiiiiieeiiiee e, 69

Tabela 2—- Variagdo do bicarbonato (HCO3- mmol/L), calcio ionizado (iCa mg/dL)
potassio (K* mmol/L), Anion gap (AG mmol/L) e glicose (mg/dL) em amostras de
sangue venoso de caes (n=30) coletadas com seringa de gasometria BD-A-Line® (HL)
e com seringa convencional com pequena quantidade de heparina sodica (HS),

expressa como a meédia de cada tempo analisado...........c..ceeviiieiiiiiiieeiiii e, 70

Tabela 3— Variagado da pressao parcial de oxigénio (pO2mmHg), dO excesso de base
(BEecf mmol/L), do sédio (Na® mmol/L), dos cloretos (CI-mmol/L) e da osmolalidade
(mOsm mmol/kg) em amostras de sangue venoso de caes (n=30), expressa como a

média em cada tempo anNaliSAUO.........coeevuuieieii e 71



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Escala de graduacao da DRC pela IRIS baseado nos niveis séricos de
(o1 (== 1 1] ] = PP 18
Quadro 2 — Classificacdo da proteinuria pela IRIS por meio da relagcdo proteina:
creatinina urinarias €m CAES € A0S .......couuuuuiuumiiiieie e 18
Quadro 3 — Sub estadiamento da DRC pela IRIS quanto a pressao arterial sistdlica
(=T 0 o= T PP 19

Quadro 4 — Estadiamento da DRC pela IRIS em caes considerando os niveis
SEriCOS A€ SDMA (IDEXX) ..uuuuiiieiii ettt s s e e e e e e e e e e eeeeeanees 25

Quadro 5 — Marcadores utilizados para avaliagdo renal de caes...............cccceeeeee. 29



LISTA DE FIGURAS

ARTIGO A- RELACAO GGT/CREATININA URINARIAS (uGGT/creatinina) NA
IDENTIFICAGAO PRECOCE DA DOENGCA RENAL CRONICA (DRC) DE
OCORRENCIA NATURAL EM CAES ......co.ovooveeeeeeeeeeeseeseeseeseesesnnnen 38

Figura 1 — Diagrama de Fluxo dos valores da variavel SDMA (ug/dL) das amostras
de sangue de caes distribuidos nos seguintes grupos: Controle; DRC IRIS | e DRC
1S T 1 TSP 46

ARTIGO B- AVALIAGAO DOS EFEITOS DO TEMPO, DO ARMAZENAMENTO E
DO ANTICOAGULANTE NAS AMOSTRAS DE HEMOGASOMETRIA
VENOSA EM CAES .........ooooiiiiiiieieieeeeee et 56

Figura 1— Demonstracéo do armazenamento da amostra de sangue venoso de caes

€M AQUA GEIAAA ......coiiiiiiiii e e eaaaaes 60



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AG- Anion gap

ALT- Alanina amino transferase

AST- Aspartato amino transferase

BE- excesso de base

CHCM- concentragcao de hemoglobina corpuscular média
CI - cloretos

CL- Clearence

ctO2- conteudo total de oxigénio

DMVP- Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
DRC- Doencga Renal Crénica

EDTA- anticoagulante acido etileno tetra-acético

ELISA- Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Enzyme Linked ImunonoSorbent
Assay)

FA- Fosfatase alcalina

FGF23- fator de crescimento de fibroblastos 23

GGT- Gama glutamil transferase

HCOgs" - bicarbonato

HCM- hemoglobina corpuscular média

HPTsr- hiperparatireoidismo secundario renal

iCa- Calcio ionizado

IFCC- International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
IRIS- Sociedade Internacional de Interesse Renal (International Renal Interest
Society)

IV- Intravenosa

K* - potassio

LRA- Lesao Renal Aguda

mOsm- osmolalidade

Na* - sodio

NAG- N-acetil-b-D-glucosaminidase

OH- ovariohisterectomia



P50- pressao parcial do oxigénio em saturacao de oxigénio de 50%
PAM- pressao arterial média

PAS- pressao arterial sistélica

pH- potencial hidrogeniénico

pCO:- -pressao parcial de diéxido de carbono

pO2- - pressao parcial de oxigénio

PT- proteinas totais

RDW- amplitude de distribuigdo dos gldbulos vermelhos

SBPC/ML- Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/ Medicina Laboral
SDMA- Dimetilarginina simétrica (Symmetric dimethylarginine)
SOo. - saturagédo de hemoglobina

SRD- sem raca definida

tCa- calcio total

TFG - Taxa de Filtragao Glomerular

UEL- Universidade Estadual de Londrina

uGGT- Gama glutamil transferase urinaria

uGGT/Cr- Relagdo gama glutamil transferase e creatinina urinarios
UPC- Relacao proteina: creatinina urinarias

VG- Volume Globular

VGM- Volume Globular Médio



2.1

2.1.1
2.1.1.1
2.11.2
2113
2114
2115
2.2

2.2.1
222
2.2.2.1
2222
2223
2.2.2.3.1
2.2.2.3.2
2.2.2.3.3
2.2.2.34
2.2.2.3.5

3.1
3.2

SUMARIO

INTRODUGAO..........ooiieieeeeeee et 15
REFERENCIAL TEORICO .........cooiiiiieee oo, 17
DOENGA RENAL CRONICA (DRC).....ccciieeieeeeeeeie e 17
TESTES DE AVALIACAO DE FUNGCAO ELESAO RENAL .....cvvnieiieeitieeeieeeieeeieee 19
O =T - S 19
CreatiniNg ... 20
Sedimento e Densidade Urinaria ..o 20
Dimetilarginina Simétrica (SDMA) .......uiiiiiiieeee e 23
(€ I 1= = SN 26
HEMOGASOMETRIA ...ttt ettt e e e e e e e e e e e eaeeeeas 30
FASES LABORATORIAIS ....ooviiiiiiieeeeeee e e e e e et e e e e e e e e aaaaaaaaaeas 30
FASE PRE-ANALITICA DA HEMOGASOMETRIA ......uuuviiiiiineiiieieieeeeeeeeeeeeaaeaaaaaens 30
TaTo[Toz=Tor=To o (o I =) c=1 o 1 = N 30
Amostra arterial OuU VENOSA ...........oiiiiiiiiiiii e 31
Coleta da amoOStra ........ooe i 32
Sedimentagcdo da amosStra .............ccoeevueeeeiiiiee e 32
(=Y (o0 [0 (=1 ] oo N 32
Efeito da temperatura .................cccceeeeeuueoeeeieeieee e 33
Efeito da presencga de bolhas de ar ...............ccceeeeeeeeuiieeeeieeiiiieeeeee 34
Efeito do material da seringa e anticoagulante ..................cccccceevviieeeene... 34
OBUETIVOS ...ttt e e ee s 37
OBUETIVOS GERAIS .....uttttiiiiiiiieeetteeet e e e et e e e e e e e e e e e e s e e e s s s s 37

OBUETIVOS ESPECIFICOS .....iiiiiiiiee ettt e 37



ARTIGO A- RELAGAO GGT/CREATININA URINARIAS (uGGT/creatinina) NA

2.1
2.2
2.3

IDENTIFICAGAO PRECOCE DA DOENGA RENAL CRONICA (DRC)DE

OCORRENCIA NATURAL EM CAES ........cooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
RESUMIO....ce e e aaas 38
ADSTIACT ... 39
INTRODUGAOD ...t 40
MATERIAL E METODOS .......cooooiiiiiieie e 42
SELECAO DOS ANIMAIS E AVALIACAO CLINICA ...iveiieeeieeeeeeeee e 42
ANALISE DAS AMOSTRAS ....iiiiiiiiiiittnenttseeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaaaaaaaaaaaasssaassanaaannnes 43
ANALISES ESTATISTICAS ...oeiiiiieeei ettt e e e e e e e e e e e e enaaans 44
RESULTADOS ...t e e e e e e e e e 44
DISCUSSAOD ...ttt 46
(o370 \ o I U 17 Yo TSR 49
Y 0 1= Lo Lo =t 50
REFEIENCIAS ... 52

ARTIGO B- AVALIAGAO DOS EFEITOS DO TEMPO, DO ARMAZENAMENTO E

2.1
2.2
2.3
2.4

DO ANTICOAGULANTE NAS AMOSTRAS DE HEMOGASOMETRIA

VENOSA EM CAES ........ooieiieeeeeeeeeeeee et 56
RESUMIO. ... et aeas 56
Y 01 1 = 57
INTRODUGAOD ...t 58
MATERIAL E METODOS .......coooiiiiiiieee e, 59
SELECAO DOS ANIMAIS .. .ceeieteeet e et e e e e e et e e e et e e s e e s e ea e e eaneeeas 59
COLETA DE MATERIAL ..ttttiiieeee e e e e e e e ettt s s e e e e e e e e e e e e eeeeeeannnnnnaeeaeeaaaees 59
ANALISE DAS AMOSTRAS ....iiiiiiiiiitiiitiiaaa e e e e e e e e e e e eeeeetaessan s s e e e eeeeeeeeeeeeennnns 60
ANALISES ESTATISTICAS ..eeeeeeeiiieiiaieseeeeeeeeeeeeeeettesnaa s e e e e e eeaaaeeeeeeesnnnnnnes 61
RESULTADOS ...t e e e 62
(] KT o4 U577 Yo TR 64
(o707 1o I U 17 TSR 68
] (=T (=T o = 68
CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS ................... 75
(o700 I U 17 TS 75



REFERENCIAS .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 76

APENDICES. ... e 83
APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido................. 84
APENDICE B — Certificado do Comité de Etica — Artigo A .........coccvenneen. 85

APENDICE C — Certificado do Comité de Etica — Artigo B ....................... 86



15

1 INTRODUGAO

A Sociedade Internacional de Interesse Renal (International
Renal Interest Society- IRIS) foi organizada em 1998 com a finalidade de
estabelecer diretrizes reconhecidas internacionalmente sobre a doenga renal em
pequenos animais. A doencga renal cronica (DRC) é estadiada com base nos
valores séricos creatinina e dimetilarginina simétrica (SDMA) (IRIS, 2023).

Independente da etiologia, a DRC é considerada a doenga renal
mais comum em caes (Miyagawa et al., 2010), sendo uma importante causa de
morbidade e mortalidade (Brow et al., 2016).

A falha de funcao renal muitas vezes é observada pelo clinico
devido ao aumento das concentracdes séricas de ureia e creatinina, no entanto,
€ necessario perda de aproximadamente 75% da funcéo renal para que isto
ocorra (Fettman, Rebar; 2007; Pressler, 2013). Isto mostra que a creatinina € um
biomarcador tardio. Dessa forma, quando o reconhecimento do quadro ocorre
por este parametro, a doencga ja esta avangada (Seveg, 2018).

A SDMA é um biomarcador da taxa de filtragdo glomerular (TFG)
e apresenta alteragdes em seus valores precocemente em relagao a creatinina
(Hall et al., 2014; Hall et al., 2016). Recentemente foi inserida nas diretrizes de
DRC da IRIS (IRIS, 2023).

A gama glutamil transferase (GGT) é uma enzima localizada nas
células da borda em escova do tubulo contorcido proximal e 0 aumento da sua
atividade na urina tem sido relacionado a lesao tubular (Brunker et al., 2009),
sendo utilizada como marcador de leséo renal aguda (LRA).

Devido a importancia do diagndstico precoce, este trabalho tem
como um dos objetivos avaliar biomarcadores séricos e urinarios em caes com
DRC de ocorréncia natural.

A hemogasometria €& definida como a andlise dos gases
sanguineos de uma artéria ou veia e pode fornecer informacgdes sobre o estado
cardiopulmonar e acido-base de um paciente. Amostras arteriais sdo usadas
quando se quer avaliar a fungcdo pulmonar, enquanto amostras venosas
fornecem informacgdes sobre perfusado e estado acido-base (Bateman, 2008).

Com a expansao da Medicina Veterinaria Intensivista e a maior

acessibilidade aos analisadores de gases sanguineos, faz-se necessario
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compreender a técnica, desde a coleta das amostras até a interpretacao final
dos resultados, minimizando erros pré, trans e pos analiticos (Bateman, 2008).
Este trabalho tem como segundo objetivo analisar os efeitos preé-
analiticos sobre a hemogasometria venosa de caes: a) comparando as amostras
coletadas em seringas contendo heparina litica com as amostras coletadas em
seringas contendo heparina sddica; e b) determinar a influéncia do tempo e do

método de armazenamento sobre os resultados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENGA RENAL CRONICA (DRC)

A DRC pode ser classificada como a perda da fungao renal
irreversivel e progressiva caracterizando uma alteragdo estrutural do
parénquima renal (Polzin, 2013). A IRIS estabelece uma escala de estadiamento
da DRC baseada nos niveis séricos de creatinina. Neste caso, devido a
estimulagdo cronica do sistema renina-angiotensina-aldosterona, possivel
hipertens&o sistémica e glomerular, como também proteinuria, os animais devem
ser sub estadiados de acordo com relagao proteina: creatinina urinarias (UPC) e
a pressao arterial sistélica (PAS), como demonstram os Quadros 1 a 3 (IRIS,
2023).

A lesdo crbénica aos rins acarreta a perda de néfrons que, no
processo de reparacgdo, sao substituidos por tecido fibroso afuncional, causando
a hipertrofia dos néfrons remanescentes. Essa forma compensatéria mantém a
TFG preservada e os niveis de ureia e creatinina dentro da faixa de referéncia,
até que ocorra a perda de 60-75% dos néfrons (Fettman, Rebar; 2007; Pressler,
2013). Dessa forma, podem existir pacientes ndo azotémicos e assintomaticos
mesmo em estagios avangados (Yerramilli et al., 2016). Assim, faz-se necessario
conhecer marcadores precoces da DRC, para concluir o diagndstico e
estabelecer o tratamento e progndstico mesmo antes dos aumentos dos niveis

de uréia e creatinina.
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Quadro 1: Escala de graduacao da DRC pela IRIS baseado nos niveis séricos

de creatinina em caes

Grau Creatinina sérica Descrigao clinica
(mg/dL)

1 <1,4 Nao azotémicos, no entanto apresenta alguma outra
anormalidade renal presente, como, incapacidade de
concentracao urinaria, imagem renal anormal,
histopatolégico renal anormal, etc

2 1,4 -2,0 Azotemia leve
Sinais clinicos leves ou ausentes

3 2,1-5,0 Azotemia moderada
Sinais extrarrenais podem estar presentes, mas sua
extensdo e gravidade podem variar

4 >5,0 Aumento do risco de sinais clinicos sistémicos e de
sindrome urémica

Fonte: IRIS 2023 modificado

Quadro 2: Classificagcao da proteinuria pela IRIS por meio da relagao proteina:

creatinina urinarias em caes

Classificagéo

Caes

Proteinurico

>0,5

Proteinuria incerta

0,2-0,5

Nao proteinurico

0,2

Fonte: IRIS 2023 modificado




19

Quadro 3: Sub estadiamento da DRC pela IRIS quanto a presséo arterial sistélica

em caes
Pressao Arterial Sistélica Substagio de Pressao Risco de Lesdo em Orgdos
(mmHg) Arterial Alvo
<140 Normotenso Minimo
140-159 Pré-hipertenso Baixo
160-179 Hipertenso Moderado
2180 Severamente hipertenso Alto

Fonte: IRIS 2023 modificado

2.1.1 TESTES DE AVALIACAO DE FUNCAO E LESAO RENAL

A taxa de mortalidade por doenca renal em paciente humanos
(Yu et al., 2007) e em pacientes veterinarios (Worwag, Langston; 2008) é
bastante elevada. Entre os fatores que contribuem para isso estao o diagnostico
tardio da doenga e o carater progressivo da afecgao. O diagndstico precoce pode
ser ainda mais importante na Medicina Veterinaria, devido a escassez de
terapias de substituicdo renal (Seveg, 2018).

Para considerar um biomarcador como ideal ele deve ser
altamente sensivel e especifico para DRC, mostrar correlagdo com o grau de
lesdo/funcgéao, informar sobre o progndstico, detectar lesdes precoces, identificar
o seguimento renal afetado, ser aplicavel para diferentes grupos etérios e ragas,
ser orgao-especifico, permitir identificar a causa da lesdo, n&o ser invasivo e

apresentar estabilidade para armazenamento (Shah et al., 2017).

2..1.1.1 Ureia

A ureia € um produto do metabolismo hepatico de proteinas, sua
maior por¢ao é excretada pela urina por meio da TFG, no entanto, é reabsorvida
parcialmente. Dessa forma, alteracées na TFG ocasionam mudangas nos niveis
séricos de ureia, por exemplo, a reducao da TFG acarreta aumento da ureia
sanguinea. No entanto, existem outras causas para altera¢des desse parametro,
como por exemplo, a desidratacdo que reduz a TFG, como também, a maior
producgao de uréia pelo figado (Fettman, Rebar; 2007).



20

2.1.1.2 Creatinina

A creatinina é derivada da creatina muscular, com produgéao
diaria relativamente constante. Quase que sua totalidade é excretada pela via
renal, através da TFG. Fatores como aumento do catabolismo muscular,
desidratacdo e causas de azotemia pos-renal podem aumentar os valores
séricos de creatinina, sem relagdo com a TFG (Fettman, Rebar; 2007).

A creatinina é preferida em relagdo a ureia como marcador da
TFG, ja que possui menos interferéncias extra renais (Nabity, 2018). No entanto,
como € um produto do metabolismo muscular, seus valores sofrem interferéncia
da quantidade de massa muscular do paciente. Dessa forma, pode-se considerar
de forma errbnea uma disfungao renal em animais extremamente musculosos,
como também superestimar a funcado renal em animais caquéticos, sendo esta
condigao frequente no estagio final da DRC (Yerramili et al.,2016).

Apesar de ser um marcador de les&o renal, 0 aumento em seus
valores acontece de forma tardia, quando ha perda substancial dos néfrons
funcionais, dessa forma € um marcador de baixa sensibilidade para pequenas
diminuicdes da TFG (Fettman, Rebar; 2007; Pressler, 2013).

Para Grauer (2005), é importante que o clinico atente para
aumentos nao azotémicos da creatinina, para isso devem ser realizados exames
periodicos. Por exemplo, o clinico poderia considerar a fungao renal normal em
um animal com a concentrag&o sérica de creatinina de 1,2mg/dL, se esse exame
for realizado de forma isolada. No entanto, se no exame anterior a creatinina
estava 0,6mg/dL, o resultado atual revela que houve perda significativa da

fungao renal neste paciente.

2.1.1.3 Urinalise

A urinalise € um teste laboratorial importante, simples e utilizado
na rotina clinica de cées e gatos. O exame compreende a analise macroscopica
(aspecto, coloragéo e densidade), fisico-quimica pelo uso de tiras reagentes (pH,
presenga de sangue oculto, bilirrubina, proteinas, glicose e cetonas) e a
sedimentoscopia, sendo neste ultimo possivel identificar os tipos celulares,
microorganismos, cristaluria e cilindruria (Fettman, Rebar; 2007).

A urina pode ser coletada por cistocentese, sondagem uretral ou

micg¢ao espontanea e deve ser analisada dentro de 30 minutos. Caso néo seja
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possivel, a amostra pode ser refrigerada por até 24 horas, isso nao altera o pH
e a gravidade especifica da urina, mas pode induzir a cristaluria in vitro (Callens,
Bartges; 2015).

Na macroscopia, a urina normal apresenta-se amarela a ambar
e translucida. A intensidade da cor apresenta relagcdo com o volume de urina
produzido e com a gravidade especifica. Dessa forma, animais com poliuria (PU)
e polidipsia (PD), como € o caso dos DRC, irdo apresentar a urina de coloragéo
amarelo claro a transparente (Callens, Bartges; 2015).

A densidade urinaria € mensurada por meio de um refratdmetro
e indica a capacidade dos tubulos renais em concentrar ou diluir a urina. Esse
parametro ndo apresenta um intervalo fisiolégico e para avaliar seu resultado de
maneira eficaz, deve-se levar em consideragao a hidratacdo do paciente. Os
valores encontrados normalmente em caes hidratados estao préximos de 1,015
a 1,045 (Watson, Lefebvre, Elliot; 2015). Encontrar uma urina diluida em um
animal desidratado ou azotémico € um achado anormal e indicativo de
insuficiéncia renal (Callens, Bartges; 2015).

As tiras reagentes colorimétricas s&o utilizadas para a avaliagcéo
semiquantitativa de alguns parametros citados anteriormente. O pH urinario
geralmente é acido em caes, mas variagdes podem ocorrer dependendo da
dieta, medicamentos ou doengas concomitantes (Callens, Bartges; 2015).

A proteinuria € um termo utilizado para descrever a presencga de
qualquer tipo de proteina na urina. Em animais com lesdo renal a proteina
predominante € a albumina e existem dois mecanismos principais para a sua
ocorréncia: 1) lesdo glomerular impossibilitando a permeabilidade seletiva a
particulas de alto peso molecular e 2) redugcédo da capacidade reabsortiva pelos
tubulos contorcidos proximais (Grauer, 2016). Fettman e Rebar (2007)
enfatizam que a proteinuria s6 deve ser interpretada em animais sem sedimento
urinario.

Um estudo realizado por Jacob e colaboradores (2005)
constatou que caes azotémicos com relagao proteina: creatinina urinarias (UPC)
= 1,0 apresentavam uma progressao mais rapida da doenga renal, maior risco
de desenvolverem crises urémicas e morte.

O limiar de reabsor¢ao tubular de glicose é de 180mg/dL em

caes, dessa forma a glicose ndo é normalmente observada na urina de animais
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saudaveis. A presenca de glicosuria em animais normoglicémicos indica uma
lesdo nos tubulos proximais. A cetonuria em pequenos animais geralmente
ocorre secundaria ao Diabetes Mellitus, ndo sendo um achado em animais com
leséo renal (Callens, Bartges; 2015).

A bilirrubinuria pode ser um indicador de doenga hepatica ou
hemolise. Ja a presencga de sangue oculto necessita de posterior interpretagcao
para avaliar se € hemoglobinuria, mioglobinuria ou hematuria (Fettman, Rebar;
2007).

A sedimentoscopia consiste na analise microscopica do
sedimento urinario apds centrifugagcao. Esse exame permite analisar a presenca
de hemacias, leucdcitos, bactérias, cristais, cilindros, células de descamacéao
renal e células neoplasicas, evidenciando caracteristicas importantes para o
clinico (Callens, Bartges; 2015).

Segundo Forrester (2004), a hematuria consiste em um numero
anormal de eritrécitos na urina, podendo ser macro ou microscopica, e indica
doenga no trato urogenital. Caso a amostra de urina tenha sido obtida por
cistocentese, indica-se nova coleta por micgao espontanea apos 24 horas, para
descartar hematuria iatrogénica. Quando a hematuria esta presente em ambas
as amostras, os locais de origem do sangramento mais provaveis sao os rins,
ureteres, bexiga, uretra proximal ou prostata. Em pacientes humanos, a
hematuria pode ser associada a quadros de nefrite intersticial aguda,
glomerulonefrite aguda, vasculites, embolia e trombose (Yu et al., 2007).

A presenca de piuria e bacteriuria podem ser indicadores de
inflamacéo e infecgdo no trato urinario, como ocorre nos casos de cistite ou
pielonefrite. Para avaliar a presenca de bactérias, o clinico deve considerar o
método de coleta da urina, isso ajuda a localizar a origem da infeccdo como
também avaliar contaminacéao iatrogénica (Piech, Wycislo; 2018). A urocultura
deve ser indicada em animais com hematuria, piuria e bacteriruria (Forrester,
2004).

A cristaluria € um achado frequente na urina de caes, podendo
ou nao estar relacionada com a urolitiase (Piech, Wycislo; 2018).

Os cilindros sdo compostos por uma matriz de mucoproteina e
sdo formados nos tubulos renais, dessa forma, quando em grande numero,

podem indicar lesdo tubular. Os cilindros hialinos geralmente sdo desprovidos
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de elementos celulares, podendo ser encontrados em casos de proteinuria
fisiologica e/ou patoldgica. No entanto, quando em grande quantidade, a perda
de proteina glomerular deve ser considerada, ja que a perda de albumina pelos
glomérulos estimula a producéo e secrecao de proteinas pelos tubulos. Por sua
vez, os cilindros granulares sdao compostos de elementos celulares
degenerados, além da mucoproteina. Quando em numeros elevados, sdo um
indicador de lesao tubular ativa. Ja os cilindros céreos sao indicativos de doenca

tubular crénica (Piech, Wycislo; 2018).

2.1.1.4 Dimetilarginina simétrica (SDMA)

A arginina € um aminodacido essencial na maioria dos animais e,
apo6s sua traducdo, ocorre modificagdao e metilacdo de sua estrutura, dando
origem a dois isdbmeros: dimetilarginina simétrica (SDMA) e dimetilarginina
assimétrica (ADMA). A maior parte da ADMA circulante é eliminada por meio de
vias enzimaticas, enquanto a SDMA é eliminada exclusivamente pela filtracdo e
excrecao renal, tornando esse ultimo um forte marcador da TFG e da fungéo
renal (Yerramili et al., 2016).

O estudo realizado por Nabity e colaboradores (2015) revelou
que os niveis de SDMA acompanharam a DRC em caes, identificando
precocemente a diminuigdo da funcao renal quando comparado aos niveis
séricos de creatinina e com a TFG. Além disso, foi possivel constatar que a
SDMA ¢é estavel no soro e no plasma sanguineo de caes, podendo ser
armazenada em temperaturas ambiente de 20°C e refrigerado a 4°C por 14 dias.

Diferente da creatinina, as concentracbes de SDMA n&o séao
influenciadas pela massa muscular do animal, tornando esse parametro um
marcador mais fidedigno (Hall et al., 2015).

Um estudo (Koster et al., 2018) analisou a relagcdo da SDMA em
caes criticos, monitorados em terapia intensiva, sem sinais de LRA ou
diagnéstico prévio de DRC e ndo constatou relagdo prognostica entre este
parametro e doengas extra renais.

Hall e colaboradores (2016) analisaram 19 caes Beagles com
DRC de ocorréncia natural em trés momentos diferentes, 1) quando a creatinina
e SDMA estavam dentro da faixa de referéncia, 2) creatinina dentro da faixa de

referéncia e SDMA elevado e 3) creatinina e SDMA elevadas. Dessa forma,
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concluiram que a SDMA sérica aumentou, em média, 9,8 meses antes que os
valores séricos de creatinina se elevassem. Além disso, esse estudo concluiu
para a SDMA estar acima do valor superior de referéncia (14 pg/dL), deve existir
a reducao de 49% da TFG.

Em um estudo realizado por Nabity e colaboradores (2015) com
oito caes machos afetados com nefropatia hereditaria ligada ao cromossomo X,
os valores séricos de SDMA aumentou, em média, 4,8 semanas antes da
creatinina. Uma possibilidade para isso seria que a etiologia da DRC interfere na
progressao da doenga e no curto espago de tempo entre o aumento de SDMA e
de creatinina.

Coyne e colaboradores (2022) estudaram 1803 casos de
diferentes tumores caninos e felinos e, entre eles 307 caes com linfoma e 224
felinos com linfoma. Constataram um aumento de SDMA na auséncia de
aumento de creatinina em aproximadamente 50% dos pacientes caninos e
felinos com linfoma, no momento do diagndstico. Os autores citam trés
possibilidades para esse achado: 1) reducdo na TFG devido a infiltragcao renal
por células tumorais ou nefropatias induzidas pelo tumor; 2) aumento da
producao de SDMA pelas células tumorais; 3) ou, menos provavel, redugao do
clearence de SDMA pelos rins.

Em um estudo avaliando as concentracdes séricas de SDMA em
caes da raca Greyhound, foi possivel concluir que apresentam niveis séricos de
SDMA significativamente maior em comparagdo com caes de outras ragas nao
galgos, sendo o intervalo de referéncia para essa raga definido como 6,3-
19,9ug/dL (Liffmann et al., 2018).

Drost, Couto e Fischetti (2006) realizaram um estudo com 10
caes da raca Greyhound retirados da corrida e 10 caes nao galgos de porte e
peso semelhantes para analisar a TFG por meio da depuracao plasmatica do
tecnécio-99m-acido dietilenotriaminopentacético ([99mTc]Tc-DTPA). Neste
estudo, a TFG dos Greyhounds foi significativamente maior (3,0 £ 0,1 mL/kg/min
vs. 2,5 + 0,2 mL/kg/min; P < 0,01), sugerindo um componente extra-renal para a
concentracao de creatinina e SDMA na raga ser superior a faixa de referéncia da
espécie. Desta forma, faz-se importante entender a possivel influéncia nao renal

nos niveis de SDMA circulante.
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Atualmente as diretrizes da IRIS (2023) sustentam o uso de
SDMA como um teste de triagem para detecgcdo de DRC precoce, realizado em
conjunto com a creatinina sérica (Quadro 4), urindlise, UPC e ultrassonografia.

Como ja citado, a SDMA pode ser considerada um marcador
precoce de DRC em céaes, no entanto, pouco se sabe a respeito dela em quadros
de LRA nesses animais. Em humanos, a SDMA é considerada um marcador de
LRA (Luneburg et al., 2012).

Um estudo realizado por Dahlem e colaboradores (2017) nao
avaliou a precocidade da SDMA na LRA, mas revelou aumento deste marcador

nos animais diagnosticados com insuficiéncia renal aguda (IRA) e com DRC.

Quadro 4: Estadiamento da DRC em céaes pela IRIS considerando os niveis
séricos de SDMA (IDEXX).

Parametro Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
Nao-azotémico Azotemia leve Azotemia Azotemia severa
moderada
Creatinina <14 1,4-2,0 2,1-5,0 >5,0
(mg/dL)
SDMA (ug/dL) <18 18-35 36-54 > 54

Fonte: IRIS 2023 modificado.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/MS) é um método preciso para mensurar a SDMA. No entanto, possui alto
custo e demanda tempo, além de necessitar da criacdo de uma rotina de animais
saudaveis e doentes, para entdo, criar um banco de dados do laboratério. O
laboratorio da IDEXX disponibiliza um teste de imunoensaio homogéneo
competitivo, para quantificar os niveis deste marcador no soro € no plasma.
Atualmente, os parametros usados pela IRIS sdo baseados nos valores deste
laboratério (Relford, Robertson, Clements; 2016).

Em um estudo realizado com 30 cées e 30 gatos, compararam-
se os valores de SDMA mensurados pelo teste da IDEXX e pelo DLD SDMA
ELISA, teste para humanos, com os valores obtidos pela LC/MS e constatou que
o teste da IDEXX foi mais preciso e mais adequado para o uso clinico no

diagnostico e monitoragdo da doenga renal em cées e gatos (Ernst et al., 2018).
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2.1.1.5 GGT urinaria

A gama glutamil transferase (GGT) € uma enzima localizada nas
células da borda em escova dos tubulos proximais. Seu tamanho (90 KDa)
impossibilita a passagem dessa enzima do sangue pelo glomérulo integro,
portanto, sua presenga na urina, tem sido relacionada com lesdo tubular (De
Loor et al., 2013).

Ford (1974) mensurou em seu estudo a atividade da GGT em
sete tecidos de quatro ovelhas Clun Forest saudaveis com seis meses de idade.
Constatou que a atividade nos rins, foi de 10 a 16 vezes maior que no figado,
seguido de pequenas quantidades em intestino delgado e pancreas. A atividade
da enzima no cérebro e no musculo cardiaco foi muito baixa e nenhuma foi
detectada no musculo esquelético.

Keller, Ruedi e Gutzwiller (1985) compararam diversas
atividades enzimaticas em tecidos de 17 diferentes espécies animais. Os caes
estudados foram da raga Beagle. A GGT teve maior expressdo no pancreas,
seguido dos rins, intestinos e figado desses animais.

Ainda no estudo de Ford (1974) foram comparadas as atividades
de GGT séricas em ovelhas submetidas a lesdes experimentais. Houve liberacéo
de GGT nos animais que receberam esporidesmina quando havia evidéncia
histolégica de colestase, como também aumento nos niveis séricos de GGT nos
animais que foram submetidos a ligadura do ducto biliar. As ovelhas que
receberam tetracloreto de carbono, que tem potencial de provocar lesao hepatica
e renal nesta espécie, apresentaram leve ou nenhum aumento da GGT sérica,
nao sendo possivel determinar se esse aumento, quando presente, foi de origem
hepatica ou renal. Os animais que receberam o composto nefrotdxico cloreto de
mercurio, apresentaram lesdes graves em tubulos renais, sem alteragées em
figado e, ndo tiveram aumento nos niveis de GGT sérica. Isto sugere que a GGT
sérica nao sofre interferéncias de lesdes renais nesta espécie.

Para Clemo (1998) as enzimas urinarias tém sido utilizadas para
avaliagdo da nefrotoxidade aguda, fornecendo um teste ndo invasivo sensivel
para danos renais. Podem também ser utilizadas como marcadores subcelulares
de dano renal devido a sua localizagdo na borda em escova, citosol, lisossomos

ou mitocbndrias. Dessa forma, o aumento da atividade de GGT urinaria (uGGT)
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tem sido associado a les&o tubular proximal em cées, mais precisamente das
células de borda em escova.

Davis e colaboradores (2022), induziram lesao renal isquémica
em seis caes da ragca Greyhounds, machos, com peso médio de 31kg e
saudaveis. Neste estudo, foi coletado sangue basal (T0), os animais foram
submetidos a anestesia para posterior remogao de volume sanguineo até que a
pressao arterial média (PAM) ficasse abaixo de 40mmHg, nesse momento foi
coletado nova amostra de sangue (T1). Foi entdo administrado gelofusina para
elevar a PAM acima de 60mmHg. Novas amostras de sangue foram coletadas
60 (T2), 120 (T3) e 180 (T4) minutos apés a PAM> 60mmHg. Foi realizada a
mensuragcdo da urina produzida e coleta de urina a cada hora. Apés T4 os
animais foram submetidos a eutanasia e a remocao renal foi imediata para
analise histolégica. Um cdo apresentou LRA grau | pela IRIS, trés caes LRA grau
Il pela IRIS e dois caes néao tiveram LRA. Os valores de uGGT e os valores da
relacdo GGT:creatinina urinarias (UGGT/C) aumentaram significantemente a
partir de T2. A histologia revelou lesdo renal isquémica aguda em quatro caes,
principalmente na jungao tubuloglomerular.

Brunker, Ponzio e Payton (2009) elaboraram um estudo para
determinar os intervalos de referéncia para indices urinarios de N-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG) e GGT em cées adultos saudaveis. Para isso estudaram
um grupo de 38 caes que foram submetidos a exames fisico e laboratoriais. As
atividades de NAG e GGT na urina foram avaliadas, e os valores dos respectivos
indices foram determinados como atividade urinaria de NAG ou GGT (U/L)
dividida pela concentragao de creatinina na urina (g/L). Foi possivel estabelecer
um intervalo de referéncia para uGGT em cées: 1,93 a 28,57 U/g. Os valores de
uGGT néo sofreram interferéncia do sexo e superficie corporal, no entanto, as
alteragdes no pH da urina afetaram significativamente o indice de uGGT. Entre
os 38 caes do estudo, o pH da urina variou de 5,0 a 8,0; o indice médio de uGGT
foi de 10,80 £ 1,39 U/g entre cdes com pH urinario < 7,0 e 19,03 + 2,90 U/g entre
cées com pH urinario 2 7,0 (P =0,017).

Uechi, Terui, Nakayama e colaboradores (1994) realizaram um
estudo para avaliar se a excregao de NAG e GGT urinarias sofria interferéncia
circadiana, do volume urinario e do sexo em caes. Neste estudo participaram 22

cades adultos, SRD, de 7-13kg, 11 machos e 11 fémeas. Os animais foram
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sondados de forma asséptica para coleta de urina durante 24h. O sistema era
esvaziado a cada 4h e o volume de urina recuperado era mensurado. Uma
aliquota foi armazenada para as dosagens. Apos as 24horas, todo o volume de
urina foi misturado e nova aliquota enviada para os testes laboratoriais. Os
animais também foram submetidos a coleta de sangue. Neste trabalho, houve
variagao circadiana no volume e pH urinarios como também na excreg¢ao de
creatinina. Nao houve variacdo circadiana no clearence de creatinina como
também nenhum padrao de excrecéo caracteristico foi encontrado para NAG e
GGT urinarias. Neste estudo, ndo foi constatada diferenca de NAG e GGT
urinaria em relagdo ao sexo. Para descartar que a atividade urinaria sofresse
interferéncia do volume urinario, foi realizada a relagao pela creatinina e os
resultados sugeriram que a atividade enzimatica em uma amostra de urina pode
ser utilizada para extrapolar valores de 24h e detectar insuficiéncia renal.

No trabalho realizado por lichyshyn, Villiers e Mont (2019) a
atividade da GGT foi afetada pelo pH urinario, sendo preservada quando o pH
estava na faixa de 6,5-8,0 e reduzida de forma significativa (80-100%) quando
pH se encontrava <5,0 ou >8,5.

No seu estudo dosando a atividade da uGGT em cadelas com
piometra, Schepper e colaboradores (1989) propuseram que para corrigir a
interferéncia do volume urinario sobre a atividade da GGT urinaria os resultados
fossem calculados para uma densidade urinaria de 1,025, pela equagao: x =
(Yx25) / Z, na qual X = concentragao calculada; Y = concentragdo determinada
e Z = dois ultimos digitos densidade urinaria mensurada.

Heine, Moe e Molmen (2001) estudaram a liberagéo de enzimas
urinarias em caes com piometra e sua relagdo com os achados histopatoldgicos
renais. Foram constatadas atividades elevadas das enzimas em pacientes com
piometra, que reduziram apés a ovariohisterectomia (OH). Na microscopia foram
evidenciadas lesdes tubulares como vacuolizagao citoplasmatica, edema celular,
cilindros hialinos, espessamento da membrana basal, em alguns animais havia
necrose tubular focal. Também foram evidenciadas lesbes glomerulares e
intersticiais de natureza aguda ou crénica. O estudo nao foi capaz de constatar
se essas alteragdes estruturais estavam presentes antes do quadro, mas a
reducdo da enzimuria sustenta a hipdtese de que sejam lesdes agudas

reversiveis associadas a piometra.
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Lobetti e Lambrechts (2000) acompanharam as enzimas
urinarias de 35 cadelas saudaveis submetidas a ovariohisterectomia (OH), e
constataram que a atividade da uGGT e a uGG/C aumentaram apds a cirurgia,
evidenciando que existe lesdo renal transitoria devido a hipotensao.

Um estudo com 15 cédes com leishmaniose constatou, por
histopatologia, a presenca de lesdo renal em todos (Palacio, Liste, Gascon;
1997). Esses animais ndo apresentavam diferencgas significativas nos valores de
ureia e creatinina em relagdo ao grupo controle, no entanto as atividades das
enzimas urinarias foram maiores nos caes com leishmaniose, concluiu-se que
podem ser utilizadas como marcadores precoces de les&o renal.

O Quadro 5 relaciona os biomarcadores com o tipo de amostra,

a condicao clinica de sua elevagao e com o método utilizado para mensuracéo.

Quadro 5: Marcadores utilizados para avaliagdo renal em caes.

Biomarcador

Amostra

Condicao de elevagao

Método(s) de
mensuragao

Marcadores
substitutos da TFG

-Diminuigédo da TFG
-Causas extra renais

- Método ultravioleta
- Cinético colorimétrico

-Diminuigédo da TFG
-Causas extra renais

-Jafee (picrato-alcalino)
-Reacbes enzimaticas

Uréia - Soro e plasma
Creatinina -Soro e plasma
SDMA - Soro e plasma

-Diminui¢éo da TFG

- LC/MS
- ELISA

Marcadores da
disfungéo tubular

GGT - Urina

- Dano ao tubulo proximal
causando aumento de sua
liberacao

- Ensaio cinético

Fonte: Modificado Cobrin et al., 2013.
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2.2 HEMOGASOMETRIA
2.2.1 FASES LABORATORIAIS

A solicitacdo de exames laboratoriais € uma pratica comum e em
constante crescimento. Exames bem solicitados e executados podem ajudar o
clinico, da mesma forma, seu uso e/ou execucao inapropriados podem trazer
prejuizos ao paciente. Dessa forma, faz-se necessario compreender as
diferentes fases das analises laboratoriais para minimizar seus efeitos
indesejaveis sobre os resultados.

Para Vasconcellos (2020) as etapas laboratoriais podem ser
divididas, didaticamente, em: fase pré-analitica, analitica e pos analitica. A fase
pré-analitica compreende todos os procedimentos que ocorrem antes da fase
laboratorial, desde a escolha e indicagao do exame pelo profissional solicitante,
preparo do paciente, coleta, preparo e transporte das amostras bioldgicas até o
laboratério de execucdo. Esta fase possui diversas variaveis e menor
implementacéo de tecnologias, estando mais sujeita a erros humanos, seguida
pelas fases analitica e pds analitica. A fase analitica compreende a analise
laboratorial, de execugao do exame em si, ocorre em laboratérios clinicos
apropriados, de modo manual ou automatizado. Seguindo 0 mesmo raciocinio,
a fase pds analitica compreende tudo que ocorre apds a execugao do exame
como: realizagdo dos laudos, revisdo de valores criticos, solicitagédo de nova
coleta, interpretacao dos resultados.

Analisar os efeitos do anticoagulante, do tempo e do
armazenamento nos resultados dos valores de hemogasometria venosa de
caes, possibilita entender a influéncia desses fatores nos resultados,
minimizando os erros da fase pré-analitica e da pds-analitica no que se diz a

interpretacao dos resultados.

2.2.2 FASE PRE ANALITICA DA HEMOGASOMETRIA

2.2.2.1 Indicacao do exame
A hemogasometria deve ser realizada em todos os animais com
suspeita de apresentar disturbio acido-base. O exame mensura eletrdlitos e

parametros como: potencial hidrogenidnico (pH), pressao parcial de didxido de
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carbono (pCO32) e pressao parcial de oxigénio (pO2); tendo um nimero variavel
de valores calculados, como o bicarbonato e o excesso de base (Bailey, Pablo;
1998).

Os principais fatores da analise de gases sanguineos e sua
relagao clinica sdo: 1) pOz2, indica a eficacia das trocas de oxigénio entre os
alvéolos e os capilares pulmonares; 2) pCOg, indica a eficacia da ventilagao
alveolar; 3) saturagéo de hemoglobina (SO2), refere-se a fragdo de hemoglobina
transportando oxigénio em relacdo a todas as hemoglobinas que podem
transporta-lo; 4) conteudo total de oxigénio (ctO2) que corresponde a soma da
concentracdo do oxigénio ligado a hemoglobina e do oxigénio dissolvido no
sangue; 5) presséao parcial do oxigénio em saturagao de oxigénio de 50% (P50),
€ um parémetro calculado, definido como a pressao parcial do oxigénio (pO2) em
uma saturacdo de oxigénio de 50%. Quando a P50 se eleva indica decréscimo
da afinidade do oxigénio (O2) pela hemoglobina, facilitando a liberagédo em nivel
tecidual e, 6) lactato que é produzido em excesso quando ha um suprimento

inadequado de oxigénio aos tecidos (Sumita e Mendes; 2018).

2.2.2.2 Amostra arterial ou venosa

Para definir o melhor material a ser coletado, deve-se pensar
qual a analise clinica desejada com o exame. A avaliagdo da fungao pulmonar
necessita de uma amostra de sangue arterial, permitindo a avaliagdo adequada
da pO: e saturagéo de hemoglobina (SaOz2), do estado de ventilagdo (pCOz2) e
do equilibrio acido-base (BE e pH) (Gattinoni, Pesenti, Matthay; 2017; Day,
2002). A coleta de sangue arterial pode ser obtida das regides femoral, braquial,
carotida, digital e artérias pedais dorsais (Bailey, Pablo; 1998).

O sangue venoso € um material adequado para a avaliagao da
perfusao tecidual e estado acido-base geral, sendo os valores de bicarbonato e
do déficit de base muito semelhantes ao das amostras arteriais. No entanto, é
uma amostra inadequada para avaliar as variaveis pulmonares (pO2 e pCOz2)
(Gattinoni, Pesenti, Matthay; 2017; Kirubakaran, Gnananayagam, Sundaravalli;
2003; Bailey, Pablo, 1998). No cao, a obtengado do sangue venoso pode ocorrer

das veias jugular, cefalica ou safena (Bailey, Pablo; 1998).
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2.2.2.3 Coleta da amostra

A coleta da amostra de sangue para analise de gases
sanguineos é de extrema importancia, minimizando erros pré analiticos (Hooper,
Rezende, Haskins; 2005).

2.2.2.3.1 Sedimentagdo da amostra

Previamente a andlise, as amostras devem ser
homogeneizadas lentamente e de forma efetiva, evitando a analise de uma
amostra sedimentada, que poderia levar a alteracdo em todos os paréametros,

principalmente o nivel de hemoglobina (Sumita, Mendes; 2018).

2.2.2.3.2 Efeito do tempo

A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/ Medicina Laboral
(SBPC/ML) (2018) recomenda que a amostra seja analisada imediatamente
apo6s a coleta ou em até 30 minutos a temperatura ambiente. Quando a analise
ocorrer apds esse periodo, a recomendacao € de resfriar a amostra entre 0 e
4°C, diminuindo assim o metabolismo celular que ocorre apos a coleta, na
seringa, induzindo alteragdo nos gases sanguineos, pH e metabdlitos.

Harsten e colaboradores (1988) analisaram o efeito do tempo,
da temperatura, da presencga de bolhas de ar e do uso de diferentes seringas
plasticas na analise de gases sanguineos. Para esse estudo foram utilizadas
amostras arteriais com heparina sédica. Em relagao ao efeito do tempo, houve
alteragao estatistica apenas nos valores de pH (redug¢ao de 0,02 unidades) em
amostras armazenadas em agua gelada por 60 minutos; pO2 e pCO2 n&o tiveram
alteracoes.

Knowles e colaboradores (2006) fizeram um estudo para avaliar
a interferéncia do material da seringa, tempo de coleta e temperatura nos gases
sanguineos e saturagdo de oxigénio em amostras de sangue humano. Nesse
estudo, foi produzido sangue humano arterializado para a coleta de 45 amostras
em seringas de plastico com heparina de litio liofilizada e balanceada com calcio
e 45 recipientes de vidro com o mesmo anticoagulante. Os dois grandes grupos
foram divididos aleatoriamente em trés pequenos grupos de 15 amostras, um
grupo para analise imediata, um grupo de amostras que ficaram a temperatura

ambiente (22°C) para analise apos 30 minutos e um grupo de amostras em agua
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gelada (0-4°C) para analise ap6s 30 minutos. Foram analisados a pCO2, a pOz,
o pH e a Sa02. Em relagéo ao pH e Sa0O2 nao houve diferenga estatistica entre
os seis grupos. Nao houve diferenga estatistica entre os valores de pO2 ao se
comparar a pratica padrao de coleta em plastico com analise imediata das
amostras em vidro em analise imediata ou apds 30 minutos, seja em temperatura
ambiente ou gelada. No entanto, a pO2z aumentou significativamente em
amostras de plastico apés 30 minutos, em temperatura ambiente ou gelada. A
pCO2 reduziu significativamente em seringas de vidro armazenadas por 30
minutos em temperatura ambiente ou gelada. Por este estudo, o tempo por si s
nao afetou os exames, mas a associagao do tempo e plastico afetou os valores
de pO:2 e a associagado tempo e vidro afetou os valores de pCO:a.

Rezende e colaboradores (2007) ao analisarem os efeitos do
tempo e armazenamento em agua gelada nos gases sanguineos e medi¢des
acido-base, de amostras coletadas em seringas de polipropileno e com heparina
sddica liquida, recomendam que se houver um tempo de espera para a analise
da amostra, esta seja armazenada em agua gelada por até 6 horas. Esse
armazenamento apresentou estabilidade para o pH, excesso de base, pCOg,
concentracdo de hemoglobina e conteudo de oxigénio; no entanto, mostrou

efeitos significativos para pO: e saturagao da oxihemoglobina.

2.2.2.3.3 Efeito da temperatura

No trabalho de Harsten e colaboradores (1988), para analisar a
interferéncia da temperatura em amostras de gasometria humana, realizaram a
analise antes, 20, 40, 60 e 120 minutos apds o armazenamento em temperatura
ambiente, cubos de gelo e agua gelada. As amostras armazenadas em
temperatura ambiente apresentaram alteragdes significativas na pO2 em 20
minutos e na pCO2 em 40 minutos quando comparadas as armazenadas em
agua gelada. O armazenamento em agua gelada mostrou ser melhor que manter
as amostras em cubos de gelo ou a temperatura ambiente.

Madiedo, Sciacca e Hause (1980) analisaram o efeito das bolhas
de ar e temperatura na analise dos gases sanguineos. Para isso, foram
coletados 5 mL de sangue humano arterial com 200 Ul de heparina sddica. As
bolhas de ar foram retiradas imediatamente e uma primeira analise realizada.

Depois disso, as seringas foram fechadas de forma anaerdbica e divididas em
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trés grupos: 1) 10% de bolhas de ar, manualmente homogeneizada por 10 vezes
e armazenada em gelo (4°C) por 15-20 minutos; 2) armazenado
anaerobicamente e a 4°C e 3) armazenado anaerobicamente a 25°C. As
amostras do grupo 2 foram mais estaveis, ndo tendo alteracao estatistica em

relagdo aos valores iniciais.

2.2.2.3.4 Efeito da presencga de bolhas de ar

No estudo de Madiedo, Sciacca e Hause (1980), citado
anteriormente, as amostras do grupo 1 apds 20 minutos mostraram um aumento
significativo na média de pO2 (11mmHg). Os valores de pH e pCO2 foram
estaveis com ou sem a presenca de bolhas nos primeiros 20 minutos.

Por outro lado, no trabalho de Harsten e colaboradores (1988),
as bolhas de ar levaram a mudangas significativas nos valores de pO:z e pCOz,
sendo que a pO: foi afetada apds 60 segundos, 0 que ndo ocorreu nas analises
de 30 segundos.

A recomendacéo atual € que ap0s as coletas, imediatamente, as
bolhas de ar que eventualmente estiverem na seringa devem ser retiradas em
até 30 segundos para manter um ambiente anaerdbico, colocando uma borracha

na agulha ou um tampao comercial (Bateman, 2008).

2.2.2.3.5 Efeito do material da seringa e anticoagulante

Na pratica clinica, utilizam-se seringas de plastico de 1 ou 3 mL
com agulha de calibre entre 23-29. As seringas podem ser comerciais ou
preparadas na prépria clinica utilizando-se anticoagulante. Para as seringas
preparadas pelo proprio veterinario, costumam ser utilizadas seringas de 1 ou
3mL, plasticas, com anticoagulante heparina sodica liquida utilizado para
preencher o canhdo da agulha (Day, 2002). As seringas de hemogasometria
comerciais sao de material plastico, com heparina de litio liofilizada como
anticoagulante e equilibrada com calcio. No Brasil, existem seringas para trés
formas de coleta: natural, tubos de sangue pré-calibrados ou por aspiragéao (BD
Vacutainer®).

Para Harsten e colaboradores (1988) ao se compararem trés

tipos diferentes de seringas de plastico polipropileno com recipientes de vidro,



35

os valores de pO2 e pCO2 aumentaram expressivamente quando no plastico,
isso porque esse material € altamente permeavel.

Um estudo realizado no Brasil, em humanos, comparando as
diferentes seringas comerciais para gasometria (S-Monovette®; BD Preset® e
Pico 50®) e a realizada pelo proprio enfermeiro, concluiu que as diferencas na
fabricacdo das seringas podem introduzir fonte de variabilidade em exames
laboratoriais de gases sanguineos, especialmente quando as seringas sao
preparadas pelos préprios profissionais (Lima-Oliveira et al., 2012).

Para Hopper, Rezende e Haskins (2005) a heparina liquida na
amostra poderia levar a dois possiveis erros pré analiticos: 1) diluicdo da amostra
e 2) ligacgao ibnica de ions bivalentes, como o calcio. Comparada com os valores
basais, a diluicdo da amostra alterou os valores de pCOz2, pO2, déficit de base e
concentragbes de bicarbonato, potassio, sédio, cloretos, calcio ionizado e
lactato. Apesar da heparina sodica ser considerada uma solugao acida (pH
6,655), o pH sé apresentou alteracdo quando a quantidade de heparina na
amostra foi de 34,1%, nao ocorrendo nas diluicbes de 3,9%, 9,4% e 18,8%. A
pCO:2 reduziu a partir da diluicado 9,4% de heparina. O bicarbonato reduziu com
a diluicdo da heparina como se fosse esperado em uma simples diluigdo. O
déficit de base reduziu pela redugao do bicarbonato.

A heparina sodica contém altas concentracbes de sodio e
cloretos em relacdo aos niveis séricos de caes e as concentragcdes dessas
variaveis aumentaram em propor¢cao ao volume de diluicdo. Em relagdo ao
potassio, houve redugcdo dos seus valores com as diluicbes, sendo a
concentracdo média do valor base 4,6 mEqg/L e 2,7 mEqg/L apds diluicdo de
34,1% com heparina, isso poderia levar a uma medida de tratamento errénea
com prejuizo ao paciente. Os valores de lactato alteraram com a heparina sédica
na propor¢ao de uma diluicdo simples. A diluicdo das amostras de sangue com
heparina teve o grande impacto na concentragéo de calcio ionizado, sendo este
efeito superior ao que poderia ser contabilizado apenas pela diluicdo. Heparina
quela o calcio e outros cations divalentes, como o magnésio, resultando em
dosagens mais baixas. Este € um fenbmeno da heparina; seja sédio ou litio,
liquida ou liofilizada (Hopper, Rezende e Haskins, 2005).

Segundo o documento do CLSI C46-A — Blood Gas and pH

Analysis Related Measurements; Approved Guideline — recomenda-se o uso de
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seringas plasticas preparadas com a heparina liofilizada e com balanceamento
de calcio. De acordo com a International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC), a seringa de gasometria deve conter 50 Ul de
heparina litica balanceada com calcio por mL de sangue total.

Para Hopper, Rezende e Haskins (2005) o melhor preparo de
seringa ocorreu utilizando-se seringas de 3 mL com uma agulha de calibre 22
acoplada, nas quais 0,5 mL de heparina foi aspirado, o émbolo chegou na marca
de 3mL para permitir o revestimento da superficie interna da seringa com
heparina. Realizada a ejecdo da heparina e do ar, nova aspiragéo e eje¢ao do

ar por 3 vezes.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar biomarcadores séricos e urinarios capazes de
identificar precocemente a doenga renal cronica.

Avaliar o efeito do tempo, do armazenamento e do

anticoagulante nas amostras de hemogasometria venosa em caes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a concentragdo sérica de SDMA e sua precocidade
quanto ao diagnéstico de DRC.

Avaliar os valores urinarios de GGT, como também a GGT
corrigida pela densidade e a relagdo GGT:creatinina urinarias (uUGGT/C).

Avaliar os efeitos do armazenamento em agua gelada ou em
geladeira ao longo de seis horas em amostras de sangue venoso de caes sadios
e doentes colhidas em seringas contendo heparina sodica liquida ou heparina

litica liofilizada equilibrada com calcio sobre as variaveis hemogasomeétricas.
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ARTIGO A- RELAGAO GGT/CREATININA URINARIAS (uGGT/C) NA
IDENTIFICAGAO PRECOCE DA DOENGA RENAL CRONICA (DRC) DE
OCORRENCIA NATURAL EM CAES

RESUMO

Com o objetivo de avaliar biomarcadores séricos e urinarios capazes de
identificar precocemente a doenga renal crénica (DRC) foi conduzido um estudo
prospectivo, com 40 caes distribuidos em trés grupos: 1) Grupo controle de caes
sadios (n=17), 2) Cées nao azotémicos, com alteragdo na imagem renal
ultrasonografica e densidade urinaria (Du) <1,030 (n=10) e, 3) Caes azotémicos
com alteracdo na imagem renal ultrassonografica e Du <1,030 (n=13). Os
pacientes passaram por uma avaliagao clinica inicial, na qual foi coletado
sangue. Na sequéncia, foram encaminhados para ultrassonografia abdominal e
coleta de urina por cistocentese. As amostras de sangue e urina foram
encaminhadas para a realizacdo de hemograma, bioquimicos, incluindo
dimetilarginina simétrica (SDMA) sérica, urindlise, relagdo proteina:creatinina
urinarias (UPC), relagdo GGT:creatinina urinarias (uGGT/C) e GGT corrigida
pela densidade urinaria (dGGT). Dentre os biomarcadores analisados, a SDMA
ndo mostrou diferenga entre os Grupos 1 (média 10,0+ 5,56 ug/dL) e 2 (20,1+
22,9 yg/dL), ndo sendo considerado, nesse estudo, como marcador precoce. Por
sua vez, uGGT/C mostrou diferenga (p=0,005) entre os Grupos 1(mediana
0,125) e 2 (0,346), evidenciando precocidade. A uGGT/C mostrou-se mais
precoce que a UPC dentre os cies avaliados.

Palavras-chave: SDMA, proteinuria, enzimuria.
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ARTICLE A- URINARY GGT/CREATININE RATIO (uGGT/creatinina) IN THE
EARLY IDENTIFICATION OF NATURALLY OCCURRING CHRONIC KIDNEY
DISEASE (CKD) IN DOGS

ABSTRACT

A prospective study was conducted to evaluate serum and urinary biomarkers
capable of early identification of chronic kidney disease (CKD). The study
included 40 dogs divided into three groups: 1) Control group of healthy dogs
(n=17); 2) Non-azotemic dogs with abnormal renal ultrasound images and urinary
density (USG) <1.030 (n=10); and 3) Azotemic dogs with abnormal renal
ultrasound images and USG <1.030 (n=13). The patients underwent an initial
clinical evaluation, in which blood was collected. They were then referred for
abdominal ultrasound and urine collection by cystocentesis. Blood and urine
samples were sent for complete blood count, biochemical tests, including serum
symmetrical dimethylarginine (SDMA), urinalysis, urinary protein:creatinine ratio
(UPC), urinary GGT:creatinine ratio (uGGT/C) and GGT corrected for urinary
density (usgGGT). Among the biomarkers analyzed, SDMA showed no difference
between Groups 1 (mean 10.0+5.56 ug/dL) and 2 (20.1+22.9 ug/dL), and was not
considered an early marker in this study. In turn, uGGT/C showed a difference
(p=0.005) between Groups 1 (median 0.125) and 2 (0.346), evidencing precocity.

uGGT/C was earlier than UPC among the dogs evaluated.

Keywords: SDMA, proteinuria, enzymuria.
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1 INTRODUCAO

A doencga renal crénica (DRC) pode ser classificada como a
perda da funcao renal irreversivel e progressiva caracterizando uma alteragao
estrutural do parénquima renal (Polzin, 2013).

A instalagdo do quadro pode comegar sem sintomas evidentes,
evoluindo para sinais de uremia. Com o avangar do comprometimento renal,
observa-se sinais em outros sistemas como o digestivo, cardiovascular,
esquelético, neurologico e hematopoiético (Notomi et al.,, 2006), sendo uma
importante causa de morbidade e mortalidade em caes (Brow et al., 2016).

Independente da etiologia, a DRC é considerada a doenga renal
mais comum em cées. As estimativas de prevaléncia variam de 0,05 a 7%
(Miyagawa et al., 2010), podendo aumentar com a idade (Roura, 2019).

Estes valores de prevaléncia refletem a prevaléncia de
diagnosticos clinicos, ndo levando em conta os pacientes subdiagnosticados
(O'Neil et al., 2013). A falha de fungao renal muitas vezes é observada pelo
clinico devido ao aumento das concentragdes séricas de uréia e creatinina, no
entanto, € necessario a perda de aproximadamente 75% da fungao renal para
que isto ocorra (Fettman, Rebar; 2007; Pressler, 2013).

A taxa de mortalidade por insuficiéncia renal em pacientes
humanos € de aproximadamente 50% (Yu et al., 2007), devendo ser ainda maior
em pacientes veterinarios, em que a dialise ndo esta disseminada na rotina
clinica (Worwag, Langston; 2008). Entre os fatores que contribuem para isso
estdo o diagndstico tardio da doenga e o carater progressivo da afecgao. O
diagnéstico precoce pode ser ainda mais importante na Medicina Veterinaria,
devido a escassez de terapias de substituicdo renal (Seveg, 2018).

Com o intuito de diagnosticar precocemente pacientes com DRC
para garantir longevidade, biomarcadores tém sido estudados (De Loor et al.,
2013; lichyshyn et al., 2019; Palacio et al, 1997; Grauer et al., 1995).

A dimetilarginina simétrica (SDMA) é um biomarcador da taxa de
fitracdo glomerular (TFG) e apresenta alteragbes em seus valores
precocemente em relagdo a creatinina (Hall et al., 2014; Hall et al., 2016).
Recentemente foi inserida nas diretrizes de DRC da IRIS (IRIS, 2023).
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A gama glutamil transferase (GGT) € uma enzima localizada nas
células em borda em escova do tubulo contorcido proximal e 0 aumento da sua
atividade na urina tem sido relacionado a lesdo tubular aguda (Brunker et al.,
2009). No presente estudo, serao estudados os valores de atividade da GGT
urinaria na DRC.

Tendo em vista que o diagnéstico precoce da doenga renal
permite estabelecer o tratamento, retardando a evolugao da doenca e conferindo
qualidade de vida e longevidade ao paciente, este trabalho tem como objetivo
avaliar biomarcadores séricos e urinarios em caes com DRC de ocorréncia

natural.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 SELECAO DOS ANIMAIS, AVALIACAO CLINICA E COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

O projeto foi submetido a Comissao de Etica no Uso de Animais
da Unopar com o numero 001/20.

Quarenta (40) caes foram selecionados para o estudo. Vinte e
trés (23) cdes de ambos os sexos e com idades e ragas variadas foram
selecionados prospectivamente da populacdo de pacientes atendidos pela
Urovet, empresa prestadora de servigos veterinarios na area de Nefrologia e
Urologia em Londrina/PR. Esses animais apresentavam diagndstico de DRC e
estavam estaveis no momento da coleta das amostras. O diagndstico e
estadiamento da DRC foi baseado na imagem renal pela ultrassonografia,
densidade urinaria e valores séricos de creatinina. Dezessete (17) cédes de
tutores voluntarios foram classificados como saudaveis. Os critérios para
inclusdo nesse grupo foram baseados na auséncia de alteragdes clinicas,
laboratoriais e nas imagens ultrassonograficas.

Os caes foram avaliados por meio de anamnese e exame fisico.
Foram coletados dados como o peso, a avaliagdo de mucosas, a hidratacao, a
temperatura retal (TR), a auscultagao cardiopulmonar e a realizagcéo de palpagao
abdominal. Durante a avaliagao clinica, foi realizada a presséao arterial sistélica
pelo método Doppler. Foram realizadas cinco aferi¢des, sendo que as leituras
que forneceram o valor mais alto e o mais baixo da PAS foram descartadas,
sendo o resultado determinado como a média dos trés valores restantes.

ApoOs essa avaliagdo inicial, foram realizadas as coletas de
sangue para a realizagdo de hemograma e bioquimicos.

Ultrassonografia abdominal para avaliagdo do parénquima renal,
definicdo e relacao cortico-medular renal, ecogenicidade e tamanho dos rins.
Além disso, a ultrassonografia permitiu excluir do estudo pacientes com
alteragbes em outros 6rgaos abdominais. Durante esse procedimento foi
coletada a urina dos animais por cistocentese.

Os achados de imagem ultrassonografica n&o foram

diagnésticos para uma doenca renal especifica, mas sim um diagndstico
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morfologico de alteragdes estruturais do parénquima renal, avaliando-se a
superficie renal, a definicdo e a relagao cortico-medular, como também tamanho
renal, presenga de cistos, urdlitos e areas de infarto. Assim, independente da
etiologia desencadeante, animais com alteragdes de parénquima renal foram
classificados como portadores de DRC.

Os cées foram divididos em trés grupos: 1) caes saudaveis, nao
azotémicos (creatinina <1,4mg/dL) e com densidade urinaria >1,030 e sem
alteragbes nas imagens ultrassonograficas renais; 2) Pacientes possuindo
alteragcado na imagem ultrassonografica renal e redugdo na densidade urinaria
(<1,030), com creatinina <1,4 mg/dL, e; 3) pacientes apresentando alteragao na
imagem ultrassonografica renal e redugcado na densidade urinaria (<1,030), com
creatinina = 1,4mg/dL. N&o foi levado em conta os valores de SDMA séricos para

0 estadiamento.

2.2 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue e de urina foram enviadas ao
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina (HV-UEL). O hemograma foi realizado no aparelho Pock
IV Sysmex, sendo o diferencial leucocitario e a estimativa da contagem de
plaquetas realizados em Iamina. As analises bioquimicas (soro) de concentragao
de creatinina, uréia, calcio, fésforo, magnésio, glicose, lactato, colesterol,
triglicerideos, proteinas totais (PT) e albumina, como também a atividade de
fosfatase alcalina (FA), alanina amino transferase (ALT), aspartato amino
transferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT) foram realizadas no
aparelho Dimension Clinical Chemistry System Siemens. A concentracdo dos
eletrdlitos sddio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI') e calcio ionizado (iCa) foram
realizadas no Rapid Point 500 Siemens.

A concentracdo de SDMA foi determinada usando um imuno
ensaio de alto rendimento disponivel comercialmente (Teste SDMA- IDEXX)
realizada em o Analisador Bioquimico Catalyst One (IDEXX).

A urina foi avaliada por meio de exame fisico, quimico (tiras
reagentes) e sedimentoscopia por microscopia éptica. No sobrenadante urinario

foi mensurada a concentragao de creatinina, proteina e a atividade da GGT no
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analisador bioquimico automatizado Dimension Clinical Chemistry System,
Siemens.

Para a avaliacdo bioquimica da urina, com vistas a reduzir o
efeito da densidade urinaria, a atividade da GGT urinaria foi corrigida pela
densidade (GGTd) conforme Schepper et al. (1989) e pela concentragao de
creatinina urinaria (UGC) (Uechi et al., 1994). A concentragcao de proteinas
urinarias foi corrigida pela concentragdo de creatinina urinaria (UPC) (IRIS,
2023).

2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar a normalidade das variaveis, foi utilizado o teste de
Shapiro Wilk. A compragdo entre os grupos foi avaliada por meio de analise de
variancia unifatorial. Em caso de diferenca entre os grupos, a comparagao entre
as meédias foi realizada por meio do teste de Tukey. Para variaveis sem
distribuicdo Gaussiana foi realizada analise de varidncia “on ranks” e
comparagcao entre medianas por meio do teste Dunn, considerando uma
probabilidade de erro de 0,05.

3 RESULTADOS

Os valores médios de hemacias, de hemoglobina e de volume
globular foram maiores no grupo 1. Os valores de uréia e fosforo acompanharam
as alteragdes da creatinina, sendo mais elevados no grupo 3. Estdo compilados
no Apéndice 1 do artigo os valores de média e desvio-padrdo das variaveis
hematologicas e bioquimicas das amostras de sangue de caes distribuidos nos
diferentes grupos.

Como pode-se observar na Tabela 1, ndo houve diferenca entre
os valores de SDMA dos animais pertencentes aos grupos 1 e 2, sendo que
estes diferiram em relagdo ao grupo 3. A Figura 1 mostra os valores de SDMA
dos animais dos diferentes grupos. A IRIS (2023) e o algoritmo da IDEXX
consideram como normal valores até 14 ug/dL; valores entre 15-18 ug/dL séo

considerados aumentos leves que devem ser investigados quanto a outros sinais
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de DRC e, a partir de 18 ug/dL classificam o paciente como estadio Il da DRC e
aumentos subsequentes para os demais estadios.

Tabela 1: Valores de média e desvio padrao das variaveis séricas: ureia, creatinina e
SDMA e do pH urinario; e valores de mediana e percentis (P25 e P75) da GGT urinaria
corrigida pela densidade urinaria (GGTd), da relagdo GGT: creatinina urinarias
(uGGT/creatinina) e da relagédo proteina: creatinina urinarias (UPC) das amostras de

caes distribuidos nos grupos 1, 2 e 3.

Parametro Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P

Ureia (mg/dL) 39,162 +14,0 49,40°+21,30 234,77°+148,5 <0,001

Creatinina 0,99° + 0,23 1,14°+ 0,26 5,492 + 3,04 <0,001

(mg/dL)

SDMA 10,0° + 5,56 20,1° + 22,90 43,0 + 27,82 <0,001

pH urinario 7,105%+1,185 6,352 +1,334 5,731°+0,525 0,004

UPC 0,120° 0,252 1,432 <0,001
0,097 -0,270 0,108 — 2,87 0,76 — 3,68

GGTd 36,25° 32,812 43,75° 0,190
22,87- 43,75 24,22 -67,03 34,52 -61,98

uGGT/creatinina 0,125° 0,3462 0,5002 0,005
0,101 -0,270  0,195-0,726  0,311- 0,696

Fonte: Do proéprio autor

GGTd: GGT urinaria corrigida pela densidade urinaria (Schepper et al., 1989)

UGC: GGT urinaria corrigida pela creatinina urinaria (Uechi, Terui, Nakayama et al., 1994)

UPC: Proteina urinaria corrigida pela creatinina urinaria (IRIS, 2023)
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Figura 1: Diagrama de fluxo dos valores da variavel SDMA (ug/dL) das amostras de
sangue de caes distribuidos nos seguintes grupos: Controle; DRC IRIS | e DRC IRIS IlI-
V.

Populagdo do estudo
N=40

Grupo controle DRCIRIS |

N= 10

DRCIRIS II-IV
N=13

SDMA <14 SDMA = 18
N=6 N=4

=
SDMA <14 SDMA 14-18 SDMA <18 SDMA = 18
N=16 N=1 N=2 N=11

Na Tabela 1 pode-se observar que os valores de média do UPC
do grupo 3 diferem do grupo 1.

Ao utilizar a GGT urinaria corrigida pela densidade urinaria néo
houve diferenga estatistica entre os grupos. Mas ao se utilizar a relagdo GGT:
creatinina urinarias (UGGT/creatinina) houve diferenca estatistica entre o grupo

1 em relagao aos grupos 2 e 3.

4 DISCUSSAO

Atualmente as diretrizes da IRIS sustentam o uso de SDMA
como um teste de triagem para detecgao precoce de DRC, realizado em conjunto
com a creatinina sérica, urinalise, UPC e exames de imagem. Ao se utilizar a
SDMA como biomarcador precoce, esperava-se diferenga estatistica entre os
grupos 1 e 2. A razao pela qual a DRC neste estadio nao influenciou os niveis
séricos de SDMA € obscura. Uma hipdtese para isso € que mesmo apresentando

alteragdes na estrutura renal pela ultrassonografia e na densidade urinaria,
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esses pacientes ndo tiveram uma redugado acima de 49% da TFG, como foi
demonstrado no estudo de Hall e colaboradores (2016).

Neste mesmo estudo (Hall et al., 2016), acompanhando beagles
com DRC de ocorréncia natural, a SDMA sérica aumentou, em média, 9,8 meses
antes que os valores séricos de creatinina se elevassem.

Em um estudo realizado por Nabity e colaboradores (2015) com
oito caes machos afetados com nefropatia hereditaria ligada ao cromossomo X,
os valores séricos de SDMA aumentaram, em média, 4,8 semanas antes da
creatinina. Isso evidencia que a etiologia da DRC interfere na progresséo da
doenca e no curto espacgo de tempo entre o aumento de SDMA e de creatinina.

Os estudos acima citados (Hall et al., 2016 e Nabity et al., 2015)
acompanharam as dosagens seéricas de SDMA seriadas, retrospectiva e/ou
prospectivamente nos animais, detectando dessa forma a precocidade. No
presente estudo, os animais ndao foram acompanhados, mas sim estadiados por
outros meios e a comparagao foi entre os grupos, nao evidenciando essa
precocidade, sendo que seis pacientes classificados no grupo 2 pela imagem
ultrassonografica e baixa densidade urinaria apresentavam valores de SDMA
<14ug/dL, valor considerado dentro da referéncia para a espécie (IRIS, 2023).

Esse delineamento do presente estudo corresponde a forma de
estadiamento na rotina, visto que apds cada atendimento o paciente deve ser
estadiado e subestadiado para a DRC.

Estudos investigam as concentracées de SDMA associado a
linfoma (Coyne et al., 2022), pancreatite aguda (Gori et al., 2020), leishmaniose
(Gultekin et al., 2023), medicagdes como telmisartana e enalapril (Nasr et al.,
2024) e caes idosos (Marynissen et al., 2024).

Wun, Broughton-Neiswanger e Villarino (2024) estudaram a
precocidade do SDMA em relagcdo a creatinina em lesao renal induzida por
meloxican em gatos e, ambos os marcadores foram igualmente efetivos na
deteccao da perda da TFG.

Para Peich e Wycislo (2019) o pH urinario reflete o estado acido
base de um paciente. Nesse contexto, a aciduria indica aumento da secreg¢ao
renal de ions hidrogénio, podendo ter como causas acidose metabdlica, terapia
com furosemida e acidose tubular aguda. Dessa forma, a possivel causa da

aciduria nos pacientes IRIS 1I-IV é a acidose metabdlica associada a DRC, visto


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gultekin+G&cauthor_id=36963705
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Marynissen+S&cauthor_id=38240346
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que essa condicao reduz a capacidade tubular de excrecédo de ions hidrogénio
e a conservacao de bicarbonato.

Para Grauer (2007), a proteinuria € uma alteragdo comum em
caes que pode indicar a presengca de DRC antes do inicio da azotemia ou a
presenca de DRC mais grave apds o inicio da azotemia. Dessa forma, a
proteinuria de origem renal tem sido utilizada como indicador de doenga renal
precoce em caes, particularmente de doengas que envolvem o glomérulo. A
relacdo proteina: creatinina urinarias (UPC) €& utilizada para corrigir o efeito
volume de urina (Grauer, 2005). A UPC maior que 0,2 é considerado anormal
em caes (IRIS,2023) e deve ser investigada.

A gama glutamil transferase (GGT) € uma glicoproteina com
peso molecular de aproximadamente 90KDa, nao sendo capaz de ultrapassar a
barreira glomerular integra (de Carvalho et al., 2011; Clemo, 1998).

Ford (1974), em seu estudo com ovelhas, comparou as
atividades de GGT sérica apos lesdes experimentais. Foi possivel demonstrar,
nessa espécie, que a GGT sérica nao sofreu interferéncias de lesbes renais. O
estudo ndo abordou se a GGT sérica ultrapassa glomérulo lesionado.

Na revisao de literatura, os autores do presente estudo nao
encontraram artigos que estudassem especificamente a GGT sérica e urinaria
na lesdo glomerular, da mesma forma que ocorre com proteinas e albumina. No
entanto, ao extrapolar o comportamento de proteinas de alto peso molecular,
considerando que a GGT é uma proteina, esta ultrapassaria o glomérulo
lesionado (De Loor et al., 2013).

No atual estudo, foram utilizados a uGGT/creatinina como
também a GGTd para corrigir o efeito da densidade urinaria sobre a atividade da
GGT, sendo que a uGGT/creatinina se mostrou um marcador precoce de DRC
(Tabela 1), ja que apresentou diferenca estatistica nas medianas dos grupos 1 e
2.

Pode-se notar pelos valores da Tabela 1, que a uGGT/creatinina
apresentou maior precocidade em relagcdo ao UPC, ja que este parametro n&o
apresentou diferenga estatistica entre os grupos 1 e 2, apesar do valor da
mediana no grupo 2 ser superior ao valor de referéncia considerado pela IRIS
(2023).
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Trabalhos mostram que a atividade da GGT urinaria sofre
interferéncia do pH urinario (lichyshyn et al.; 2019; Brunker et al., 2009), sendo
preservada quando o pH se encontrava na faixa de 6,5-8,0 e reduzida de forma
significativa (80-100%) quando pH se encontrava <5,0 ou >8,5 (llchyshyn et al.;
2019). Dessa forma, a UGC do grupo IRIS II-IV pode estar subestimada pelos
valores de pH.

Hipoteses para aumentar a uGGT/creatinina com o avancar da
DRC: 1) doenga progressiva, na qual, ha leséo tubular constante e/ou 2) a GGT
sérica ultrapassa a barreira glomerular quando esta nao esta intacta. Sao
necessarios estudos adicionais para determinar se 0 aumento dessa enzima na
urina é devido a defeito na filtragdo glomerular e/ou na reabsorgao tubular e/ou
na lesdo tubular.

Este estudo apresentou limitagdes como a dificuldade de
encontrar pacientes DRC sem sinais de agudizacdo, como também a dificuldade
de selecionar caes classificados no grupo 2, pois muitas vezes o tutor desta
classe ainda n&o busca por atendimento, ja que os sinais podem ser pouco
expressivos no inicio da doencga e os pacientes foram escolhidos de um servigo

de atendimento de rotina.

5 CONCLUSAO

Ao se analisar os biomarcadores séricos e urinarios em caes
com DRC de ocorréncia natural, concluiu-se que a SDMA n&o se mostrou um
biomarcador precoce. Por sua vez, a uGGT/creatinina se mostrou eficaz na

identificacdo precoce da DRC em caes n&o azotémicos.
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Valores de média e desvio-padréo das variaveis hematolégicas e bioquimicas de caes
distribuidos nos grupos: Controle; DRC IRIS | e DRC IRIS II-IV.

Parametro Grupo DRCIRIS | DRCIRISII-IV P
controle

N 17 10 13

Hemacias 7,412+ 0,69 5,78+ 1,65 5,38°+ 1,79 <0,001

(x108/mm?3)

Hemoglobina 16,82 + 1,83 13,20 + 4,40 12,2° + 4,21 <0,001

(g/dL)

VG (%) 48,82 + 4,98 38,2°+ 12,5 35,2°+12,0 <0,001

VGM (fL) 65,92 + 2,59 65,32 + 5,13 65,32 £ 4,00 0,889

HGM (pg) 22,72 +1,12 22,52+ 2,07 22,62+ 137 0,921

CHGM(g/dL) 34,52+ 1,02 34,52+ 1,34 34,6+ 1,31 0,954

RDW CV(%) 13,62+ 1,78 14,52+ 2,97 13,452+1,75 0,473

Leucdcitos 10,392+ 3,49 10,74+ 4,89 10,382 + 6,01 0,979

(x10%/mm?3)

Neutrdfilos 6,862 + 2,89 8,102 + 4,88 8,122+ 5,45 0,647

segmentados

(x103/mm?3)

Linfocitos 2,73 240,89 1,63°+ 0,76 1,75+ 0,73 < 0,005

(x10%/mm?3)

Ureia (mg/dL) 39,16°+14,0 49,40°+21,30 234,77°+ 148,5 <0,001

Creatinina (mg/dL) 0,99° + 0,23 1,14+ 0,26 5,492+ 3,04 <0,001

Calcio (mg/dL) 9,92 +0,52 8,6°+2,19 10,32+1,7 0,028

Calcio ionizado 4,982+0,16 4,782 +0,36 4,55°+0,74 0,047

(mg/dL)

Fosforo (mg/dL) 3,62°+0,84  4,55°+1,77 11,62+ 10,25 0,001

FA (U/L) 58,26°+ 67,87 151,32+ 340,82 109,23°+171,03 0,461

ALT (U/L) 53,16°+ 39,48 50,102+24,59  106,00°+155,06 0,218

AST (U/L) 28,142+9,02 32,92+17,58 27,312+15,11 0,571

GGT (U/L) 10,28°+1,66 10,502+3,34 12,692+3,04 0,034

Proteinas totais 6,862+ 0,77 6,822+1,33 7262+ 1,84 0,638

(g/dL)

Albumina (g/dL) 3,32+0,78 2,782+ 0,86 2,58°+0,19 0,034



Colesterol(mg/dL)

Triglicerideos
(mg/dL)

Glicose (mg/dL)
Sodio (mmol/L)
Potassio (mmol/L)
Cloretos (mmol/L)
Lactato (mmol/L)

SDMA

216,74°+53,31

86,9% + 63,34

100,90%+13,99
144,92 £ 2,2
4,24°+ 0,41
113,99 £ 1,82
3,12+£1,37
10,0 + 5,56

224,40%°+67,95

148,62 £163,65

97,40°+14,95
146,42+ 2,4
4,73 +0,58
115,62 + 3,50
252+1,56
20,1° + 22,90

288,92°+78,07

75,622+ 29,02

107,837+ 32,06
146,82+ 3,4
5222+0,74
115,32 £ 5,71
3,022+£1,69
43,0° £ 27,82

0,010

0,139

0,491
0,141
<0,001
0,445
0,609
<0,001

51

Fonte: Do préprio autor
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Artigo B- Avaliagao dos efeitos do tempo, do armazenamento e do

anticoagulante nas amostras de hemogasometria venosa em caes

RESUMO

Com os avancos da Medicina Veterinaria, em particular na Medicina Veterinaria
Intensivista, a hemogasometria € um exame laboratorial que esta crescendo na
rotina e devido aos equipamentos point-of-care esta cada vez mais acessivel e
disponivel na rotina clinica. A fase pré-analitica dos exames alberga a maior
parte dos erros, perdendo para as fases analitica e pds-analitica. Com o objetivo
de analisar os efeitos do tempo, do armazenamento e do anticoagulante em
amostras de sangue venoso de cées destinadas a gasometria, foram colhidas
quatro amostras de sangue das veias jugulares de 30 animais. Em duas
amostras foram utilizadas a seringa comercial de gasometria BD 3mL (Linha BD-
A-Line®) com agulha de calibre 25x7 e as outras duas foram colhidas com
seringa convencional de 3mL (BD®), com 200Ul de heparina sddica, preparada
pelo clinico, com agulha 25x7. Quaisquer bolhas de ar foram eliminadas das
amostras e foram vedadas para preservar o ambiente anaerdbico. Apds a
primeira analise (até 20 minutos -T0), uma amostra da seringa contendo
heparina de litio (HL) era armazenada em banho de agua gelada (0-4°C) e a
outra em geladeira (2-8°C), o mesmo procedimento acontecia com a seringa
convencional com heparina soédica (HS). Analises subsequentes foram
realizadas nos tempos: 30 (T30), 120 (T120), 240 (T240) e 360 (T360) minutos
apos a primeira analise. Verificou-se efeitos significativos do tempo sobre o
conjunto de variaveis, com excegao dos cloretos. O tempo levou a redugdes nos
valores de bicarbonato e BE. O armazenamento em agua gelada mostrou retardo
das alteragdes in vitro. Ao utilizar a heparina sodica liquida ocorreu reducao nas
concentragdes de potassio (K*) e célcio ionizado (iCa). Conclui-se, portanto, que
0 exame gasométrico de sangue venoso de cdes deve ser analisado
imediatamente apds sua coleta e, caso seja necessario refrigeracdo, as

amostras devem ser mantidas em agua gelada.

Palavras- chave: heparina litica, heparina sédica, andlise de gases sanguineos,

temperatura
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Article B - Evaluation of the Effects of Time, Storage, and Anticoagulant

on Venous Blood Gas Samples in Dogs

ABSTRACT

With the advancements in Veterinary Medicine, particularly in Intensive Care
Veterinary Medicine, blood gas analysis is a laboratory test that is becoming more
common in routine practice, and thanks to point-of-care devices, it is increasingly
accessible and available in clinical settings. The pre-analytical phase of
laboratory tests accounts for most errors, surpassing the analytical and post-
analytical phases. To analyze the effects of time, storage, and anticoagulant on
venous blood samples from dogs intended for blood gas analysis, four blood
samples were collected from the jugular veins of each of the 30 animals included
in the study. Two samples were drawn using the BD 3mL commercial blood gas
syringe (BD-A-Line®) with a 25x7 gauge needLe, and the other two were
collected with a conventional 3mL syringe (BD®), prepared by the clinician with
sodium heparin, using a 25x7 gauge needLe. Any air bubbles were removed from
the samples, which were then sealed to preserve the anaerobic environment.
After the first analysis (up to 20 minutes - TO), one sample from the syringe
containing lithium heparin (LH) was stored in an ice water bath (0-4°C), and the
other was refrigerated; the same procedure was followed for the conventional
syringe with sodium heparin (SH). Subsequent analyses were performed at 30
(T30), 120 (T120), 240 (T240), and 360 (T360) minutes after the initial analysis.
Except for chloride levels, time effects influenced the values of the variables,
causing changes in bicarbonate and base excess (BE) values. Storage in chilled
water delayed the in vitro alterations. Using liquid sodium heparin led to variation

in the concentrations of potassium (K+) and ionized calcium (iCa).

Keywords: lithium heparin, sodium heparin, Blood gas analysis, temperature
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1 INTRODUGAO

A hemogasometria € um exame indicado em pacientes criticos
ou em animais com suspeita de disturbios acido-base. O exame mensura
eletrdlitos e parametros como: potencial hidrogenidnico (pH), pressao parcial de
diéxido de carbono (pCOz2) e pressao parcial de oxigénio (pO2z) e complementa-
se por um numero variavel de valores calculados (Bailey, Pablo; 1998).

Exames bem solicitados e executados podem ajudar o clinico,
da mesma forma, seu uso e/ou execugao inapropriados podem trazer prejuizos
ao paciente. Dessa forma, faz-se necessario compreender as diferentes fases
das analises laboratoriais para minimizar seus efeitos indesejaveis sobre os
resultados e considera-los na interpretagado do exame.

Este estudo tem o objetivo avaliar os efeitos do anticoagulante,
do tempo até a analise e da forma de armazenamento nos valores da gasometria
venosa em caes, possibilitando entender a influéncia desses fatores nos
resultados, minimizando os erros da fase pré-analitica e da pds-analitica

referente a interpretagao dos resultados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 SELECAO DOS ANIMAIS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Unopar sob o numero 07/23.

Os animais eram de tutores voluntarios, de qualquer raga, sexo
e idade, podendo ser saudaveis ou apresentar doenga sistémica, ja que seriam
analisados fatores pré-analiticos. Pacientes com anemia moderada a grave
(Volume Globular (VG) <20%), com baixo peso (<3kg), em choque e/ou

hipotensao foram excluidos devido ao volume de sangue necessario.

2.2 COLETA DE MATERIAL

Foram colhidas quatro amostras de sangue venoso das veias
jugulares de cada um dos 30 animais pertencentes ao estudo. Cada amostra foi
coletada até a marcacao de 1,6mL, sendo duas amostras com a seringa
comercial de gasometria BD 3mL (Linha BD-A-Line®) com agulha de calibre
25x7, a qual contém 80Ul de heparina de litio, jateada com spray seco e
balanceada com calcio. Outras duas amostras foram colhidas com seringa
convencional de 3mL (BD®), com aproximadamente 200Ul de heparina sédica
(Hepamax-S ®) com o seguinte preparo: introduzido 0,5mL de heparina na
seringa, puxado o émbolo até a marcagdo de 3mL para que o anticoagulante
tivesse contato com toda a superficie da seringa, descartado todo o material da
seringa; dessa forma, restava heparina residual apenas no centro da agulha de
calibre 25x7.

Quaisquer bolhas de ar foram eliminadas das amostras,
imediatamente apos a coleta. Nas seringas de gasometria Linha BD-A-Line®,
as agulhas foram removidas e foram colocados um tampao de seringa (BD
Hemogard®) sobre a ponta da seringa. Nas seringas convencionais, as agulhas
foram ocluidas colocando uma rolha de borracha nas agulhas.

A temperatura dos cées era imediatamente aferida com
termdémetro, por via intra-retal e anotada, juntamente com os dados de

identificacdo do animal.
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2.3 ANALISE DAS AMOSTRAS

Apdés as coletas, as amostras de sangue foram colocadas em
um isopor seco e limpo e foram enviadas ao Laboratoério de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL) e
analisadas em até 20 minutos (TO) da coleta no Rapid Point 500 Siemens, que
atende as recomendagdes de padrdes de controle de qualidade recomendados.
A concentracdo de bicarbonato (HCO3) e de excesso de bases (BE) foram
calculadas e corrigidas com a temperatura do animal.

Apos a primeira analise (T0), uma amostra da seringa comercial
contendo heparina de litio (HL) era armazenada em banho de agua gelada (0-
4°C) e a outra em geladeira (2-8°C), o mesmo procedimento acontecia com a
seringa convencional com heparina sédica (HS). O banho de agua gelada
consiste em colocar as amostras com agua e gelo reciclavel em um isopor
(Figura 1), o gelo foi trocado a cada 60 minutos, garantindo que a temperatura
ficasse entre 0 e 4°C. Analises subsequentes foram realizadas nos tempos: 30
(T30), 120 (T120), 240 (T240) e 360 (T360) minutos apds a primeira analise.

Figura 1: Demonstracdo do armazenamento da amostra de sangue venoso de

1 |

caes em agua gelada.
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2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva
pelo programa Jamovi e foram procedidos os testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e de homogeneidade de variancias (Levene). As comparagdes entre 0s
tratamentos foram realizadas por meio de analise de variancia de medidas
repetidas ao longo do tempo (0, 30, 120, 240 e 360 minutos) considerando o
armazenamento (agua gelada/geladeira) e o anticoagulante (heparina sddica —
HS e heparina litica -HL) bem como a interagao entre os fatores. A comparagéao
de médias foi realizada por meio do teste de Tukey, considerando uma
probabilidade de erro de 0,05. Os dados estdo apresentados em valores de

meédia e desvio padrao.
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3 RESULTADOS

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 1, 2 e 3
mostrando o comportamento das variaveis nos momentos estudados. Na Tabela
1 estdo compiladas as variaveis que sofreram interferéncia do armazenamento,
na Tabela 2 as que sofreram interferéncia do tipo de anticoagulante e na Tabela
3 o comportamento das variaveis que nao tiveram interferéncia do
armazenamento ou anticoagulante.

A variavel pH apresentou diferenga (p< 0,001) nos diferentes
momentos estudados, independente do armazenamento da amostra e do tipo de
anticoagulante utilizado. Apesar da interagao entre tempo x armazenamento ser
significativa (p<0,001), ao comparar as duas formas de armazenamento no
mesmo momento n&o houve diferenca (Tabela 1).

Em relacdo ao tempo, a variavel pCO2 (pressdo parcial de
diéxido de carbono) apresentou aumento nos valores médios (p<0,001). Pode-
se observar na Tabela 1 que esse aumento iniciou no T240. Esta variavel
também apresentou interacdo tempo x armazenamento significativa (p=0,020).
No entanto essas diferencas nao existiram quando considerados cada tempo,
entre si.

A variavel pO2 (pressdo parcial de oxigénio) aumentou
consideravelmente ao longo do tempo (p<0,001). A média variou de
44+20,5mmHg no TO até 73,5+44,1mmHg no T360 (Tabela 3), independente do
armazenamento (p= 0,942) ou do anticoagulante (p= 0,865).

O valor médio do bicarbonato (HCO3s’) apresentou redugao
estatistica ao longo do tempo (p<0,001), assim como na interagao do tempo com
o anticoagulante (p= 0,003) e com o armazenamento (p<0,001) (Tabela 1 e
Tabela 2).

A variavel BE (excesso de base) apresentou redugao (p<0,001)
de suas médias ao longo do tempo (Tabela 3).

As médias do sédio (Na*) diferiram (p<0,001) ao longo do tempo,
independente do anticoagulante ou do armazenamento utilizados (Tabela 3).

Os valores médios da concentragdo de potassio (K*)
apresentaram diferenga ao longo do tempo (p<0,001), bem como ocorreu

diferenca no efeito do anticoagulante utilizado (p=0,038) (Tabela 2).
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A concentracao de cloretos (ClI) foi a unica variavel que néao
apresentou diferenca estatistica em relagéo ao tempo (p=0,092), anticoagulante
(p=0,37) e armazenamento (p=0,48), ou na interagado entre eles (Tabela 3).

Em relagdo as médias da concentragao de calcio ionizado (iCa),
houve variagdo ao longo do tempo (p<0,001), e interacdo dos efeitos tempo x
armazenamento (p<0,001) e tempo x anticoagulante (p=0,003) (Tabelas 1 e 2).

As médias da variavel Anion Gap (AG) apresentaram diferengas
quanto ao efeito tempo (p<0,001) e a interagdo dos efeitos tempo x
anticoagulante (p=0,035) (Tabela 2).

A variavel mOsm (osmolalidade) oscilou ao longo do tempo
(p<0,001), reduzindo no T120 e aumentando novamente nos tempos T240 e
T360. Nao houve diferenca quando considerado a interagao dos efeitos tempo x
armazenamento (p= 0,373), tempo x anticoagulante (p= 0,565) ou a interag&o
entre os trés (p= 0,334).

Em relacdo as meédias de lactato, os valores aumentaram
estatisticamente considerando efeito tempo (p<0,001) e a interagdo dos efeitos
tempo e armazenamento (p<0,001) (Tabela 1).

A média da concentracéo de glicose reduziu ao longo do tempo
(p<0,001), com interagao significativa dos efeitos tempo x armazenamento

(p<0,001) e tempo x anticoagulante (p=0,024) (Tabelas 1 e 2).
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4 DISCUSSAO

A variagao dos valores de pH sanguineo maior do que 0,015, é
considerada acima dos limites aceitaveis apontados por Haskins (1977). Tal
alteracado ocorreu em cada momento estudado, para as amostras conservadas
em geladeira; enquanto, ao armazenar em agua gelada, a diferencga iniciou a
partir do T120 até o T360. Como os valores fisiolégicos do pH tém uma estreita
variagcédo, com o intervalo de referéncia para sangue venoso em caes entre 7,351
e 7,443 (DiBartola, 2012a), qualquer alteragcao ao longo tempo e decorrente do
armazenamento ocasionados nesta variavel podera ser refletido na interpretagéo
clinica.

Segundo Haskins (1977), a variagéo da pCO: e da pO2 nao deve
ser maior que 3 e 5 mmHg, respectivamente. Independente da forma de
armazenamento, os valores de pCO2 sofreram aumento acima do limite aceitavel
a partir do T240. Ja os valores médios de pO: elevaram-se continuamente em
todos os momentos estudados.

Diferente do estudo de Harsten e colaboradores (1988) com
amostras de sangue arterial coletadas em heparina sddica e armazenadas em
agua gelada por 60 minutos, no qual apenas os valores de pH sanguineo
alteraram-se, o presente estudo, com sague venoso, as variagdes na pO2 foram
mais evidentes.

Knowles e colaboradores (2006) relacionaram o aumento da pO:
com a interagao dos efeitos tempo e material plastico da seringa, como a redugéo
da pCO2 com a interagao dos efeitos tempo e material vidro. No presente estudo,
todas as amostras foram coletadas em seringas plasticas e observaram-se
alteracbes semelhantes nas duas variaveis ao longo do tempo.

Caso o0 aumento da pO: fosse atribuido a exposigédo da amostra
ao ar atmosférico, considerando a seringa semipermeavel, deveria ocorrer uma
reducao da pCOz2, o que néo foi encontrado nesse estudo (Pruden et al., 1996).

Como foi observado neste estudo, uma possibilidade para o
aumento da pCO2, acompanhada da redugéo do pH, diminuigdo da glicose e
aumento do lactato ¢é a glicolise pelos leucdcitos, hemacias e plaquetas (Madiedo
et al., 1980).
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Do ponto de vista clinico, a estase venosa e atividade muscular
podem resultar em acumulos de metabdlitos acidos, sendo a gasometria arterial
a mais indicada para a analise de pCO2 e pOz2 (DiBartola, 2012a).

A concentragdo de bicarbonato sofreu redugdo ao longo do
tempo, independente da forma de armazenamento ou do anticoagulante, a partir
do T30, intensificando até o momento T360. As variagdes de bicarbonato podem
tornar-se relevantes do ponto de vista clinico, pois trata-se do parametro que é
utilizado para avaliar a presenca de alteragbes metabdlicas, seja acidose ou
alcalose (DiBartola, 2012b). O julgamento inadequado, pela demora na
realizacado da analise, pode resultar em terapias desnecessarias, logo, a amostra
mais fidedigna é aquela processada imediatamente apds a coleta.

Ao se observar o comportamento das variaveis pH, bicarbonato
e pCO2 é possivel notar que o sistema tampéao bicarbonato continuou ativo ao
longo do tempo, agora em um sistema fechado. Isto deve ser considerado pelo
clinico, em caso de retardo na analise da amostra, para nao incorrer em decisdes
terapéuticas indevidas ao paciente.

Com a reducgédo da média da variavel bicarbonato ao longo do
tempo era esperado que os valores meédios da variavel BE acompanhassem
essa mudancga, o que ocorreu a partir do T30 até o T360. As oscilagdes nestas
variaveis nao sao relevantes do ponto de vista clinico, pois os valores de BE
variaram de -6,13 (T0) a -8,4 (T360), ndo acarretando grandes mudangas no
calculo de reposicao do bicarbonato (Carlson e Bruss, 2008).

As membranas celulares s&o permeaveis ao ion sédio, por isso,
pelo gradiente de concentragdo, o sédio do espago extracelular movimenta-se
para o espaco intracelular. A diferenga de concentracdo € mantida in vivo pela
bomba Na*K*ATPase, com gasto de energia. Como in vitro, na seringa de coleta,
a energia é limitada, ao longo do tempo ocorre o deslocamento do Na*
plasmatico para o interior das células sanguineas e redu¢ao na sua mensuragao
(Wellman, DiBartola, Kohn; 2012). Neste estudo, a concentracéo de sodio oscila
ao longo do tempo nos momentos analisados. Uma hipotese para isso € que
ocorre a destrui¢cao celular in vitro, com a liberagdo do ion no meio extracelular.
No entanto, apesar de existir diferenga estatistica, essa diferenga nao é
suficiente para alterar a conduta clinica, uma vez que varia dentro do intervalo

fisiolégico. Mesmo diante de altas concentracbes nas amostras contendo
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heparina sddica, ndo foram observadas diferencas entre os anticoagulantes para
essa variavel.

Ja a concentragao de potassio elevou-se ao longo do tempo. As
hipéteses que se apresentam séo: 1) a bomba NA*K* ATPase in vitro reduz sua
atividade quando nao houver mais ATP levando ao deslocamento do K*
intracelular para o meio extracelular; 2) consequéncia da hemalise (Wellman,
DiBartola, Kohn; 2012).

Para DiBartola e De Moraes (2012), caes apresentam a
concentracao intraeritrocitaria de ion K* semelhante a concentragcédo plasmatica.
Desta forma, a hemdlise nao acarretaria hipercalemia nesta espécie, salvo em
algumas ragas, que apresentam alta concentragcdo de potassio intracelular. No
entanto, no presente estudo, ndo € possivel excluir a hemdlise in vitro como uma
das possibilidades a serem consideradas para as alteracbes observadas nas
concentragdes de sodio e de potassio.

Aumentos na concentracdo de K* entre TO e T360, ocorreu,
independente do anticoagulante, embora tenha sido menor que 0,5mEg/L. Caso
o animal apresente normocalemia, tal variagdo n&o acarretara prejuizos, no
entanto, considerando um paciente com hipocalemia prévia, o retardo na analise
pode levar a reposigao insuficiente.

O anticoagulante utilizado interferiu na concentracéo de potassio
obtida. Tal diferenca pode ser atribuida a diluicdo da amostra, pois o volume que
sobra de HS no canhdo da agulha é aproximadamente 0,039mL (Hooper,
Rezende, Haskins; 2005), correspondendo a 2,4% do volume final da seringa.
Em cada momento, ao subtrair 2,4% da média da HL, & obtido um valor
semelhante a média de HS. A diferenca das médias dessa variavel quando se
compara o mesmo momento com os diferentes anticoagulantes, foi de
<0,2mEq/L, ndo incorrendo em relevancia clinica e alteracdo na conduta.

. No trabalho de Hopper, Rezende e Haskins (2005), o efeito da
heparina liquida levou a diluigdo das seguintes variaveis: pCOz2, pO2, BE,
bicarbonato, K+, Na+, Cl-, iCa e lactato, diferente do presente estudo que
constatou reducao nas concentragdes de K+, iCa, Anion gap e glicose.

Para De Moraes e Biondo (2012) os niveis de cloretos no soro
podem ser estaveis por meses. No presente estudo, esta variavel foi dosada no

sangue e ndo apresentou alteracées em suas médias, mostrando tal estabilidade
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também no sangue por seis horas.

Os valores da concentragao de calcio ionizado armazenados
em geladeira mostraram estabilidade ao longo do tempo. As amostras
armazenadas em agua gelada apresentaram valores inferiores no T360, sendo
a diferenca da média entre o T360 para o TO de 0,1mg/dL, o que ndo apresenta
relevancia clinica.

Ao longo do tempo, as amostras contendo HL foram estaveis até
o T360, quando houve ligeira redu¢do na calcemia. Ja amostras contendo HS
como anticoagulante mantiveram-se estaveis durante o periodo analisado,
embora com valores significativamente inferiores comparados aos das amostras
com HL, fato que deve ser considerado pelo clinico ao analisar os resultados.

Independente da heparina, seja sodica ou litica, liquida ou
liofilizada, ela apresenta a capacidade de quelar calcio, resultando em
mensuragdes mais baixas (Hopper, Rezende, Haskins; 2005). Nas seringas de
gasometria Linha BD-A-Line® esse efeito ja & considerado na sua fabricagao, as
quais séo equilibradas com calcio, por isso, o valor mensurado € mais fidedigno.

O Anion Gap (AG) origina-se da diferenga entre os principais
cations e anions do espaco extracelular (Di Bartola, 2012a). Dentre os ions
considerados no calculo da variavel, houve alteragdes nas concentragcdes de K*
e de HCOg3', logo a variagdo observada na concentragdo de AG ao longo do
tempo reflete as oscilagdes em seus componentes.

A osmolalidade de uma solugao se refere a concentracédo de
particulas osmoticamente ativas, sendo que a osmolalidade plasmatica pode ser
calculada a partir dos valores de sddio, nitrogénio uréico e glicose (Di Bartola,
2012c). A reducado da osmolalidade ao longo do tempo reflete a diminuigdo das
concentracdes de sodio e de glicose. Embora significativa, tal redugao foi de 5
mOsm/kg, n&o incorrera em relevancia clinico ao considerar o intervalo
fisioldgico da espécie.

Os valores médios da concentracido de lactato aumentaram ao
longo do tempo, achado semelhante ao observado por Assal e colaboradores
(1978). O metabolismo anaerdbico das células sanguineas gera o consumo de
glicose e apresenta como produto o lactato. Por sua vez, a variavel glicose

reduziu ao longo do tempo, evidenciando tal efeito.
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Nas condi¢gbes do experimento, 0 exame hemogasomeétrico de
sangue venoso de caes deve ser analisado imediatamente apds sua coleta, isso
difere de estudos em outras espécies como bovinos, suinos, equinos e caprinos
em que o armazenamento adequado é capaz de retardar as alteragdes in vitro
(Haskins, 1977; ASSAL et al., 1980; Szenci et al., 1991; Lisbba et al., 2001; Leal
et al., 2006; Leal et al., 2010).

CONCLUSAO

Nas condigdes do presente estudo, o tempo alterou a maioria
das variaveis, exceto os cloretos.

A recomendacdo com base no estudo € que o exame seja
realizado imediatamente apds a coleta, sempre que possivel. Se for necessario
armazenar, a agua gelada mostrou-se a melhor forma de armazenamento das
amostras de sangue venoso canino para o exame gasométrico, pois este método
de conservacgao retardou as alteragdes in vitro.

Em relagdo ao anticoagulante, as seringas de heparina sédica
apresentaram alteragdes nas concentragdes de K* e iCa. Esse preparo das
seringas pode ser utilizado, mas deve ser considerado no momento de analisar

os resultados.
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Tabela 1 - Variagéo do pH, presséao parcial de diéxido de carbono (pCO2 mmHg), bicarbonato (HCO3- mmol/L), lactato (mmol/L) e
glicose (mg/dL) em amostras de sangue venoso de caes (n=30) conservadas em banho de agua gelada e geladeira, expressa como
a média de cada tempo analisado

Varidvel Armazenamento 0 30 120 240 360
pH Geladeira 7,33%310,07 7,317°40,06 7,29%°+0,06 7,26%%+0,06 7,24%°+0,07
Agua gelada 7,332+0,07 7,32%2+0,06 7,31°°+0,06 7,28%°40,06 7,26"%+0,07
pCO2 (mmHg) Geladeira 38,3%249,33 39,6%+7,6 40,9"%+8,04 43,3°+7,83 44,6"°+9,06
Agua gelada 39,3%%+8,53 39,1%%+8,03 40,1%°+8,44 42,3"°+9,02 43,6°°+9,36
HCO3- (mmol/L)  Geladeira 19,3%°+1,89 18,7°%+1,71 18,4%°+1,96 187°+1,75 17,47+1,99
Agua gelada 19,4%°+1,84 18,8"°+1,7 18,8"+1,88 18,4"°+b1,5 17,9%°+1,93
Lactato (mmol/L)  Geladeira 2,21%40,91 2,52%941,06 3,02°°¢1,29 3,62°+1,56 3,96"+1,76
Agua gelada 2,22"°+0,99 2,4%+1,09 2,76*°+1,16 3,17°°+1,44 3,44%%1,59
iCa (mg/dL) Geladeira 4,74%3+0,63 4,76"%+0,65 4,76"3+0,65 4,73%3+0,65 4,72%3+0,63
Agua gelada 4,76"°+0,61 4,79*°+0,60 4,76"°+0,61 4,70"°+0,59 4,66"°+0,56
Glicose (mg/dL) Geladeira 90,2%9+13,9 85,4"°+12,8 81,17°+18,2 77,1°°+18,9 73,9°+19,2
Agua gelada 91,34%+13,8 88,2°%+11,8 87,7°°14,7 84,6415 78,7°9+18,6

Fonte: do proprio autor.

Legenda: Letras maiusculas iguais na coluna indicam p>0,05, Letras minusculas iguais na linha indicam p>0,05.
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Tabela 2 - Variagdo do bicarbonato (HCO3- mmol/L), célcio ionizado (iCa mg/dL) potassio (K* mmol/L), Anion gap (AG mmol/L) e
glicose (mg/dL) de em amostras de sangue venoso de caes (n = 30) coletadas com seringa de gasometria BD-A-Line® (HL) e com

seringa convencional com pequena quantidade de heparina sédica (HS), expressa como a média de cada tempo analisado

Varidvel Anticoagulante 0 30 120 240 360
HCO3-(mmol/L) HL 19,4%%+1,79 18,9%°+1,74 18,6%°+1,99 18,3%°+1,7 17,5%+2,03
HS 19,3%%+1,93 18,6"°+1,66 18,6"°+1,88 18,2°°41,59 17,8"9+1,92
iCa (mg/dL) HL 5,15%%+0,43 5,18%+0,44 5,16"+0,47 5,11%%40,47 5,04"°+0,48
HS 4,35%+0,51 4,36%+0,49 4,36%10,50 4,31%10,47 4,34%10,48
K+ (mmol/L) HL 4,09%°+0,42 4,15*°+0,40 4,26°+0,39 4,39%9+0,39 4,437+0,39
HS 3,98+0,51 4,01%°+0,41 4,15%+0,41 4,28+0,68 4,33%4+0,39
AG (mmol/L) HL 19,9 A +4,87 20,5"°¢ £5,0 18,3%945,2 20,0%%95,24 20,9"2b+4,96
HS 20,5%+4,61 21,3/ +4,85 18,40 +4,91 20,74 +4,67 20,87 +4,28
Glicose (mg/dL) HL 91,7%°+13,6 87,9%°+12,8 83,9°°+18,5 79,9%°419,1 75 20,1
HS 89,8%+14,0 85,6"+11,9 84,8"°+15,1 81,8"°+15,7 77,77+17,9

Fonte: do proprio autor

Legenda: Letras maiusculas iguais na coluna indicam p>0,05, Letras minudsculas iguais na linha indicam p>0,05
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Tabela 3 - Variagcdo da pressao parcial de oxigénio (pO2 mmHg), do excesso de base (BEecf mmol/L), do s6dio (Na* mmol/L), dos

cloretos (ClI-mmol/L) e da osmolalidade (mOsm mmol/kg) em amostras de sangue venoso de caes (n =30), expressa como a média
de cada tempo analisado

Variavel/ 0 30 120 240 360
Tempo

pO2 (mMmHg) 44°4+20,5 51,1°+39,7 53,65+28,2 65,5%+39,7 73,5%444,1

BE (ecf) (mmol/L) -6,13%42,79 -6,79P+2,57 -7,28+2,99 -7,74%2,57 -8,4943,25

Na+ (mmol/L) 1482+3,8 1482+4,06 146°+3,97 147°¢3,51 147°#4,03

Cl- (mmol/L) 1122+3,74 1122+3,78 1132+3,91 112°+2,68 112243,94

Osmolalidade 3022+7,55 302%+8,12 297%+7,86 299°+6,84 299%+7,87
(mOsm/Kg)

Fonte: do proprio autor

Legenda: Letras minusculas iguais na linha indicam p>0,05
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4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foi possivel avaliar o comportamento dos
biomarcadores séricos e urinarios nos grupos estudados. O UGC se mostrou um
marcador precoce, sendo necessario mais estudos futuros para definir sua
origem na urina, isto é, se por destruicao progressiva das células tubulares renais
ou se por quebra de barreia glomerular e passagem da GGT sérica.

O estudo dos fatores pré-analiticos na gasometria venosa de
caes foi realizado com seringas de 3mL. Estudos com seringas de 1mL como
também com sangue arterial sdo necessarios para avaliar os efeitos pré-

analiticos nesse contexto.

5 CONCLUSAO

Essa tese permitiu a execucéo de dois artigos com informacdes
novas e pertinentes dentro da area de clinica médica de caes.

O primeiro artigo ndo mostrou precocidade nas concentracoes
de SDMA em relacdo a creatinina em caes. Ao se analisar a relacao
uGGT/creatinina na DRC de ocorréncia natural, foi possivel identificar que € um
marcador precoce m relagdo ao UPC.

No segundo artigo, sobre fatores pré-analiticos na gasometria
venosa de caes, foi possivel evidenciar diferencas quando utilizada a seringa
realizado pelo proprio veterinario em relagédo a seringa comercial. Durante 6
horas as amostras podem ser armazenadas em agua gelada (0-4°C) para

retardar as alteragdes in vitro.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , CPF: , estou sendo

convidado a participar de um estudo denominado Biomarcadores da lesao renal em caes e/ou
Hemogasometria venosa em cées.
A minha participagdo no referido estudo sera permitindo a utilizagdo dos dados do meu

animal , RG/ICV , espécie , Sexo , idade , raga

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais
como: exames de sangue e urina adicionais aos requeridos pelo clinico e sem custos.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os exames a serem
realizados e que podem ser realizados outros exames além dos que seriam solicitados pelo
veterinario responsavel como ultrassonografia abdominal, pressao arterial, exames bioquimicos.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer
outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa,
nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo

A pesquisadora envolvida com o referido projeto é Carolina Grecco Grano Bordini,
docente da Universidade Pitagoras Norte do Parana e aluna de Pds-graduacéo da Universidade

Estadual de Londrina, e com ela poderei manter contato pelo e-mail: carol_grano@hotmail.com

ou telefone: 3371-7938. A coordenadora do projeto é a professora Dr? Karina Keller Marques da
Costa Flaiban, docente da Universidade Estadual de Londrina, e com ela poderei manter contato

pelo e-mail: kkflaiban@amail.com.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me & garantido o livre
acesso a todas as informagbes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido
a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar,
estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por

minha participacgéo.

, de de 20

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Carolina Grecco Grano Bordini


mailto:carol_grano@hotmail.com
mailto:kkflaiban@gmail.com

APENDICE B

U COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS — CEUA
unopar

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “BIOMARCADORES DE LESAD RENAL EM CAES E
GATOS ", registrada no Comité de Etica para o uso de animais, com o n® 001/20, sob a
responsabilidade de Carolina Grecco Grano Bordini que envolve a producio, manutengio ou
utitizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrada, para fins de ensino ou
desenvolvimento de recurso os diddticos — 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 de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Norte
do Parand (UNOPAR) em 30/06/2020.

Finalidade { ) Ensino | x ) Pesguisa Cientifica
Vigéneia da autorizagio O1/08/2020 a 30/07/2021
Espécie/Linhapem/Raca Caninos e felinos
N" de animais 180
Pesn/idade qualquer
Sexo qualguer
Origem Clinicas Veterindrias

Arapongas, 30 de junho de 2020,

ida Godol Prof® Dr” Fabiola Cristine de Almeida do Rego Grecco
ordenadtra do CEUA Vice coordenador do CEUA



APENDICE C

|
M COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS — CEUA
unopar

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Hemogasometria em cdes e gatos ", registrada
no Comité de Etica para o uso de animais, com o n® 07/23, sob a responsabilidade de Carolina
Grecco Grano Bordini- que envolve a producio, manutencio ou utilizacio de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrada, para fins de ensino ou desenvolvimento de recurso os
diddticos — 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 de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA)} da Universidade Norte do Parand (UNOPAR) em reunido de
18/05/2023.

Finalidade { ) Ensino i X ) Pesquisa Cientifica

Vipéncia da autorizagio 01/06/2023 a 01/06/2024

Espécie/Linhapem/Raca Caes

N" de animais 50

Peso/idade Indiferente

Sexo Indiferente

Espécie/Linhapem/Raga Gatos

N" de animais 50

Peso/idade Indiferente

Sexo Indiferente

Origem Animais de tutores atendidos pela UROVET (clinica
veterindria particular) e que assinaram termo de ciéncia
do projeto

Arapongas, 19 de maio de 2023,

e T Gl =< =)
Frof.%r. Sérgio Tosi Cardim Prof®. Dr*, Fahila Cri;flrm de Almelda do Eego Grecco
Coordenador do CEUA Vice coordenador do CEUA
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