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ESTRESSE OXIDATIVO EM CAES COM DOENGA RENAL CRONICA

RESUMO - A instalagdo do estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, ocasionando a geracao e
acumulo de espécies reativas do oxigénio (ERO). Estudos realizados nos estagios
terminais da doenca renal crénica (DRC) no homem e em ratos demonstraram que
ocorre aumento na produgao de ERO. O presente estudo foi conduzido com o
objetivo de determinar se o mesmo ocorre em cées clinicamente estaveis nos
diferentes estagios da DRC naturalmente adquirida. O protocolo experimental do
presente trabalho foi previamente aprovado, pela Comissdo de Etica no uso de
Animais conforme processo n.° 013690/11. Foram estudados cinco grupos de cées,
com idade variando entre quatro a 18 anos, compreendendo o grupo controle,
composto por animais sadios (controle, n=17), grupo com DRC estagio 1 (DRC-1,
n=12), grupo com DRC estagio 2 (DRC-2, n=10), grupo com DRC estagio 3 (DRC-3,
n=13) e grupo com DRC estagio 4 (DRC-4, n=10). Os cades com DRC estavam com
o quadro clinico estavel e sem receber qualquer tipo de tratamento. Os animais
sadios ou com DRC foram submetidos a duas coletas de sangue, com intervalo de
24 horas (amostras repetidas), para obtencdo de soro e plasma. O estresse
oxidativo foi avaliado pelo poder antioxidante, estimado pelo delta, e pela
determinacao plasmatica indireta de 6xido nitrico (NO) por meio da dosagem de
nitrato/nitrito. O ensaio foi realizado em duplicatas das amostras de cada avaliacao.
Os dados obtidos (médias das duplicatas) foram submetidos a analise de variancia
(One-way ANOVA) nao paramétrica (Kruskal-Wallis) (a=0,05). Os resultados estao
expressos como médiaterro padrdo da média. Os valores de creatinina sérica, que
definiram a classificacdo dos pacientes do grupo controle, DRC-1, DRC-2, DRC-3 e
DRC-4 foram 1,02+0,02mg/dL; 1,06+0,05mg/dL; 1,80+0,03mg/dL; 3,39+0,21mg/dL e
6,00+£0,28mg/dL, respectivamente. Os resultados relativos ao delta foram (Controle)
0,032+0,002nmol/pL, (DRC-1) 0,030+0,002nmol/pL, (DRC-2) 0,028+0,003nmol/uL,
(DRC-3) 0,027+0,001nmol/uL e (DRC-4) 0,025+0,002nmol/uL. Houve diferenca
significativa entre a média dos céaes sadios e as dos caes com o grupo DRC-3. Os
resultados das concentragbes plasmaticas de NO nao diferiram significativamente
quando comparados os dados do controle (10,81+0,51uM), DRC-1 (15,49+1,97uM),
DRC-2 (19,82+3,31uM). No entanto, o NO plasmatico do grupo DRC-3
(17,01+1,73uM) e DRC-4 (83,55£13,63uM), foi significativamente maior, em relagao
as médias dos caes sadios. Concluiu-se que caes com DRC naturalmente adquirida
que se encontram clinicamente estaveis e sem intervengao terapéutica tendediminuir
o poder antioxidante, e que a concentragdo plasmatica de NO tende a aumentar em
parte dos pacientes e torna-se significativamente alta quando os pacientes atingem
o estagio 3 e 4 da doenca.

Palavras-chave: creatinina, hipertensao, 6xido nitrico, peroxidacéo, proteinuria
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OXIDATIVE STRESS IN DOGS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE

ABSTRACT - The establishment of oxidative stress results from an imbalance
between oxidants and antioxidants compounds, which generates accumulation of
reactive oxygen species (ROS). Studies conducted in terminal stages of chronic
kidney disease (CKD) in humans and mice demonstrated an increase in ROS
generation. The aim of this study was to determine if the same pattern of response
occurs in dogs clinically stable at different stages of naturally occurring CKD. The
experimental protocol of this study was previously approved by the Ethics Committee
on the use of Animals n.° 013690/11. Five groups of dogs, all aged between four to
18 years old. Were studied the control group was composed of healthy animals (CG,
n = 17), CKD stage 1 group (CKD-1, n = 12), CKD stage 2 group (CKD-2, n = 10),
CKD stage 3 group (CKD-3, n = 13) and CKD stage 4 group (CKD-4, n = 10). CKD
dogs were clinically stable with no treatment. Two blood samples were collected at
intervals of 24 hours (repeated measures) to obtain serum and plasma. Oxidative
stress was measured by antioxidant power and indirectly by determination of nitric
oxide (NO) by nitrate/nitrite. Data (means of duplicates) were submitted to analysis of
variance (One-way ANOVA) nonparametric (Kruskal-Wallis) (a = .05). The results
were expressed as meanzstandard error of the mean. The serum creatinine values
guided the classification of patients as CG, CKD-1, CKD-2, CKD-3 and CKD-4 and
were 1.02+0.02mg/dL, 1.06+0.05 mg/dL, 1.80+£0.03 mg/dL, 3.39+0.21 mg/dL and
6.00+0.28 mg/dL, respectively. The results related to antioxidant power (GC) 0.032 +
0.002 mmol/uL, (CKD-1) 0.030£0.002nmol/uL, (CKD-2) 0.028+0.003nmol/uL, (CKD-
3) 0.027+0.003 nmol/uL and (CKD-4) 0.025 £ 0.002 nmol/uL were different between
the healthy dogs and dogs with CKD, but not differ significantly among groups. The
results of the NO plasma concentrations did not differ significantly when comparing
the GC data (10.81+£0.51uM), CKD-1 (15.49+£1.97uM) and CKD-2 (19.83+£3.31uM).
However, the plasma concentration of CKD-3 (17.01+1.73uM) and CKD-4
(83.55+£13.63uM) was significantly higher compared to healthy dogs. In conclusion
dogs with naturally acquired CKD, clinically stable, without therapeutic intervention,
presented an increased lipid peroxidation, the intensity is independent of the stage of
the disease, and the NO plasma concentration can increase in these patients and
becomes significantly higher stage 3 and 4 patient.

Keywords: creatinine, hypertension, nitric oxide, peroxidation, proteinuria
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1. INTRODUGAO

Ao longo do curso da doenca renal cronica (DRC), o paciente pode passar por
diferentes estagios em fungdo do grau de comprometimento e severidade da
enfermidade. De acordo com a classificacado estabelecida pela “International Renal
Interest Society” (IRIS, 2009 “staging of’ CKD)', no que concerne a condigéo renal,
cdes e gatos podem ser classificados como estagio 0, pacientes sob risco de
desenvolver DRC; e pacientes com diagnéstico de DRC que podem ser
categorizados em quatro estagios distintos de acordo com dados clinicos e
laboratoriais. Além da presenca de sinais que alicercam o diagnéstico de DRC como
alteracao renal detectada a palpacdo ou ao exame de imagem, inadequacgao da
capacidade de concentrar a urina sem causa extrarrenal identificavel, proteinuria de
origem renal, resultados anormais de bidpsia renal, aumento progressivo da
concentracdo sérica de creatinina que devem estar presentes em todos os
pacientes, a classificacdo é baseada na auséncia ou presenca de graus variados de
azotemia e uremia. A classificacéo é constituida de pelo menos duas mensuragdes
da creatinina sérica, obtidas em jejum, e s6 & possivel em pacientes que se
encontram clinicamente estaveis. Para caes, no estagio 1, o paciente nédo é
azotémico (creatinina sérica < 1,4 mg/dL); o estagio 2 é caracterizado por azotemia
renal leve (creatinina sérica 1,4 = 2,0 mg/dL) e os sinais clinicos geralmente sao
leves ou ausentes; no estagio 3 existe azotemia renal moderada (creatinina sérica
2,1 2 5,0 mg/dL) e os sinais clinicos podem estar presentes; e no estagio 4, o
paciente apresenta azotemia renal severa (creatinina sérica > 5,0 mg/dL) e os sinais
clinicos geralmente estdo presentes. Também € possivel estabelecer subcategorias,
dentro de cada estagio, baseadas na excre¢ao urinaria de proteina e na presséo
sanguinea arterial.

Quando se analisa o0 mecanismo fisiopatolégico basico dos transtornos renais,
observa-se a existéncia de fatores que predispbem ao desequilibrio oxidativo
(NEWMAN, 2012). A instalagéo do estresse oxidativo decorre da existéncia de um

! www.iris-kidney.com/guidelines/en/staging_ckd.shtml
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desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, favorecendo a geragao e
acumulo de espécies reativas do oxigénio (ERO). Tal evento conduz a oxidagéo de
biomoléculas com consequente perda de funcgdes bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e
tecidos (BARBOSA et al., 2010).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) (URSO; CAIMI, 2011; ZATZ et al,,
2012; BALASUBRAMANIAN, 2013), inflamacédo e disfungdo endotelial que estéo
relacionadas no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (URSO; CAIMI,
2011; BALASUBRAMANIAN, 2013) e proteinuria s&o implicadas como
consequéncias do estresse oxidativo na progressdo da DRC (WILCOX, 2005; ZATZ
et al., 2012; BALASUBRAMANIAN, 2013).

Animais com DRC tém, frequentemente, condi¢gdes concorrentes que
aumentam a geracao das ERO, tais como idade avancada, ativagdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e desordens sistémicas diversas. A
existéncia de anemia nestes pacientes exacerba o problema em razdo da reducéo
da acao antioxidante renal normalmente exercida pelos eritrécitos (CACHOFEIRO et
al., 2008; SCOTT, 2008).

Entretanto, a participacdo do estresse oxidativo nos diferentes estagios da

DRC em céaes clinicamente estaveis e sem tratamento, ainda nao foi estudada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de ERO ultrapassa a
capacidade de defesa do sistema antioxidante, resultando em dano tecidual
(CACHOFEIRO et al., 2008). A geracao de ERO ¢é resultante do metabolismo de
oxigénio. A mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, € a principal
fonte geradora. O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou
minimizar os efeitos deletérios provocados pela acdo das ERO (BARBOSA et al.,
2010). Acredita-se que o estresse oxidativo seja fator potencialmente importante na
mortalidade dos pacientes com DRC e na mediacdo de muitas complicagbes, pois
esta envolvido nas patogéneses da HAS, disfuncao endotelial e inflamacao (SCOTT,
2008; URSO; CAIMI, 2011; ZATZ et al., 2012).

As mais importantes ERO incluem: o anion superdxido (Oz), perdéxido de
hidrogénio (H»O;) e radical hidroxila (OH) (BARBOSA et al., 2010). O Oy, é
produzido continuamente por diversos processos celulares como na cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria, no microssomo, através de enzimas como
xantina oxidase e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH oxidase), ou
pela redugdo monoelétrica de O,. O H,0, é formado pela reagdo da dismutacao de
O, catalizada pela enzima superéxido dismutase (SOD), pela redugcéo de 2 e na
molécula de O, tratando-se de uma molécula muito difusivel entre as células. O OH"
€ o0 mais reativo de todos os radicais livres e o mais lesivo radical conhecido, uma
vez formado, causa modificagbes no DNA, danos nas proteinas e inativacéo
enzimatica com consequente peroxidacao lipidica (VASCONCELOS et al., 2007).

Também s&o considerados como ERO: (a) o acido hipocloroso (HOCI) que
oxida um grande numero de compostos biolégicos, como tidis e tioésteres, aminas,
fendis e ligagdes insaturadas, sendo mais seletivo que o radical hidroxila, oxida ferro
e proteinas; (b) os lipidios, em que a peroxidacao lipidica é causada pelo acdo de
uma ERO, geralmente OH~, que abstrai um atomo de hidrogénio (H") de um grupo

metileno alilico, normalmente de um acido graxo poliinsaturado, deixando um elétron
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desemparelhado de carbono, caracterizando a etapa de iniciagdo; (c) o peréxido
nitrito (ONOO-) trata-se de um radical livre instavel, potente, com propriedades
similares ao radical OH e causa danos a muitas moléculas biologicas
(VASCONCELOS et al., 2007).

Frente a acédo potencialmente lesiva promovida pelas ERO, o organismo
possui o sistema de defesa antioxidante. Tais a¢cées podem ser alcangadas por meio
de diferentes mecanismos de acdo como: inibindo a formacgéo das ERO, impedindo
a acao das ERO e favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas
lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA et al., 2010).

O sistema antioxidante é dividido em enzimatico e n&o enzimatico. No sistema
enzimatico estdo inclusos as enzimas SOD, catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo
e/ou controlando a formagao de ERO, envolvidos com a iniciagdo das reagbes em
cadeia que culminam com a propagacdo e amplificacdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (VASCONCELLOS et al.,
2007; BARBOSA et al., 2010). No sistema nao-enzimatico estdo inclusos os
compostos antioxidantes de origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas,
minerais e compostos fendlicos. O acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-
caroteno, precursores da vitamina E e A, respectivamente, sdo compostos
vitaminicos potencialmente antioxidantes. Sao ainda considerados importantes
antioxidantes os carotendides sem a atividade da vitamina A, como licopeno, luteina
e zeaxantina. Entre os minerais destacam-se o zinco, cobre, selénio e magnésio
(BARBOSA et al., 2010).

Considerando a potencialidade da agéo do radical OH" e o fato da inexisténcia
de defesa enzimatica especializada, é de extrema importancia a manutengao do
perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes, com o propdsito de promover a
manutencgao da integridade celular. Desse modo, merece destaque a acdo da GPx,
uma vez que sua acao depende da manutengado do ciclo redox da glutationa, por
meio do controle da relagdo entre glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG) (BARBOSA et al. 2010).

O paciente com transtornos renais, geralmente, apresenta-se mal nutrido,

com caréncias em reservas de vitaminas e minerais, o que diminui os mecanismos
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de defesa antioxidante e favorece a instalagéo do estresse oxidativo (LOCATELLI et
al., 2003). Nestas condigbes, consideram-se as implicagdes da sindrome urémica
(anorexia, vomitos, paladar seletivo e gastrite) concomitante a dieta restrita, a ma
absorcao de nutrientes e as perdas urinarias de vitaminas hidrossoluveis e proteina
(WILCOX; TISHER, 2008).

No parénquima renal as células glomerulares, células tubulares e os
macrofagos séo geradores potenciais de ERO (GALLE, 2001). As ERO com acbes
importantes nos rins incluem o O3, H,O,, OH’, HOCI, lipidios, ONOO-, entre outros
(LOCATELLI et al., 2003).

Animais com DRC tém, frequentemente, condi¢cbes concorrentes que
aumentam a geracédo das ERO, tais como idade avangada, ativacdao do SRAA e
desordens sistémicas diversas. A presenca de fibrose intersticial no parénquima
renal resulta em deficiéncia na atividade mitocondrial local, promovendo, assim, a
geragao das ERO (SCOTT, 2008).

A reducao da taxa de filtracdo glomerular (TFG) na evolugdo da DRC em caes
e gatos constitui um fator para a instalacdo do estresse oxidativo no rim. Em
condi¢cdes normais € produzida uma variedade de ERO dentro das células renais,
como resultante do metabolismo aerdbico, porém, na vigéncia de DRC ocorre
aumento das ERO. Na DRC, caracteristicamente, ocorre hipertrofia e hipertensao
glomerular dos néfrons remanescentes, o que pode, mesmo que temporariamente,
manter a TFG. Este processo resulta em incremento da fosforilacdo oxidativa celular
renal e aumento das ERO potencialmente lesivas. Em adi¢do, os sistemas de defesa
antioxidantes dos doentes renais crénicos sao relativamente deficientes (SCOTT,
2008). A ativacao cronica de substancias oxidativas, tal qual ocorre na uremia,
atinge proporgdes patoldgicas, contribuindo para dano celular e tecidual sistémico
(LOCATELLI et al., 2003; CAMPBELL, 2013).

Segundo Shimizu (2005) e Syme et al. (2007), a HAS contribui
significativamente para a morbidade cardiovascular e mortalidade dos pacientes
renais cronicos e esta diretamente relacionada com o SRAA e também com a
peroxidacéo lipidica. De acordo com Scott (2008), a disfungédo endotelial dos vasos
sanguineos €& caracterizada por alteracbes na capacidade de dilatagao vascular,

decorrente da deficiéncia de Oxido nitrico (NO), que, por sua vez, promove
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vasoconstricdo e aderéncia de moléculas tais como VCAM-1 (molécula de adeséo
vascular), ICAM-1 (molécula de adesao intercelular) e P e E-selectina. Estas
moléculas servem como receptores de leucdcitos circulantes nas artérias, que séo
atraidos por meio da transcri¢do do fator nuclear Kappa B (NF-«kB), TNF-a (fator de
necrose tumoral — alfa) e IL-1, estabelecendo assim o processo inflamatério e a
hipertensao arterial (ZAFARULLAH et al., 2003; SCOTT, 2008; URSO; CAIMI, 2011;
CAMPBELL, 2013; BROWN, 2013).

A ativacdo do SRAA desempenha um papel importante no desenvolvimento e
na fisiopatologia de doengas do sistema cardiovascular, em especial na HAS e DRC
(SAVOIA; SCHIFFRIN; 2006). A angiotensina Il (All) atua como potente agente pro-
inflamatorio, modulando repostas com quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacéo de
monocitos em macréfagos, através do aumento da liberagdo de moléculas de
adesdo e citocinas, induzindo a aderéncia de células inflamatorias as células
endoteliais. Este peptideo promove vasoconstricdo da arteriola eferente glomerular,
que reduz o fluxo sanguineo e aumenta a filtracdo glomerular, contribuindo para o
acréscimo do estresse oxidativo no néfron (SCOTT, 2008).

A interacdo da All e seu receptor AT1 modulam a resposta inflamatoria
envolvida com estresse oxidativo, podendo promover efeitos cronotrépicos e
inotropicos positivos no coragao, induzir hipertrofia e apoptose das células
cardiacas. A administracdo da All por via subcutdnea em camundongos demonstrou
hipertrofia da camada média da artéria aorta e infiltragdo perivascular por linfécitos T
e macrofagos, com consequente espessamento da parede vascular, bem como
lesdo aos midcitos e fibrose intersticial em células cardiacas. Entretanto, quando
administrada pela via intravenosa a All pode estar relacionada com a HAS, lesao
glomerular, proteinuria e fibrose intersticial no tecido renal (CAMPBELL, 2013).

Segundo Ganta et al. (2005) e Santisteban et al. (2013) a administracao de
All, aumenta a atividade do SNS do baco, ganglios linfaticos e da medula 6ssea,
resultando em liberacdo mediadores inflamatérios como IL-1, IL-2, IL-6 e IL-16 na
circulacao e de linfocitos T, este efeito pode estar associado a disfuncédo endotelial e
inflamagao vascular.

No sistema nervoso central, a All atua particularmente no érgéo subfornicial

(OSF), érgéo vasculoso da lamina terminal (OVLT), area postrema (AP) e nucleo
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paraventricular do hipotalamo. A acdo da All ao atuar no OSF e OVLT ativa as fibras
pOs-ganglionares simpaticas, e estas promovem a vasoconstricdo periférica,
aumento do inotropismo e liberagdo de renina nas células justaglomerulares. No
nucleo paraventricular do hipotalamo a All promove aumento da atividade simpatica
renal. No sistema nervoso periférico a All atua nos ganglios simpaticos facilitando a
liberacdo da acetilcolina, e nas terminagbes simpaticas cardiacas e vasculares
facilitando a liberacdo de noradrenalina. Com a hiperatividade simpatica induzida
pela All ocorre vasoconstricdo, que provoca o aumento da resisténcia vascular
periférica total, aumento da pds-carga e, subsequentemente, da pressao arterial
(PA) (GUYENET; 2006; DURAND et al. 2012). A All também é responsavel por
atenuar de forma importante o barroreflexo, agindo principalmente no nucleo do trato
solitario (SANTOS et al., 2012).

Na zona glomerular da glandula adrenal a All, promove a liberagcdo da
aldosterona, a qual possui agao nos tubulos renais induzindo a reabsorc¢ao de sédio
e retencdo de agua, com significativo aumento do volume extracelular, com
comprometimento sobre a regulagdo da PA (DURAND et al., 2012).

Estudos demonstraram que a aldosterona pode promover a liberacdo de
mediadores inflamatérios, como a ciclo-oxigenase-2, proteina de atracdo de
monocitos (MPC-1) e ICAM-1, recrutando mondcitos e macréfagos nos vasos
sanguineos do coracao e dos rins, com consequente fibrose tecidual (BROWN,
2013; SCHIFFRIN, 2013).

A aldosterona contribui para a instalagdo de estresse oxidativo através do
aumento da atividade de macréfagos nas células mesangiais e podocitos nos rins,
células endoteliais do coragdo e da artéria aorta, bem como pelo aumento da
atividade enzima NADPH, condigdes estas descritas que predispbe a disfuncéo
endotelial (BROWN, 2013).

A aldosterona e a All também podem induzir a liberagdo da endotelina-1, que
contribui para a fibrose do tecido cardiaco, devido ao aumento da sintese de
colageno pelos fibroblastos no coracdo (BROWN, 2013). A endotelina-1 por si s,
trata-se de um importante mediador do processo inflamatério no sistema
cardiovascular, pois estd envolvida com a liberacdo de IL-6 e ICAM-1 (SAVOIA,
SCHIFFRIN, 2006).
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A ativacdo crénica do SRAA provoca proteinuria em decorréncia de
hipertensdo e aumento da permeabilidade capilar glomerular, além da interferéncia
na expressao de nefrina. O aumento de oferta de proteinas ao tubulo resulta em
inflamacéao tubulointersticial (SHIMIZU, 2005; BROWN, 2013; CAMPBELL, 2013).
Assim, a proteinuria constitui outro fator de risco importante para o paciente doente
renal (SYME et al., 2007; ZATZ et al., 2012).

Buranakarl et al. (2008) avaliaram possiveis indicadores de estresse oxidativo
e caracteristicas dos eritrocitos em caes sadios e em caes azotémicos, tendo
concluido que os cées doentes azotémicos apresentaram aumento dos marcadores
de estresse oxidativo, principalmente o malondialdeido (MDA) urinario.

O aumento da atividade da ERO pode comprometer a produ¢cao de NO nas
células endoteliais, limitando sua disponibilidade, aumentando a resposta de
vasoconstritores, principalmente da All (LEE, 2008). Estudos demonstraram que a
deficiéncia de NO na DRC é atribuida por diversos fatores, que resultam em
vasoconstricdo e consequentemente hipertensdo glomerular, HAS, proteinuria e

evolugéo do agravamento da funcéo renal (MODLINGER et al., 2004).

2.2. Oxido nitrico

O NO é um radical livre, gasoso, inorganico, que possui sete elétrons de
nitrogénio e oito de oxigénio, possuindo um elétron desemparelhado (DUSSE et al.,
2003). Trata-se de um radical abundante que age em uma variedade de processos
bioldgicos, em especial, quando produzido pelas células endoteliais desempenha um
papel significante no controle cardiovascular, tanto no controle da resisténcia
vascular como na agregacéo plaquetaria (FORSTEMANN; SESSA, 2011). Este
radical livre, também possui a fun¢cado de neurotransmissor e de regulador do sistema
imune. Originalmente o NO foi identificado como fator relaxante derivado do
endotélio (“endothelium-derived relaxing factor’: EDRF) sendo um potente
vasodilatador, difundindo-se rapidamente entre e dentro das células (MONCADA et
al., 1991; VASCONCELOS et al., 2007).
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O NO é formado a partir do nitrogénio da guanidina presente na L-arginina,
sob a acao catalitica da enzima NO-sintase (NOS), gerando a formag¢ao de NO e um
co-produto, a L-citrulina (BAYLIS, 2008; ZATZ et al., 2012). Sendo um radical livre, o
NO reage rapidamente com o oxigénio tanto na fase gasosa como em solucao
aquosa, formando o gas dioxido de nitrogénio na forma gasosa (NO) ou nitrito (NO»-
) e nitrato (NOs-) em solugdo, ambos podem ser dosados e podem estimar a
producao de NO (ZATZ et al., 2012).

A detecgdo do NO em amostras biolégicas apresenta um desafio, em fungéo
de sua pequena concentragdo e sua meia vida extremamente curta. Desse modo, a
determinacdo deste composto pode ser estimada de forma indireta, através da
dosagem plasmatica ou urinaria de NO,- e NOs;-, utilizando-se metodologias
complexas, como a quimioluminescéncia (DUSSE et al., 2003).

No rim sao atribuidas ao NO, fungbes como: (a) regulacao da hemodinamica
glomerular e da fungéo tubuloglomerular, (b) participacao na natriurese pressoérica,
(c) manutencéo da perfusdo medular, (d) inibicado da reabsorgéo de sédio tubular, e
(e) modulacgéo da atividade do sistema nervoso simpatico (LEE, 2008).

A produgéo continua de NO é indispensavel a manutengédo da homeostase do
sistema circulatorio. Existem isoformas de NOS, que possuem fungdes distintas. A
isoforma neuronal (nNOS), comumente denominada de isoforma | ou BNOS é
encontrada no encéfalo, na medula espinhal, nos ganglios simpaticos, nas glandulas
adrenais, nos neurdnios nitrérgicos e em outras estruturas como células endoteliais
de pulmbes, utero e estbmago, células da macula densa do rim, células da ilhota
pancreatica e da musculatura esquelética (LEE, 2008). A isoforma endotelial
(eNOS), também denominada de isoforma lll, esta ligada a membrana das células
endoteliais, bem como a adesdo e agregacao plaquetaria. A eNOS pode ser
encontrada em sinciciotrofoblastos, células epiteliais tubulares do rim, células
intersticiais do célon e hipocampo (MONCADA et al., 1994; DAVIS et al., 2013). A
isoforma induzivel (iNO) ou isoforma NOSII é ativada a partir de alguns estimulos
patolégicos como: (a) lipopolissacarideos bacterianos (LPS), (b) interleucina-1, (c)
endotoxinas e (d) fator de necrose tumoral, e sdo independentes de ions de calcio.
Essa isoforma pode ser expressa em uma grande variedade de tipos celulares,
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incluindo macroéfagos, linfécitos, neutrofilos, eosindfilos, células de Kupffer,
hepatocitos e células endoteliais (ZATZ et al., 2012).

Inicialmente as isoformas eNOS e a nNOS foram caracterizadas como
constitutivas, ou seja, eram expressas e produzidas rotineiramente, sem a
necessidade de inducdo génica. Ja iINOS para ser expressa seria dependente de
condigbes especificas, como em infecgbes. Entretanto, hoje é sabido que estas
diferencas sdo menos delimitadas, pois a eNOS e a nNOS podem ser induzidas em
determinadas circunstancias, enquanto que a iINOS é expressa constitutivamente em
varios tecidos (ZATZ et al., 2012).

Nos rins é descrita a presenca da isoforma eNOS no endotélio vascular da
alca de Henle ramo ascendente e ducto coletor, sendo encontrada também a
isoforma nNOS na macula densa, arteriola aferente, alca de Henle ramo
ascendente, capsula de Bowman e ducto coletor. A expressédo da isoforma iINOS
tem sido associada a condigbes de inflamacéo (LEE, 2008).

Estudos realizados demonstraram que a deficiéncia de NO na DRC resulta
em vasoconstricdo e consequentemente hipertensdo glomerular, HAS, proteinuria e
evolugdo do comprometimento da fungdo renal (MODLINGER et al, 2004,
FORSTEMANN; SESSA, 2011; ZATZ et al., 2012). S&o atribuidas como causas
provaveis da deficiéncia de NO na DRC: (a) limitagbes na disponibilidade do
substrato (L-arginina), devido sua diminuicdo na biossintese renal, (b) transporte
diminuido de L-arginina em células endoteliais em pacientes urémicos, (c)
concentragdo elevada de inibidores da sintese de NO, em particular dimetil-argininas
assimétricas (ADMA), (d) redugédo da massa renal (cortex renal), relacionado a uma
lesdo e (e) na DRC com comprometimento tubular ocorre como consequéncia uma
diminuicdo na reabsor¢ao da L-arginina (BAYLIS, 2008). Outra causa implicada na
diminuicdo da disponibilidade de NO trata-se do estresse oxidativo, pois, as ERO
podem atuar inibindo o NO, por reagir com a molécula de NO produzida, diminuindo
a sua disponibilidade para as células, favorecendo os processos tromboembdlicos,
isto se relaciona-se também com a formacéo de O, (BAYLIS, 2008).

O estresse oxidativo nos vasos sanguineos contribui para as doengas
tromboembdlicas. O NO produzido pela eNOS induz a produgé&o da enzima SOD na

camada muscular do vaso e extracelular, diminuindo o O, disponivel e,
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consequentemente, a producdo de ONOO-. O NO também induz a sintese de
ferritina, que se liga a ions ferro livre e previne a geragao de O,. Na presenca da
placa ateroesclerética, os macréfagos ativados produzem Oy, expressam iINOS e
produzem NO. Desse modo, sdo produzidos ONOO- e OH", comprometendo ainda
mais a integridade tissular, favorecendo a ativagdo da coagulacdo e contribuindo
para obstrugéo da luz vascular (FORSTEMANN; SESSA, 2011).

2.3. Marcadores do estresse oxidativo

Quando a produgao de radicais livres e/ou ERO supera a atividade de agéo
do sistema antioxidante, a oxidacdo de biomoléculas é favorecida, gerando
metabdlitos especificos, que sdo os marcadores do estresse oxidativo, estes podem
ser identificados e quantificados. Tais marcadores sdo derivados, sobretudo, da
oxidacdo de lipideos, proteinas e do acido desoxirribonucléico (DNA), sendo os
primeiros de maior expressdo (BARBOSA et al., 2010).

Em condigbes de comprometimento da fungédo renal associada com o
estresse oxidativo, ocorre a elevagédo de biomarcadores no sangue, tal como o MDA
(CACHOFEIRO et al., 2008). O MDA é um produto secundéario da peroxidagao
lipidica, derivada da B-ruptura de endociclizagcdo de acidos graxos poliinsaturados
com mais de duas duplas ligacdes, tais como acido linoléico, araquidbnico e
docosaexanoico. Atualmente, o MDA é considerado um candidato potencial para ser
escolhido como um biomarcador geral do dano oxidativo no soro e no plasma
(VASCONCELOS et al., 2007).

O MDA foi o foco de atencdo da peroxidacédo lipidica durante muitos anos,
pelo fato de poder ser medido livre, utilizando-se o acido tiobarbiturico (TBA). O MDA
reage com o TBA e forma um cromdgeno de cor rosa fluorescente, cuja absorgéo
ocorre em A de 535nm e fluorescéncia de 553nm. Considerando-se o teste ndo é
especifico para MDA, pois outros aldeidos participam da mesma reacéo
(VASCONCELOS et al., 2007).

Na condig&o do estresse oxidativo, os marcadores estimam o dano causado

pelas ERO sobre o sistema biologico e a eficiéncia da defesa antioxidante



(VASCONCELOS et al., 2007).
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

A hipo6tese do presente estudo € que o estresse oxidativo tem participacao
fundamental ndo s6 nos mecanismos de lesdo renal, mas também nos que
culminam com diversas alteragcdes extrarrenais dos doentes renais cronicos
(sindrome urémica). Assim, objetiva-se com este estudo (1) quantificar o estresse
oxidativo em cdes com DRC considerando os quatro estagios de progressédo da
doenga, utilizando como marcadores as substancias reativas ao acido tiobarbiturico
e a concentragédo plasmatica de NO; bem como (2) investigar a possivel existéncia
de correlacéo entre estes indicadores de estresse oxidativo e o estagio da DRC, o

grau de proteinuria e elevacéo da pressao arterial sistélica (PAS).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Laboratorios

Os experimentos foram realizados nas dependéncias dos Laboratérios de
Nefrologia e Urologia do Grupo de Pesquisa em Nefrologia e Urologia Veterinaria
(GPNUV), Patologia Clinica Veterinaria, Reproducéo Animal e Patologia Veterinaria,
localizados na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Universidade
Estadual Paulista — Unesp — Campus de Jaboticabal — SP, bem como no Laboratério
de Fisiologia do Departamento de Enfermagem da Escola de Enfermagem geral e

especializada de Ribeirdo Preto-SP da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.2. Animais

O protocolo experimental do presente trabalho foi previamente aprovado, pela
Comissao de Etica no uso de Animais (CEUA) conforme processo n.° 013690/11.

Foram avaliados 62 caes provenientes do canil do GPNUV e do atendimento
do Servigco de Nefrologia e Urologia Veterinaria (SNUV) do Departamento de Clinica
e Cirurgia Veterinaria - Unesp — Campus de Jaboticabal - SP.

A inclusao de pacientes do SNUV foi feita sob anuéncia dos proprietarios que
se dispuseram a trazer o seu cao para duas avaliagdes respeitando o intervalo de 24
horas de acordo com o preconizado pela IRIS, 2009 — “staging of CKD”. Para tanto,
os proprietarios foram devidamente esclarecidos sobre o desenho experimental.

Todos os animais doentes foram devidamente assistidos e foram iniciadas as
intervencdes terapéuticas, recomendadas para cada caso, ap0s a segunda coleta de

amostras.
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4.2.1. Avaliagao preliminar e constituicao dos grupos

Para a formacdo dos grupos, os caes foram avaliados clinica e
laboratorialmente, de acordo com a abordagem semioloégica descrita por Carvalho
(2008). Os caes foram incluidos no estudo, a medida que deram entrada no SNUV,
até que cada grupo tivesse pelo menos 10 animais.

Critérios de inclusdo — para compor o grupo controle os caes deviam ser
adultos sadios, sem restricdo de sexo ou raga. Para compor os grupos de animais
doentes os caes deveriam ser adultos, sem restricdo de sexo ou raga e apresentar
sinais clinicos e laboratoriais de DRC, nos estagios 1, 2, 3 ou 4, em condi¢ao clinica
estavel.

Critérios de exclusao — os motivos de exclusdo compreenderam existéncia de
urolitiase, obstrucdo urinaria, infeccdo ou neoplasia de trato urinario, crise urémica,
comorbidades, necessidade de tratamento imediato, pacientes ja em tratamento
farmacolégico, alimentar ou de reposicao e desisténcia antes da segunda coleta de
amostras.

Em conformidade com a classificacao proposta pela IRIS (2009 - “staging of
CKD”) os cées com DRC foram distribuidos em quatro grupos denominados DRC-1,
DRC-2, DRC-3 e DRC-4 de acordo com o estagio da doenga conforme sumarizado

na Tabela 1. Os caes sadios foram reunidos no grupo denominado Controle.
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Tabela 1 - Sumario da composicao dos grupos de caes sadios (Controle) e de caes
com doenga renal cronica no estagio 1 (DRC-1), estagio 2 (DRC-2),
estagio 3 (DRC-3) e estagio 4 (DRC-4), de acordo com o preconizado
pela IRIS, 2009 — “staging of CKD”.

Creatinina sérica

GRUPOS (mgldL) Caracteristicas clinicas

Controle (n=17) <14 Normalidade — caes clinicamente sadios.

DRC-1 (n=12) <14 Nao azotémico. Caracteristicas de DRC - habilidade
inadequada de concentrag&o da urina sem causa extrarrenal
identificavel; anormalidade renal a palpagédo ou em imagem,;
proteinuria renal persistente; anormalidade a biopsia renal
quando realizada; aumento progressivo da creatinina sérica.

DRC-2 (n=10) 14220 Azotemia renal leve. Com sinais sistémicos leves ou
ausentes. Existéncia das caracteristicas de DRC.

DRC-3 (n=13) 21250 Azotemia renal moderada. Presentes sinais sistémicos.
Existéncia das caracteristicas de DRC.

DRC-4 (n=10) >5,0 Azotemia renal severa. Presentes sinais sistémicos.

Existéncia das caracteristicas de DRC.

4.3. Protocolo experimental

Sendo elegiveis para compor 0s grupos, os pacientes sadios ou com DRC,
foram submetidos a duas sessdes de avaliagcao (exame clinico de rotina e coletas de
amostras de sangue e urina) com intervalo de 24 horas.

Para a determinagdo da presséo arterial sistolica, foi utilizado o aparelho
doppler vascular’, dotado de modulo de coleta ndo-invasiva. Os animais foram
posicionados em decubito lateral direito e o manguito® foi colocado no membro
toracico esquerdo, entre o olecrano e o carpo. Os manguitos utilizados
apresentaram aproximadamente 40% da circunferéncia do local em que foram
colocados no membro toracico. Foram realizadas sete determinagdes e os valores
limitrofes superiores e inferiores descartados para a obtengdo de uma média mais
acurada (TILLEY, 2008) Depois de estabelecida as médias os valores foram
classificados utilizando os critérios estabelecidos pela Renal Interest Society (IRIS
2009 staging CKD).

2 Doppler Vascular DV10 Pastilha Microem — Ribeirdo Preto — SP..
s Manguito Neonatal dois tubos.
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A avaliagdo dos animais incluiu exame fisico de rotina, mensuragéo da
pressdo arterial sistolica, urindlise, avaliagdo da excregdo urinaria de proteina,
analise do perfil bioquimico e eletrolitico sérico (ureia, creatinina, proteina total,
albumina, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, sodio, potassio, fosforo,
calcio total e calcio ibnico), hemograma e 0s ensaios para mensuragdo de
indicadores de estresse oxidativo (concentragbes das substancias reativas ao acido

tiobarbiturico e determinacgao plasmatica indireta de NO).

4.4. Metodologia das avaliagdes

4.4.1. Consideragoes gerais sobre a obtengao e preparo de amostras

Foram necessarias amostras de urina, sangue total e soro para realizagcéo de
exames laboratoriais indicados para cada uma das avaliagbes que foram feitas. A
seu tempo, de cada animal, e a cada avaliagéo, foram coletadas amostras de 12mL
de sangue por venopunc¢do jugular. De cada amostra coletada, 2mL foram
acondicionados em um frasco com &cido etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA)
a 10%, para execu¢do do hemograma, 7mL foram colocados em tubos sem
anticoagulante para obtencao da fragao sérica utilizada para as analises bioquimicas
séricas e para a determinagcdo da concentragdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. Os outros 3mL foram acondicionados em um frasco heparinizado para
obtencado de plasma a se empregado na determinacédo indireta de NO. As aliquotas
de sangue destinadas a determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, e para determinacéo indireta de NO foram centrifugadas a 2.000g por
20 minutos a 4°C. Fracbes das amostras de soro para analise bioquimica sérica
foram congeladas a -20°C para eventuais repeticbes de analises laboratoriais. Para
a determinacéao plasmatica de NO e das substancias reativas ao acido tiobarbiturico,

as amostras de plasma foram congeladas a -70°C.



38

4.4.2. Analises laboratoriais
Analises bioquimicas séricas e urinarias

As amostras de soro foram processadas para determinagdo de creatinina
(método Jaffé modificado), ureia (método enzimatico), proteina total (método
biureto), albumina (método verde de bromocresol), calcio total (método da
cresolftaleina complexona), e fésforo (método do fosfomolibdato). Nas amostras de
urina foram dosadas creatinina (método Jaffé modificado) e proteina total (método
do vermelho de pirogalol). Todas as analises bioquimicas foram feitas com os
conjuntos de reagentes do o sistema Labtest* para diagnéstico. Para as leituras foi
empregado espectrofotdmetro’ semi-automatico.

As concentragdes séricas de sodio, potassio e calcio idnico foram feitas pelo
método de eletrodo ion-seletivo®’.

Para a urinalise e avaliacdo da proteinuria, as amostras de urina foram
obtidas por meio de cateterizagdo transmural e analisadas no maximo 30 minutos

apos a coleta. Para os testes quimicos foram utilizadas fitas reagentes’.

Avaliagao da proteinuria

A proteinuria foi avaliada por meio da determinagdo da razao
proteina/creatinina da urina (U-P/C), a partir dos valores de concentragdo de
creatinina e de proteina obtidas na mesma amostra de urina.

Hemograma

As contagens globais de eritrocitos, leucdcitos, e plaquetas, bem como a taxa
de hemoglobina e hematocrito, VGM e CHGM foram obtidas com o auxilio de um

* LABTEST - Labtest Diagnoéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

> LABQUEST-LABTEST - Labest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

% ISELAB — Drake — Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

" COMBUR 10 Test UX®- Boehringer Mannhein S.A. — Buenos Aires — Argentina.
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contador automatico®. As contagens diferenciais de leucocitos foram realizadas em
esfregacos sanguineos corados com mistura de Metanol, May-Gruwald e Giemsa.

As amostras foram processadas no periodo maximo de uma hora apos a coleta.

4.4.3. Avaliacao de indicadores de estresse oxidativo

Para analisar os indicadores de estresse oxidativo, os ensaios foram
conduzidos em duplicata das amostras. Para determinagédo das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico e determinagado indireta de NO foram realizados ensaios

unicos, para evitar erros entre ensaios.

Determinagao da concentragao sérica das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

A extensdo da degradagcdo da desoxirribose por radicais hidroxi (OH-)
gerados neste sistema foi mensurada pelo ensaio do &cido Tiobarbiturico (TBA)
descrito por Paya et al. (1992). Aliquotas das amostras foram diluidas em solugéo
tampao Tris-acido citrico mantendo-se o padrao 100uL de soro. Das duas aliquotas
de soro a primeira foi adicionada a 2mL da solugdo de TBA (15% de Acido
Tricloroacético, 0,275% de Acido Tiobarbiturico e 0,25M de Acido Cloridrico) para a
obtencdo da peroxidagdo lipidica espontdnea. Em seguida, os tubos foram
aquecidos a 100°C por 15 minutos e, entdo, foram resfriados e centrifugados por 15
minutos a 1200g para formacdo de precipitado. O sobrenadante foi analisado ao
espectrofotdmetro. O cromogeno desenvolvido foi identificado por meio de leituras
de absorbancia em um comprimento de onda fixo de 532nm. A segunda aliquota foi
adicionada a 2mL de solucéo de TBA-SG (15% de Acido Tricloroacético, 0,375% de
Acido Tiobarbiturico, 0,25M de Acido Cloridrico, 0,24mM de Cloreto de Ferro e 50uM
de Hidroxitoluenobutilado) para obtencao da peroxidagéo lipidica induzida. Esse

procedimento, denominado sistema gerador, tem a mesma funcdo do sistema

8 COULTER modelo ABC T8.
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gerador para os radicais O,- e H20,. Os resultados da mensuracdo de peroxidagéo
lipidica foram expressos em nmol/uL.

A solucdo de TBA quantifica a peroxidacao lipidica espontanea, enquanto a
solugcdo TBA-SG quantifica a peroxidagao lipidica induzida ou catalizada. Na
diferenca entre TBA-SG e TBA, se obtém o Delta, que indica o poder antioxidante
(BUEGE; AUST, 1978).

Determinacao indireta de NO plasmatico por meio da dosagem do

nitrato/nitrito

Para a determinacdo de nitrato/nitrito foi utilizado o método descrito por
Archer (1993) e utilizada por Batalhao et al. (2008).

Aliquotas de 100uL de amostras de plasma foram desproteinizadas por
precipitacdo utilizando 200uL de etanol absoluto, mantido a 4°C, seguindo-se
agitacao e descanso de 30 minutos em freezer (-20°C). As amostras foram, entao,
centrifugadas (4.000g, 5 minutos, a 25°C) e os sobrenadantes reservados para
analise posterior.

Para a mensuracdo do NO plasmatico, foi utilizada a técnica de
quimioluminescéncia NO/ozénio utilizando-se o analisador Sievers® “Nitric Oxide
Analyzer” 280°.

De cada amostra desproteinizada, utilizaram-se 5,0uL, que foram injetados na
camara de reagédo do analisador contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de
vanadio em 1N de HCl a 95°C) que converte nitrato em NO, em quantidades
equimolares. O NO sugado para a camara de quimioluminescéncia do analisador,
onde reage com o ozébnio (O3), formando dioxido de nitrogénio (NO;). O NOy
apresenta-se numa forma instavel e tem a capacidade de emitir fétons que se
chocam contra uma superficie foto-sensivel de uma célula fotomultiplicadora. O
féton emitido pela reacao é detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente de
elétrons é captada, amplificada e processada por um transdutor analdgico-digital,
dando origem a um tragcado grafico, cuja area sob a curva gerada pela corrente

? GE Analytical Instruments, Boulder, CO. USA.
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elétrica corresponde a concentracdo de nitrato na amostra. A curva padrédo foi
preparada com nitrato de s6dio nas concentragbes 5, 10, 25, 50 e 100 uyM. Os

valores de nitrato foram expressos em uM.

4.5. Delineamento experimental e analise estatistica dos resultados

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados com distribuicao
dos animais de acordo com o diagnostico. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia (One-way ANOVA) n&o paramétrica (Kruskal-Wallis), considerando o
fator grupo, seguida de teste de Dunn de comparagdo multipla das médias (a =
0,05).

Tomando os dados de cada parametro em conjuntos unicos (n=124), foram
testadas as correlagbes (Pearson) entre eles. Analisaram-se as correlagbes tendo
como base (1) a concentracao sérica de creatinina que reflete a condigao clinica dos
animais (de sadio até DRC-4), (2) o poder antioxidante dado pelo delta TBASG-TBA
e (3) a concentragcéo de 6xido nitrico, que foram testadas com cada um dos demais
parametros avaliados (a = 0,05).

A correlagéo foi considerada de forte intensidade entre as variaveis quando r
> 0,60, moderada intensidade quando o valor de r encontrava-se entre 0,30 e 0,60 e
fraca intensidade quando r < 0,30 (DANCEY; REIDY, 2006).

As analises foram realizadas pelo programa GraphPad Prisma version 6.02 for
Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas fisicas e aspectos clinicos gerais dos animais

Dos 62 caes incluidos no estudo, 18 eram sem raga definida e os demais
totalizaram 15 ragas distintas, o que resultou em ampla variedade de porte e peso
corporal. Quanto a faixa etaria, 27% eram adultos (=4 anos) e 73% eram idosos
(APENDICE 1). Dos 34 (55%) caes machos, apenas um era castrado, enquanto das
28 (45%) fémeas incluidas no estudo, a maioria (25) era castrada. Na Tabela 2,
esses dados estdo apresentados de acordo com a frequéncia em cada um dos cinco
grupos avaliados.

As causas que motivaram a avaliagao inicial dos 62 caes estudados incluiram
solicitacdo de check-up em 23% dos casos, avaliagdo pré-operatéria de cirurgias
para correcédo de problemas localizados e sem comprometimento sistémico em 32%
dos animais e manifestacéo de sinal clinico em 45% dos casos. Foram identificados
17 (27%) cées sadios e 45 (73%) caes com DRC. Nestes pacientes, os sinais
clinicos relatados incluiram poliuria e polidipsia, nocturia, halitose, variagcdo do
apetite, e perda de peso lenta e progressiva, que se apresentavam de forma isolada

ou combinada.
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Tabela 2 — Valores de peso e idade (média % erro padrao) e frequéncia e distribuicdo dos
dados relativos ao porte, a faixa etaria, ao sexo, a condi¢cédo do trato genital e a
raca dos animais avaliados, que incluiram caes sadios (Controle) e de caes
com doenga renal cronica nos estagios 1 (DRC-1), 2 (DRC-2), 3 (DRC-3), e 4
(DRC-4). Unesp - Jaboticabal, 2013.

Grupos Avaliados

Caracteristicas Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4
n=17 n=12 n=10 n=13 n=10

Peso corporal (kg) 20,90+£3,09 13,95%+3,32  15,78+3,21 17,53+4,28  27,38%4,25
Idade (anos) 9,0+0,86 11,58+1,25 10,50+1,17 11,23+0,87 9,90 + 1,01
Pequenos (até 10kg) 5 (29%) 7 (58%) 4 (40%) 7 (54%) 1(10%)
Médios (11 a 25kg) 6 (36%) 4 (34%) 4 (40%) 1(8%) 3 (30%)
Grandes (26 a 45) 5 (29%) - 2 (20%) 5 (38%) 5 (50%)
Gigantes (>45) 1(6%) 1(8%) - - 1(10%)
Adultos (24 anos) 8 (47%) 3 (25%) 3 (30%) 1(8%) 2 (20%)
Idosos 9 (53%) 9 (75%) 7 (70%) 12 (92%) 8 (80%)
Machos intactos 7 (41%) 6 (50%) 5 (50%) 11 (85%) 4 (40%)
Machos castrados 1 (6%) - - - -
Fémeas intactas - 1(8%) - - 2 (20%)
Fémeas castradas 9 (53%) 5 (42%) 5 (50%) 2 (15%) 4 (40%)
Sem raga definida 6 (35%) 5 (42%) 3 (30%) - 4 (40%)
Pinscher - - 1(10%) 2 (15%) -
Shitzu 1 (6%) - - 1(8%) -
York Shire - - - 1 (8%) -
Pequinés - 1(8%) - - -
Poodle 3 (17%) 3 (25%) 1(10%) 1(8%) 2 (20%)
Teckel - 2 (17%) 1(10%) 1(8%) -
Boston Terrier 1 (6%) - - - -
Coker - - 1(10%) 2 (15%) -
Border Colie 1 (6%) - - - -
Pit Bull 1 (6%) - 1(10%) 2 (15%) -
Bull Terrier 1 (6%) - - - -
Labrador - - 2 (20%) 2 (15%) 1(10%)
Boxer 2 (12%) - - - -
Pastor Alemao - - - 1(8%) 2 (20%)

Rottweiler 1 (6%) 1(8%) - - 1(10%)
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5.2. Caracterizacgao clinica e laboratorial dos animais

De acordo com a apresentacédo clinica e resultados de exames
complementares, os 45 caes com diagnostico de DRC foram distribuidos em quatro
grupos em fungao do estagio da doenga. Seguindo os critérios da IRIS 2009, para
classificagcdo da DRC, do total de 45 animais, foram identificados 12 (27%) caes em
estagio 1, 10 (22%) cées em estagio 2, 13 (29%) caes em estagio 3, e 10 (22%)
cdes em estagio 4. Os valores de normalidade para espécie canina das analises
laboratoriais estdo expressos no apéndice Il. Na Tabela 3 encontram-se os
resultados (médiaterro padrédo da média e comparagcdo multipla das médias) das
concentragbes séricas de creatinina (Scr), densidade urinaria (DU), razéo
proteina/creatinina urinaria (U-P/C) e pressao arterial sistolica (PAS), que alicercam
a classificagao.

As médias de Scr nao diferiram significativamente entre si quando
comparados os grupos Controle e DRC-1, mas houve diferenca significativa entre
estes e os grupos DRC-2, DRC-3 e DRC-4. Também foi constatado aumento
significativo progressivo das médias de Scr relacionado com os estagios da doenca.
O comprometimento da capacidade de concentrar a urina, estimada pela DU, foi
evidenciado por diminuigcdo gradativa das médias, que diferiram significativamente
nos grupos DRC-2, DRC-3 e DRC-4 em relacao a do Controle (Tabela 3 e Figura 6).

Os dados relativos a U-P/C resultaram em médias significativamente maiores
que a do Controle, nos grupos DRC-1, DRC-3 e DRC-4, mas n&o no grupo DRC-2.
O mesmo quadro foi observado em relagdo a PAS, cuja média do grupo DRC-2 n&o
diferiu significativamente das do Controle e DRC-1, embora as médias dos grupos
DRC-1, DRC-3 e DRC-4 tenham sido significativamente maiores que a do Controle
(Tabela 3 e Figura 7).
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Tabela 3 — Resultados (média + erro padréo) referentes aos parametros considerados como
critérios para inclusdo dos animais no grupo de caes sadios (Controle; n=17) ou
nos grupos de caes com doenga renal crénica nos estagios 1 (DRC-1; n=12), 2
(DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n=13), e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos em
dois momentos (repeticdo) com intervalo de 24 horas. Unesp - Jaboticabal, 2013.

Grupos avaliados

Variavel Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4
34 amostras 24 amostras 20 amostras 26 amostras 20 amostras
Scr (mg/dL) 1,02 £ 0,02¢c 1,07 £ 0,04c 1,81 £0,03b 3,40 £ 0,15ab 6,00 £ 0,20a
DU 1,034+0,00a 1,023%0,00ac 1,0174£0,00bc 1,013£0,00b 1,012+0,00b
U-P/C 0,13+0,01c 1,14 £ 0,12b 0,59 £ 0,16¢ 1,96 £ 0,25ab 1,53 £ 0,25ab
PAS (mmHg) 137,9+ 1,9 181,3+£6,1a 159,0 + 6,1ab 186,9 £ 6,1a 180,0+7,3a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum n&o diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn
a=0,05).
Scr = creatinina sérica; DU = densidade urinaria; U-P/C = razéo proteina/creatinina da urina, PAS = Presséo arterial sistolica.
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Figura 6 — Representacdes graficas dos dados referentes a concentragdo sérica de
creatinina e densidade de caes sadios (Controle; n=17) e de cdes com doenga
renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n=12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=
13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que compreende de
25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os valores minimo e
maximo obtidos. A linha pontilhada no primeiro grafico indica o limite superior
estabelecido para a creatinina sérica. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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urinaria e pressao arterial sistélica de caes sadios (Controle; n=17) e de caes
com doenga renal cronica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que
compreende de 25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os
valores minimo e maximo obtidos. A linha pontilhada indica o limite superior de
normalidade. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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5.3. Perfil bioquimico sérico complementar

Além da Scr, utilizada como critério para composi¢cao dos grupos, foram
avaliados diversos outros parametros da bioquimica sérica dos cdes estudados
(Tabela 4). A média de concentragcdo sérica de ureia (Sureia) do grupo DRC-2 foi
significativamente maior do que a do Controle e as médias dos grupos DRC-3 e
DRC-4 foram significativamente maiores em relacdo as dos demais. Um quadro
semelhante foi observado com as médias de concentragdo sérica de fosforo (SP)
(Figura 8).

As médias de concentracdes sérica de calcio total (SCat) dos grupos DRC-3 e
DRC-4 foram significativamente maiores que a do Controle e somente a média do
DRC-4 foi significativamente maior que as dos grupos DRC-1 e DRC-2. Contudo, as
concentragcbes séricas de calcio ionizados (SCai) ndo variaram significativamente
entre os grupos (Figura 9).

Quanto as concentragbes séricas de sbédio (SNa) e de potassio (SK), as
diferencas mais marcantes foram observadas no grupo DRC-2 que apresentou
média de SNa significativamente maior que as dos grupos DRC-1 e DRC-4 e a
média de SK significativamente menor que as observadas nos outros quatro grupos
(Figura 10).

As médias de concentragbes séricas de proteina total (SPt) e de albumina
(SAIb) dos grupos DRC-3 e DRC-4 foram significativamente menores que as
respectivas médias do grupo Controle (Figura 11).

As médias das concentracdes séricas de alanina aminotransferase e de

fosfatase alcalina nao variaram significativamente entre os grupos avaliados.
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Tabela 4 — Resultados (média * erro padrdo) do perfil bioquimico sérico de cédes sadios (Controle;
n=17) e de cdes com doenca renal cronica nos estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2;
n=10), 3 (DRC-3; n=13), e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos em dois
momentos (repeticdo) com intervalo de 24 horas. Unesp - Jaboticabal, 2013.

Variavel

Grupos avaliados

Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4
34 amostras 24 amostras 20 amostras 26 amostras 20 amostras
Sureia (mg/dL) 31,18 +£1,73¢  51,85+5,33cd 80,17 £11,22bd  177,30%14,73a  223,10+11,23a
SP (mg/dL) 4,16 +0,16¢ 3,90 £ 0,30c 5,28 + 0,36bc 6,41 + 0,46ab 8,26 £ 0,73a
SCat (mg/dL) 10,17 £ 0,19¢ 10,37 £ 0,18bc 10,28 + 0,15bc 10,97 + 0,20ab 11,562 £ 0,30a
SCai (mg/dL) 1,07 £ 0,03a 1,16 £ 0,02a 1,10 £ 0,05a 1,03 + 0,05a 1,08 + 0,06a

SNa (mEq/L)
SK (mEq/L)
SPt (g/dL)
SAIb (g/dL)

SALT (mg/dL)

SFA (mg/dL)

148,10+0,42ab
4,70 £ 0,07ab
7,60 £ 0,09a
3,33+ 0,08a
55,39 + 3,22a

63,23+6,66a

146,30+1,00b
4,60 £ 0,10b
7,29+0,11ab
3,18 £0,11ab
51,67+4,44a

57,34+5,47a

150,60 £ 0,71a
4,20 £ 0,09¢
7,43 £0,17ab
3,28 + 0,09ac
52,28 + 4,33a

71,20 =+ 8,54a

148,26x1,14ab
5,15+0,11a
6,99 £ 0,16b
2,75+ 0,13b
61,04 +3,37a

70,31 £ 7,50a

146,70 £ 0,87b
5,02 + 0,16ab
6,88 + 0,26b
2,86 = 0,12bc
44,43 + 4,02a

49,40 + 4,36a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum néo diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn;

a=0,05).

Sureia = ureia sérica; SP = fésforo sérico; SCat = calcio total sérico; SCai = calcio ionizado sérico; SNa = sbdio sérico; SK =
potassio sérico; SPt = proteina total sérica; SAlb = albumina sérica; SALT = alanina aminotransferase sérica; SFA = fosfatase

alcalina sérica;
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Representagdes graficas dos dados referentes as concentragbes séricas de
ureia e fosforo de caes sadios (Controle; n=17) e de caes com doenca renal
crénica nos estagios 1 (DRC-1, n=12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=13) e 4
(DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que compreende de 25% a
75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os valores minimo e maximo
obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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doenca renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que
compreende de 25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os
valores minimo e maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Representagbes graficas dos dados referentes as concentragdes séricas de
sodio e potassio de caes sadios (Controle; n=17) e de cdes com doenca renal
cronica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=13) e
4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que compreende de 25%
a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os valores minimo e
maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Representacdes graficas dos dados referentes as concentragbes séricas de
proteina total e albumina de cdes sadios (Controle; n=17) e de cdes com
doenca renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que
compreende de 25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os
valores minimo e maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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5.4. Perfil hematologico

Os dados (média * erro padrao da média) relativos ao numero de hemacias
(He), a concentracéo de hemoglomina (Hb), hematécrito (Ht), volume globular médio
(VGM), concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) e os numeros de
plaquetas (Plaq), leucécitos (Le), neutrofilos segmentados (Ns) e linfécitos (Linf)
estdo apresentados na Tabela 5.

As médias de numero de He, da concentracdo de Hb e do Ht dos grupos
DRC-3 e DRC-4 foram significativamente menores do que as respectivas médias
dos grupos Controle e DRC-1. Quanto as médias dos valores de VGM e CHGM, e
dos numeros de plaquetas, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura
12).

A média dos numeros de Le do grupo DRC-2 foi significativamente maior que
as médias dos grupos Controle e DRC-1, mas nao diferiu significativamente das dos
grupos DRC-3 e DRC-4. A média dos numeros de Ns do grupo DRC-2 foi
significativamente maior que as médias dos grupos Controle, DRC-1 e DRC-3, mas
nao diferiu significativamente da média do grupo DRC-4. N&o houve variagdo
significativa das médias de numeros de linfocitos (Figura 13).
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Tabela 5 — Resultados (média * erro padréo) do perfil eritrocitario, plaquetario e leucocitario de cées
sadios (Controle; n=17) e de cdes com doenca renal crénica nos estagios 1 (DRC-1;
n=12), 2 (DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n=13) e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos
em dois momentos (repeticdo) com intervalo de 24 horas. Unesp - Jaboticabal,

2013.
. Grupos avaliados
Varlavel Controle DRC- DRC-2 DRC-3 DRC-4
34 amostras 24 amostras 20 amostras 26 amostras 20 amostras
He (x10°/pL) 7,31 £0,16a 6,93 £ 0,33a 6,17 £ 0,22ab 4,87 +0,29bc 4,35+ 0,24c
Hb (g/dL) 17,59 + 0,39a 15,54 + 0,75a 14,97 + 0,56ab 11,98 £ 0,80bc 10,54 + 0,63¢c
Ht (%) 53,66 £ 1,24a 48,21 £ 2,30ab 43,85 + 1,65bc 36,54 £+ 1,97cd 31,88 £ 1,81d
VGM (fL) 73,18 £ 0,57a 71,79 £0,78a 73,50 £ 0,67a 73,85 + 0,46a 72,00 £0,77a
CHGM (g/dL) 32,56 £ 0,42a 31,83 £ 0,62a 33,40 £ 0,54a 33,74 £ 0,47a 32,19 £ 0,89a

Plaq (x10%/uL)
Le (x10%/uL)
Ns (x10%pL)

Linf (x10*/L)

328,41+£12,71a
8,57 £ 0,36b
6,11 £ 0,30b

1,60 +£0,12a

315,33+18,55a
8,36 £ 0,49b
6,02 +0,41b

1,49 £0,17a

324,60+23,71a
11,82 £ 0,80a
9,06 £ 0,70a

1,90 £ 0,21a

385,30+24,81a
8,98 + 0,64ab
6,26 + 0,45b

1,85 +0,22a

336,10+£17,19a
10,48 + 1,00ab
7,30 + 0,69ab

1,46 £ 0,10a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum néo diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn;

a=0,05).

He = Hemacias; Hb = Hemoglobina; Ht = Hematdécrito; VGM = volume globular médio; CHGM = concentragdo de hemoglobina

globular média; Plag = Plaquetas; Le = Leucocitos totais; Ns = Neutréfilos segmentados; Linf = Linfécitos.
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Figura 12 — Representagdes graficas dos dados referentes ao perfil eritrocitario (A, B, C, D
e E) e ao numero de plaquetas (F) de cades sadios (Controle; n=17) e de caes
com doenca renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que
compreende de 25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os
valores minimo e maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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representam o intervalo que compreende de 25% a 75% dos dados e a
mediana. As hastes indicam os valores minimo e maximo obtidos. Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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5.5. Indicadores do estresse oxidativo

Substiancias reativas ao acido tiobarbiturico - lipoperoxidagao
espontianea (TBA) - A média de TBA do grupo DRC-3 foi significativamente maior
do que a do grupo Controle. As demais médias (DRC-1, DRC-2 e DRC-4) néo
diferiram significativamente entre si ou em relacdo as médias do Controle e do DRC-
3 (Tabela 6, Figura 14).

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico — lipoperoxidagao induzida
(TBASG) — As médias néao diferiram significativamente entre si (Tabela 6, Figura 14).

Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico — poder antioxidante (Delta
TBASG-TBA)- As médias néo diferiram significativamente entre si (Tabela 6, Figura
14).

Oxido nitrico estimado por meio do nitrato/nitrito plasmatico — As médias
dos grupos DRC-3 e DRC-4 foram significativamente maiores que a do grupo
Controle. As médias dos grupos DRC-1 e DRC-2 foram significativamente menores
que a média do DRC-4, mas nao diferiram significativamente dos grupos Controle e
DRC-3 (Tabela 6, Figura 15).

Tabela 6 — Dados (média + erro padrdo da média) das concentracdes séricas das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, referente a lipoperoxidagao
induzida TBASG, lipoperoxidacado espontanea — TBA, delta TBASG-TBA, e da
determinacgdo indireta de 6xido nitrico plasmatico por meio da dosagem de
nitrato, de cées sadios (Controle; n=17), e caes com doenga renal crénica nos
estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n=13) e 4 (DRC-4;
n=10). Os dados foram obtidos em dois momentos (repeticdo) com intervalo
de 24 horas. Unesp - Jaboticabal, 2013.

Grupos avaliados

Variavel Controle DRC- DRC-2 DRC-3 DRC-4
34 amostras 24 amostras 20 amostras 26 amostras 20 amostras
TBASG (nmol/pL) 0,057+0,003a 0,060+0,002a 0,053+0,002a 0,057+0,003a 0,055+0,003a
TBA (nmol/uL) 0,025+0,001b 0,030+0,001ab 0,030+0,001ab 0,031+£0,001a 0,030+0,002ab
Delta (nmol/pL) 0,032+0,002a 0,030+0,002a 0,028+0,003a 0,027+0,003a 0,025+0,002a
NO (uM) 10,81+0,51¢ 15,49+1,97bc 19,83+3,31bc 17,02+1,73b 83,56+13,63a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum n&o diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn;
a=0,05).

TBASG = lipoperoxidagéo induzida; TBA = lipoperoxidagdo espontanea; Delta = poder antioxidante (diferenga entre TBASG e
TBA; NO = 6xido nitrico, estimado pelo nitrato/nitrito plasmatico.
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Figura 14 — Representacdes graficas dos dados de lipoperoxidacédo pelo método do acido
tiobarbiturico (A e B) e de poder antioxidante (C) de cées sadios (Controle;
n=17) e de cdes com doencga renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n=12), 2
(DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam
o intervalo que compreende de 25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes
indicam os valores minimo e maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Figura 15 — Representagbes graficas dos dados de concentragdo plasmatica de 6xido
nitrico, obtidos por determinacdo indireta por meio da dosagem de
nitrato/nitrito, de cées sadios (Controle; n=17) e de cées com doenca renal
crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=13) e
4 (DRC-4; n= 10). As caixas representam o intervalo que compreende de
25% a 75% dos dados e a mediana. As hastes indicam os valores minimo e
maximo obtidos. Unesp — Jaboticabal, 2013.

5.6. Estudo de correlagcao entre as variaveis avaliadas

Foram avaliadas as correlacdo (Pearson) entre os diversos parametros do
estudo e as concentragcbes séricas de creatina, que refletem, diretamente, a
constituicdo dos grupos estudados. Houve correlagéo significativa entre os valores
de Scr e os de DU, U-P/C, PAS, Sureia, SP, SCat, SK, SPt, SAlb, He, Hb e Ht
(Tabela 7; Figuras 16, 17, 18 e 19).

Os dados relativos ao poder antioxidante, estimado pelo Delta TBASG-TBA,
foram testados para verificar a existéncia de correlacdo (Pearson) com os demais
parametros avaliados no estudo. Constataram-se correlagdes significativas somente
com os dados de Sureia, SALT, He e Plaq. (Tabela 8; Figura 20).

As mesmas analises feitas com os dados de NO, indicaram a existéncia de

correlagdo com diversos parametros, que incluiram Scr, DU, U-P/C, PAS, Sureia,
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SP, SCat, SCai, SK, SALT, He, Hb, Ht e Plaquetas (Tabela 9; Figuras 21, 22, 23 e
24).

Tabela 7 — Resultados dos testes de correlacédo de Pearson entre os valores de
creatinina sérica e outros parametros avaliados em céaes sadios (n=17)
e em cdes com DRC em estagio 1 (n=12), estagio 2 (n=10), estagio 3
(n=13) e estagio 4 (n=19). As coletas de amostras foram feitas em dois
momento, com intervalo de 24 horas, totalizando 124 avaliagdes.
Unesp - Jaboticabal, 2013.

Coeficiente de

Correlagodes P IC (95%) P
earson (r)

Scr vs DU -0,5640 -0,6734 a -0,4304 <0,0001**
Scr vs U-P/C 0,4782 0,3297 a 0,6037 <0,0001**
Scr vs PAS 0,3565 0,1922 a 0,5013 <0,0001**
Scr vs Sureia 0,5691 0,4315 a 0,6808 < 0,0001**
Scr vs SP 0,7207 0,6236 a 0,7959 <0,0001**
Scr vs SCat 0,4639 0,3132a0,5919 <0,0001**
Scr vs SCai -0,1728 -0,3395 a 0,004388 0,0559
Scr vs SNa -0,1006 -0,2722 a 0,07708 0,2661
Scr vs SK 0,3267 0,1595 a 0,4757 0,0002*
Scr vs SPt -0,2467 -0,4066 a -0,07202 0,0062**
Scr vs SAlb -0,3161 -0,4694 a -0,1443 0,0005**
Scrvs SALT -0,1439 -0,3124 a 0,03327 0,1107
Scrvs FA -0,1373 -0,3063 a 0,04001 0,1283
Scr vs He -0,6494 -0,7409 a -0,5343 < 0,0001**
Scr vs Hb -0,6077 -0,7081 a -0,4831 <0,0001**
Scr vs Ht -0,6292 -0,7251 a -0,5094 <0,0001**
Scr vs Plaq. 0,1449 -0,03375 a 0,3146 0,1112
ScrvslLe 0,1595 -0,01735 a 0,3267 0,0768
Scrvs Ns 0,09650 -0,08124 a 0,2683 0,2863
Scr vs Linf -0,06033 -0,2356 a 0,1187 0,5092

Scr = creatinina sérica; DU = densidade urinaria; U-P/C = razéo proteina/creatinina da urina; PAS = presséo arterial sistolica;
Sureia = ureia sérica; SP = fosforo sérico; SCat = calcio total sérico; SCai = calcio ibnico sérico; SNa = sodio sérico; SK =
potassio sérico; SPt = proteina total sérica; SAlb = albumina sérica; SALT = alanina aminotransferase sérica; SFA = fosfatase
alcalina sérica; He = Hemacias; Hb = Hemoglobina; Ht = Hematdcrito; Plaq = Plaquetas; Le = Leucdcitos totais; Ns =
Neutrofilos segmentados; Linf = Linfocitos.
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Figura 16 — Representagdes graficas das correlagbes (Pearson) da concentracdo sérica de
creatinina com a densidade urinaria, razao proteina/creatinina urinaria e
presséo arterial sistélica de valores obtidos em dois momentos (intervalo de 24
horas) de17 caes sadios e de caes com doenga renal cronica nos estagios 1
(DRC-1, n=12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As
linhas pontilhadas indicam os valores minimo e maximo obtidos no grupo
controle (cées sadios). Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Figura 17 — Representacdes graficas das correlagdes (Pearson) da concentragéo sérica de
creatinina com a ureia sérica, fosforo sérico e calcio total sérico de valores
obtidos em dois momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e de caes
com doencga renal crbnica nos estagios 1 (DRC-1, n=12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores

minimo e maximo obtidos no grupo controle (caes sadios). Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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Figura 18 — Representagdes graficas das correlagbes (Pearson) da concentracdo sérica de
creatinina com o potassio sérico, proteina total sérica e albumina sérica de
valores obtidos em dois momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e
de cdes com doenga renal cronica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2;
n=10), 3 (DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os
valores minimo e maximo obtidos no grupo controle (cdes sadios). Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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Figura 19 — Representacdes graficas das correlagdes (Pearson) da concentragéo sérica de
creatinina com os dados de hemacias, hemoglobina e hematocrito de valores
obtidos em dois momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e de caes
com doencga renal crbnica nos estagios 1 (DRC-1, n=12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores
minimo e maximo obtidos no grupo controle (caes sadios). Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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Tabela 8 — Resultados dos testes de correlacédo de Pearson entre os valores do
delta TBASG-TBA plasmatico (Delta) e outros parédmetros avaliados
em caes sadios (n=17) e em cdes com DRC em estagio 1 (n=12),
estagio 2 (n=10), estagio 3 (n=13) e estagio 4 (n=19). As coletas de
amostras foram feitas em dois momento, com intervalo de 24 horas,

totalizando 124 avaliagbes. Unesp - Jaboticabal, 2013.

Coeficiente de

e o
Variaveis Pearson (1) IC (95%) P
Delta vs Scr -0,1255 -0,2954 a 0,05198 0,1648
Delta vs DU 0,01568 -0,1611 a 0,1915 0,8628
Delta vs U-P/C -0,03373 -0,2088 a 0,1435 0,7100
Delta vs PAS -0,1276 -0,2973 a 0,04989 0,1579
Delta vs Sureia -0,2176 -0,3833 a -0,03831 0,0179*
Delta vs SP 0,07332 -0,1044 a 0,2465 0,4184
Delta vs SCat 0,06389 -0,1137 a 0,2376 0,4808
Delta vs SCai -0,1410 -0,3104 a 0,03698 0,1197
Delta vs SNa -0,01659 -0,1924 a 0,1602 0,8549
Delta vs SK 0,02539 -0,1516 a 0,2008 0,7795
Delta vs SPt 0,009640 -0,1685 a 0,1871 0,9161
Delta vs SAIb -0,01621 -0,1957 a 0,1643 0,8611
Delta vs ALT 0,1800 0,003753 a 0,3454 0,0455*
Delta vs FA 0,1037 -0,07403 a 0,2750 0,2518
Delta vs He 0,2162 0,04142 a 0,3781 0,0159*
Delta vs Hb 0,1075 -0,07019 a 0,2786 0,2347
Delta vs Ht 0,1465 -0,03064 a 0,3147 0,1044
Delta vs Plaq. 0,2839 0,1117 a 0,4395 0,0015**
Delta vs Le -0,009951 -0,1860 a 0,1667 0,9127
Delta vs Ns -0,01362 -0,1895 a 0,1631 0,8807
Delta vs Linf 0,02828 -0,1503 a 0,2051 0,7571
Delta vs NO -0,09838 -0,2714 a 0,08084 0,2810

TBASG-= lipoperoxidagao induzida; TBA = lipoperoxidagao espontanea; Scr = creatinina sérica; DU = densidade urinaria; U-
P/C = razao proteina/creatinina da urina; PAS = pressao arterial sistélica; Sureia = ureia sérica; SP = fosforo sérico; SCat =
calcio total sérico; SCai = calcio ibnico sérico; SNa = sédio sérico; SK = potassio sérico; SPt = proteina total sérica; SAlb =

albumina sérica; SALT = alanina aminotransferase sérica; SFA = fosfatase alcalina sérica;

He = Hemacias; Hb =

Hemoglobina; Ht = Hematdcrito; Plaq = Plaquetas; Le = Leucdcitos totais; Ns = Neutréfilos segmentados; Linf = Linfécitos; NO

= oxido nitrico.
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Figura 20 — Representacdes graficas das correlagdes (Pearson) dos valores do delta
TBASG-TBA plasmético (Delta) com os dados de ureia sérica, alanina
aminotransferase sérica e niumero de plaquetas de valores obtidos em dois
momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e de cdes com doenca
renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=
13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores minimo e
maximo obtidos no grupo controle (cdes sadios). Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Tabela 9 — Resultados dos testes de correlacdo de Pearson entre os valores de
oxido nitrico estimado pelo nitrato plasmatico e outros parametros
avaliados em caes sadios (n=17) e em caes com DRC em estagio 1
(n=12), estagio 2 (n=10), estagio 3 (n=13) e estagio 4 (n=19). As
coletas de amostras foram feitas em dois momento, com intervalo de
24 horas, totalizando 124 avaliagdes. Unesp - Jaboticabal, 2013.

Coeficiente de

A 0,
Correlagoes Pearson (r) IC (95%) P

NO vs Scr 0,6646 0,5521 a 0,7534 < 0,0001**
NO vs DU -0,2788 -0,4351 a-0,1063 0,0019**
NO vs U-P/C 0,1898 0,01239 a 0,3556 0,0363*
NO vs PAS 0,2950 0,1236 a 0,4492 0,0010**
NO vs Sureia 0,5691 0,4315 a 0,6808 < 0,0001**
NO vs SP 0,5557 0,4193 a 0,6675 < 0,0001**
NO vs SCat 0,3479 0,1813 a 0,4951 < 0,0001**
NO vs SCai -0,1851 -0,3520 a -0,006815 0,0421*
NO vs SNa -0,1610 -0,3294 a 0,01727 0,0764
NO vs SK 0,3058 0,1353 a 0,4587 0,0006**
NO vs SPt -0,1447 -0,3158 a 0,03555 0,1149
NO vs SAlb -0,06098 -0,2399 a 0,1219 0,5137
NO vs SALT -0,1828 -0,3492 a -0,005158 0,0439*
NO vs FA -0,05490 -0,2305 a 0,1241 0,5481
NO vs He -0,3870 -0,5284 a -0,2246 < 0,0001**
NO vs Hb -0,3690 -0,5131 a -0,2046 < 0,0001**
NO vs Ht -0,3856 -0,5273 a -0,2231 < 0,0001**
NO vs Plaq. 0,2012 0,02270 a 0,3672 0,0276*
NO vs Le 0,09555 -0,08367 a 0,2688 0,2951
NO vs Ns 0,09765 -0,08157 a 0,2708 0,2846
NO vs Linf -0,1206 -0,2935 a 0,05997 0,1895

NO = oxido nitrico; Scr = creatinina sérica; DU = densidade urinaria; U-P/C = razdo proteina/creatinina da urina; PAS =
pressao arterial sistélica; Sureia = ureia sérica; SP = fésforo sérico; SCat = calcio total sérico; SCai = calcio ibnico sérico; SNa
= sodio sérico; SK = potassio sérico; SPt = proteina total sérica; SAlb = albumina sérica; SALT = alanina aminotransferase
sérica; SFA = fosfatase alcalina sérica; He = Hemacias; Hb = Hemoglobina; Ht = Hematocrito; Plag = Plaquetas; Le =

Leucécitos totais; Ns = Neutrofilos segmentados; Linf = Linfécitos.
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Figura 21 — Representagbes graficas das correlagdes (Pearson) dos valores de 6xido nitrico

estimado pelo nitrato plasmatico com os dados de creatinina sérica, densidade
urinaria, razao proteina/creatinina urinaria e pressao arterial sistélica de valores
obtidos em dois momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e de caes
com doencga renal crbnica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores
minimo e maximo obtidos no grupo controle (cdes sadios). Unesp -
Jaboticabal, 2013.



Ureia sérica (mg/dL)

Calcio total sérico (mg/dL)

400+
300 .
oL
2004 i ae.e S e B
Al
Lo
100{ %
ol
T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Oxido nitrico plasmatico (uM)
16

- T T T T
0 50 100 150 200

Oxido nitrico plasmatico (uM)

1
250

20+
oy
k=]
S 15 . o
g . L] M
8 .
:.;’ 10 5" .
R (T W ’
w54 2%
2 1)
0-
T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Oxido nitrico plasmatico (uM)
g 154 .
E4 g
g i’ o0 ¢ < * -~
$ 10 &0
] T
s | S —
S b .
2 0.51
o
o
2 :
& 00l
0 50 100 150 200 250

Oxido nitrico plasmatico (uM)

70

Figura 22 — Representacgdes graficas das correlagdes (Pearson) dos valores de 6xido nitrico
estimado pelo nitrato plasmatico com os dados de concentragbes séricas de
ureia, fosforo, calcio total e calcio ionizado de valores obtidos em dois
momentos (intervalo de 24 horas) de17 cées sadios e de cdes com doencga
renal cronica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=
13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores minimo e

maximo obtidos no grupo controle (caes sadios). Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Figura 23 — Representacbes graficas das correlagbes (Pearson) dos valores de Oxido
nitrico estimado pelo nitrato plasmatico com os dados de concentracdes
séricas de potassio e alanina aminotransferase de valores obtidos em dois
momentos (intervalo de 24 horas) de17 cées sadios e de cdes com doenca
renal crénica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3 (DRC-3; n=
13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores minimo e
maximo obtidos no grupo controle (caes sadios). Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Figura 24 — Representagbes graficas das correlagdes (Pearson) dos valores de 6xido nitrico
estimado pelo nitrato plasmatico com os dados de numero de heméacias,
hematocrito, concentracdo de hemoglobina e numero de plaquetas de valores
obtidos em dois momentos (intervalo de 24 horas) de17 caes sadios e de caes
com doencga renal crbnica nos estagios 1 (DRC-1, n= 12), 2 (DRC-2; n= 10), 3
(DRC-3; n= 13) e 4 (DRC-4; n= 10). As linhas pontilhadas indicam os valores

minimo e maximo obtidos no grupo controle (cades sadios). Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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6. DISCUSSAO

Depois de estabelecida a DRC, a magnitude da disfung¢ao renal geralmente
permanece estavel por meses ou declina vagarosamente no decorrer de meses a
anos (SHIMIZU, 2005). Segundo Bricker, Morrin e Kime (1960) apés a instalacao do
dano renal no cado ocorrem mudancgas estruturais e adaptativas dos néfrons
remanescentes, a adaptacéao inicial decorre em hipertrofia e hipertensédo glomerular,
na tentativa de manter a TFG, que promove altera¢gdes funcionais. Devido ao intenso
fluxo de liquido tubular, ocorre a incapacidade de reabsorgéo de agua, bem como, o
fluxo rapido na algca de Henle e dos ductos coletores impede que o mecanismo
contracorrente opere de forma efetiva, consequentemente a capacidade de
concentragdo urinaria fica comprometida (HALL, 2011). Nestas condicdes, as
manifestagdes clinicas observadas sdo poliuria, polidipsia e nocturia, de intensidade
variada. Quando no comprometimento de 70% a 75% dos néfrons, além da perda de
capacidade de concentragdo da urina, inicia-se o acumulo de compostos
nitrogenados n&o protéicos na circulagdo sanguinea, desse modo as consequéncias
sistémicas do quadro de DRC s&o inumeras e a uremia pode estar presente em
graus variados (NICHOLS, 2001; POLZIN et al., 2005). Nos pacientes com DRC do
presente estudo, foi relatado pelos proprietarios a poliuria, polidipsia e nocturia, além
disso, foi evidenciado a diminuicdo da capacidade de concentracdo da urina
estimada pela D.U., sendo observado redugdo gradativa das médias nos grupos
DRC-2, DRC-3 e DRC-4 em relagdao ao grupo Controle, tal como foi notado a
correlagcdo negativa moderada entre Scr e DU (r=-0,5640 e p<0,0001). Nas médias
de Scr e Sureia houve o aumento significativo conforme a progressao dos estagios
da DRC, sendo evidenciado uma correlagao positiva moderada entre estas variaveis
(r=0,5691 e p <0,0001).

Akamatsu (2002) realizou avaliagdes histopatoldégicas em fragmentos de
cortex renal obtidos por bidpsia percutdnea guiada por ultrassom de dez caes com
insuficiéncia renal crbnica, e observou uma maior percentagem de glomérulos
alterados (70,27%) em contraste com menor numero de glomérulos no padrdo de

normalidade (29,73%). De acordo com Zatz et al. (2012) a hipertensdo glomerular
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promove uma agressdo ao glomérulo ao aumentar a tensdo mecanica em suas
paredes, resultando em lesdes de células endoteliais, estiramento de células
mesangiais, lesdo em podocitos, deposicdo mesangial de macromoléculas e
passagem de ultrafiltrado para o intersticio renal. Dessa forma, uma lesdo na
barreira glomerular pode estender-se ao intersticio, resultando em atrofia tubular e
facilitando a progressdo da DRC (PEIXOTO; ORIAS; DESIR, 2013). As condi¢des
descritas acima estdo diretamente relacionadas com a progressdo da DRC, bem
como podem estar associadas a HAS e proteinuria, que podem se apresentar de
intensidade variada no paciente com DRC, como pbéde ser evidenciado no presente
estudo, pois as médias significativamente maiores em relagcédo a U-P/C e a PAS
foram dos grupos DRC-1, DRC-3 e DRC-4 quando comparadas a do grupo Controle.

A disfungao renal é frequentemente associada a condi¢gdes de desequilibrio
oxidativo. Os diferentes marcadores de tal processo, como o MDA ou TBA, podem
se mostrar elevados em graus variados conforme o grau de progressdao da
enfermidade e condigcéo clinica do paciente humano (CACHOFEIRO et al., 2008;
KARAMOUZIS et al., 2008). No entanto, Small et al. (2012) descreveram que o TBA
para o estudo do estresse oxidativo em amostras séricas de pacientes humanos
consiste de uma metodologia inespecifica por ser muito sensivel a artefatos. No
presente estudo buscou-se estimar a atividade do estresse oxidativo em cdes com
DRC estagios 1 a 4, utilizando como parte desta avaliagdo a concentragao sérica de
TBA e o delta, sendo observado apenas a média do DRC-3 em relacdo ao TBA
significativamente maior quando comparada aos demais grupos estudados.
Entretanto, os valores das médias de TBA observados nos grupos Controle, DRC-1,
DRC-2 e DRC-4 néo diferiram significativamente entre si, mesmo em condi¢cdes de
estagiamento diferente da enfermidade, porém, em se tratando de animais
clinicamente estaveis, mesmo com graus variados de disfuncao renal, o sistema de
defesa antioxidante enzimatico, desses pacientes, poderia estar satisfatério, o que
pode ter contribuido para que a concentragao sérica de TBA nao elevasse conforme
o estagio da doenga. Em relagdo ao delta as médias dos grupos nao diferiram entre
si, entretanto, observamos que ocorre uma tendéncia de diminuicdo do poder
antioxidante conforme o estagiamento da DRC, segundo Scoot (2008) o paciente

paciente doente renal crénico apresenta-se mal nutrido, com caréncias em reserva
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de vitaminas e minerais, o que diminui os mecanismos de defesa antioxidante, e
favorece a instalagéo do estresse oxidativo.

Em nosso estudo, os pacientes com DRC a elevagdo das médias da pressao
arterial foi constatada nos grupos DRC-1, DRC-3 e DRC-4. A Scr apresentou
correlagéo positiva moderada com PAS (r=0,3565 e p < 0,0001). Varios estudos
mostraram que, durante a HAS em ratos, a All é responsavel pela instalacao de
processo inflamatério e, consequentemente, estresse oxidativo (HARRISON et al.
1997, 2003, 2012; HARRISON 2011; 2013; SCHIFFRIN et al. 2013). A All na
situacdo de HAS promove o aumento da atividade de linfécitos T e macréfagos no
endotélio vascular, como também, o aumento na liberagdo de substancias
quimiotaxicas. Tais condi¢cdes contribuem para a instalagdo do processo inflamatério
no endotélio vascular, causando disfuncado endotelial, produgcéo de ERO, diminui¢cao
da disponibilidade de NO, conduzindo a hipertrofia e hiperplasia da parede dos
vasos, consequentemente vasoconstricdo (HARRISON et al. 1997, 2003, 2012;
HARRISON 2011; 2013). A aldosterona também estimula a formagdo de ERO, e
estas aumentam a atividade inflamatéria, com a liberagdo de substancias
mediadores inflamatérios, promovendo o aumento da atividade de linfocitos T e
macréfagos, causando disfungdo endotelial e fibrose tecidual (SCHIFFRIN et al.
2013). A producao de All intrarrenal foi demonstrada, nas células epiteliais tubulares,
macrofagos e fibroblastos, sendo também expressa pelas células justaglomerulares
e células intersticiais, estas células desempenham um papel importante no processo
inflamatério e lesdo renal progressiva (NORONHA et al., 2002). A liberagao de
mediadores inflamatérios pela All, aldosterona e endotelina-1 promove disfungao
mitocondrial nas células do tubulo contorcido proximal, resultando em estimulo da
producdo de colageno que excede a degradacdo pelas metaloproteinases
resultando em fibrose tecidual, também estdo associadas a lesdo glomerular
caracterizada pelo enrugamento dos capilares glomerulares e acumulo de matriz
mesangial, que evoluem para colapso de areas do glomérulo e fibrose progressiva.
As alteragdes tubulointersticiais sao caracterizadas por atrofia tubular, fibrose
intersticial e processo inflamatério cronico (ALMEIDA et al., 2012; BROWN, 2013).

Segundo Ferreira e Matsubara (1997) e Schmid e Schiffl (2010) anemia &€ um

dos achados mais comuns em pacientes com DRC, que predispde ao estresse
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oxidativo, pois as hemacias representam o principal componente de defesa
antioxidante, por possuirem altas concentragbes de enzimas (glutationa), capazes
de metabolizar as ERO. A hipoxia tecidual aumenta consideravelmente a producgéo
das ERO e o componente lipidico da membrana eritrocitaria esta também sujeito a
agressao oxidativa. Os produtos desta lipoperoxidagao podem induzir o estresse
oxidativo intracelular e, na ocorréncia de deficiéncia da defesa do sistema
antioxidante, ocorrera a hemolise, em nosso estudo notamos a correlagdo fraca
positiva entre delta e He (r=0,2162 e p= 0,0159), sugerindo que quanto maior o
numero de hemacias, maior o poder antioxidante, adicionalmente, Lustoza (2004)
descreveu que o aumento da produgéo das ERO que ocorre em estados anémicos
cronicos, é seguida da diminuicdo das defesas antioxidantes do sangue, em nosso
observamos uma tendéncia de diminuicdo do delta conforme o estagiamento da
DRC, adicionalmente, notamos a diminuicdo dos parédmetros do perfil eritrocitario
conforme o grau de estagiamento da DRC, conforme o valor da média observado de
cada grupo com DRC em relagdo ao grupo Controle, observamos a significativa
correlagao negativa da Scr com a He (r=-0,6494 e p < 0,0001), Hb (r = -0,6077 e p <
0,0001) e Ht (r =-0,6292 e p < 0,0001) semelhante aos achados de Lustoza (2004) e
Buranakarl et al. (2008). Suliman et al. (2002) avaliaram as concentragcbes
plasmaticas da enzima glutationa em pacientes humanos renais crénicos com graus
diferentes de anemia, sendo constatado que, quanto menor o hematécrito, maior a
diminuicdo das concentragcbes de glutationa no interior das hemacias, indicando o
consumo de mecanismos defesa antioxidantes intracelulares em pacientes doentes
renais. Adicionalmente, Lustoza (2004) avaliou as concentragdes plasmaticas de
GPx, GSH e GSSH, SOD e o marcador de peroxidacao lipidica, o TBA, em caes
sadios e com DRC anémicos, e constatou auséncia de diferenca das concentragdes
eritrocitarias da GPx e GSH entre os grupos. Entretanto, foi detectado aumento
consideravel das concentragdes eritrocitarias de GSSG e da atividade enzimatica
eritrocitaria SOD nos cdes com DRC estudados. Nos cdes com DRC anémicos
foram observadas concentragbes plasmaticas maiores de TBA, quando comparado
aos caes normais. O autor sugere o aumento do estresse oxidativo nos caes
anémicos com DRC, sendo descrita também a correlagéo negativa significante entre

o Ht e TBA. Embora os nossos pacientes nao apresentassem graus de anemia
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severa, os achados dos autores supracitados, sdao semelhantes aos nossos
achados. Adicionalmente, quanto ao perfil eritrocitarios dos nossos caes,
observamos que o VGM e CHGM dos pacientes com DRC, independente do
estagio, encontravam-se em valores de normalidade para espécie, mesmo na
presenca de anemia, segundo Garcia-Navarro (2005) a anemia normocitica
normocrdémica néo regenerativa € comum em pacientes com DRC.

Segundo Galvao et al. (2013), o aumento do fésforo sérico e a azotemia sao
alteragdes comuns durante a evolugdo da DRC, sendo decorrentes da diminuicao da
TFG. Em nosso estudo notamos a correlagdo positiva entre a creatinina sérica e
fésforo sérico (r = 0,7207 e p < 0,0001). A hiperfosfatemia e a hipercalcemia também
sdo parametros importantes no acompanhamento de pacientes doentes renais,
devido a particularidade em que as células endoteliais sdo susceptiveis a lesdes
induzidas por estes compostos, pois ambos promovem a apoptose celular em
decorréncia do aumento da producdo de ERO (PENG et al., 2011; GALVAO et al.,
2013). No estudo de correlagao, foi observado correlagédo positiva moderada entre o
SP e NO (r = 0,5557 e p < 0,0001), bem como, entre o Cat e NO (r = 0,3479 e p <
0,0001). O desequilibrio do fosforo sérico pode causar doengas cardiovasculares e o
avanco da DRC, em decorréncia da disfungao endotelial. Com o propédsito de
investigar tal situacao, Peng et al. (2011), estudaram os efeitos da hipercalcemia e
da hipocalcemia no aspecto funcional das células endoteliais no cordao umbilical de
humanos “in vitro”, e descreveram que em ambas as condi¢gbes, ocorre uma
diminuicdo da expressdo da eNOS resultando em diminuigdo da produgcao de NO,
resultado semelhantes aos relatados por Cozzolino et al (2005) e Di Marco et al.
(2008).

Varizi et al., (1998) demonstraram uma reducao urinaria de metabdlitos de NO
e a diminuicdo da expressao da NOS na aorta toracica e no rim remanescente em
um modelo experimental realizado em ratos com DRC em estagio terminal. Segundo
Baylis (2008) existem diversas causas provaveis implicadas na deficiéncia de NO em
pacientes com DRC, dentre elas, as limitagbes da disponibilidade de seu precursor a
L-arginina. Entretanto, no estudo realizado por Tiazenello et al.,, (1980) foi
demonstrado que a sintese de L-arginina na DRC, ndo & comprometida, pois
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pacientes com DRC apresentaram concentragdes adequadas do aminoacido no
fluido tubular quando comparados a individuos normais.

YU et al.,, (1996) demonstraram que o0s rins, ndo sao 0s Unicos 06rgaos
produtores de L-arginina, em seu estudo realizado em cées, foi referido que 40% da
L-arginina € produzida de forma extrarrenal, certamente a partir da regeneragao da
L-citrulina, derivada do intestino e células endoteliais. De acordo com Baylis (2008),
a concentracao plasmatica de L-arginina nao difere significantemente de pacientes
com DRC dos individuos saudaveis, pois ocorre aumento da sintese de L-arginina
nos néfrons remanescentes, esta medida adaptativa mantém a producao renal de L-
arginina em concentragdes adequadas.

Lau et al. (2000) estudaram a concentracdo plasmatica de L-arginina e a
producdo de NO em pacientes humanos com DRC em estagio final, hipertensos e
clinicamente estaveis, utilizando a metodologia de conversao de ["°N,] arginina em
['°N] citrulina para estimar a concentragdo de NO plasmatico. Como resultado foi
observado que a concentragao plasmatica L-arginina se manteve adequada e devido
ao aumento da producdo de NO, a concentracdo de NO plasmatico foi
significantemente maior nos individuos com DRC, quando comparados aos
individuos normais. Esses dados sao semelhantes com nossos resultados, pois os
cédes do presente estudo estavam clinicamente estaveis e apresentaram elevagéo
plasmatica de NO significativa nos estagio 3 e 4 da DRC. No entanto, Wever et al.
(1999) utilizando o método da L-[guanidina-"°N,], compararam a concentragdo
plasmatica de NO em pacientes com DRC com pressdo arterial controlada por
medicacdo anti-hipertensiva, e relataram a redugdo de NO plasmatico. Aiello et al.,
(1997) estudaram ratos com DRC induzida por redugdo da massa renal, e
demonstraram que nestes pacientes ao contrario do rim, na circulagdo sistémica
aumenta a produgdo de NO, como demonstrado pelo aumento plasmatico de
nitrato/nitrito. Neste estudo, foi encontrado aumento na expressdo da eNOS e iINOS
nas células endoteliais de grande vasos. Entretanto, o0 aumento da expressao da
eNOS néo se restringiu as células endotélio, mas também foi observado nas células
da musculatura lisa destes grandes vasos. Os autores acreditam que a provavel
justificativa para o estimulo do aumento na producdo de NO nestes sitios, seja o

aumento da forgca de tensao do fluxo sanguineo exercido nas células endoteliais dos
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vasos, que promove alteragcdes mecanoelasticas no vaso e estimula a expressao da
eNOS. No referido estudo, os ratos eram hipertensos, e como se sabe na HAS
ocorre um estiramento pulsatil e distensdo da parede de artérias que favorece a
sintese de NO. Adicionalmente, os ratos também estavam urémicos, o que também
provavelmente estimulou a expressdo da iINOS pela acdo de mediadores
inflamatérios, como TNFa (AIELLO et al., 1997). Nava et al., (2000) estudaram a
concentracdo plasmatica de NO no sistema cardiovascular em ratos com HAS
espontanea, e relataram que a expressao da NOS do coracédo e que as eNOS de
microvasos aumentaram a produgao de NO, de tal modo que a concentracdo de
nitrato no plasma foi significativamente maior nos ratos hipertensos, quando
comparados aos ratos sadios. Contudo, mesmo com o aumento de NO, este ndo é
vasoativo para estimular uma vasodilatacédo adequada.

Considerando a hipertensdao como um fator estimulante a produgdo de NO
plasmatico, como os achados dos autores supracitados, tal condicdo pode justificar
e/ou contribuir para a elevagdo da concentragcdo plasmatica de nitrato/nitrito
encontrada em nossos pacientes com DRC do presente estudo. Embora, o
nitrato/nitrito plasmatico tenha apresentado correlagao positiva fraca com a PAS (r =
0,2945 e p = 0,0008).

A concentracao plasmatica de L-arginina é considerada normal em pacientes
com DRC, entretanto, se o transporte da L-arginina para as células endoteliais for
comprometido, devido ao desequilibrio hemodindmico que o paciente com DRC se
encontra, isto reduziria a agdo da L-arginina nas células endoteliais, e ocultaria uma
redugdo de sua disponibilidade para o meio intracelular (WAGNER et al., 2001;
BAYLIS, 2008). Xiao et al.,, (2001) estudaram a exposicdo da L-arginina em
diferentes concentrac¢des de ureia artificial, apds sete dias de exposigcéo, observou o
efeito inibitério da ureia sobre o transporte da L-arginina, ocorrendo redugdo da
atividade da eNOS, sugerindo que a deficiéncia prolongada de L-arginina limitaria a
producdo de NO. No entanto, Aiello et al., (1997) ao estudar ratos com DRC com
massa renal reduzida, relataram que a uremia pode estimular a produ¢do de NO
sistemicamente, pois o aumento da expressdo da INOS vascular pode ser
provocada pela guanidina succinato, que € uma toxina que se acumula em animais e

humanos com DRC. Os autores sugerem que o aumento da atividade das enzimas
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INOS e da eNOS pode ser um mecanismo de defesa frente a uremia e hipertenséo.
Em nosso estudo, os pacientes que apresentaram concentragao plasmatica de NO
significativamente maior, estimada pelo nitrato/nitrito plasmatico foram os pacientes
com a maior concentragdo de uréia e creatinina sérica, conforme demonstrado
quando comparada as médias dos grupos. Em nosso estudo, no teste de correlagéo
foi observado correlagéo positiva moderada da Sureia (r = 0,5691 e p < 0,0001) e
Scr (r=0,6646 e p < 0,0001) em relagcao ao NO.

Outros estudos demonstraram que o aumento de nitrato/nitrito plasmatico
como forma de estimar a concentragédo plasmatica de NO em pacientes com DRC
em estagio terminal seria provavelmente devido a diminuigdo da excrecéo renal dos
mesmos (SCHMIDT et al., 1999; SCHMIDT; BAYLIS, 2000). Neste contexto, Blum et
al., (1998) estudaram trés grupos de pacientes humanos com graus diferentes de
disfuncdo renal, e demonstraram que o aumento de nitrato/nitrito plasmatico se
correlacionava com a diminuigdo da TFG, pois a concentracdo plasmatica de
nitrato/nitrito no plasma foi significativamente maior nos pacientes com DRC, quando
comparados aos individuos normais, os autores concluiram que na condigdo da
DRC, ocorre uma deficiéncia de NO, mas que o aumento de nitrato/nitrito no plasma
esta relacionado a excregéo renal diminuida. Em nosso estudo, nossos pacientes
certamente estavam com reducdo da TFG, consequentemente diminuicdo da
excrecao renal de nitrato/nitrito, condigcdo esta, que também pode justificar a
elevacdo plasmatica de NO encontrada, pois o método utilizado em nosso trabalho
para estimar o NO plasmatico, foi através do nitrato/nitrito. Entretanto, Tatematsu et
al. (2007) induziram a DRC em c&es machos por heminefrectomia e nefrectomia, e
estudaram a concentracdo plasmatica de nitrato/nitrito como forma de estimar a
concentragcédo plasmatica de NO, e relataram a redugéo plasmatica de nitrato/nitrito
nos caes estudados, bem como a redugao do NO plasmatico, mesmo em condi¢gdes
de reducdo da TFG. No referido, estudo os autores atribuem a redugdo do NO
plasmatico encontrada, devido ao fato dos caes estudados n&o terem desenvolvido
a hipertensdo. Em um estudo realizado por Kim et al., (2000) com ratos
nefrectomizados, n&o foi constatado alteragdo na concentracdo plasmatica de
nitrato/nitrito mesmo com a TFG reduzida. Diante da possibilidade de que o aumento

de nitrato/nitrito no plasma esteja relacionado a excrecéo renal diminuida, Modlinger



81

et al. (2004) descreveram que a metodologia mais adequada para mensuracao de
NO plasmatico em pacientes com DRC trata-se do estudo da conversdo da ["°Nj]
arginina em ["°N] citrulina. Utilizando esta metodologia, Lau et al. (2000) obtiveram
como resultado a concentragdo de NO plasmatico significantemente maior nos
individuos com DRC, quando comparados aos individuos normais.

Em nosso estudo, a concentracdo plasmatica de NO estimada por
nitrato/nitrito  tendeu-se a aumentar em pacientes com DRC, tornando
significativamente alta no estagio 3 e 4 da doencga. Sobre o efeito bioldégico do
aumento de NO Clancy et al. (1998) e Wever et al. (1999) relataram que em
pacientes com DRC pode ocorrer o aumento ou redugdo da expressao de iNOS,
estando niveis elevados associados a mecanismos de lesdo de tecidos e a
progressao das patologias. O principal mecanismo pelo qual o NO em excesso pode
exercer os seus efeitos envolvem a sua reagdo com anion superéxido e posterior
formacao do radical peroxinitrito, este pode desencadear processos de peroxidagao
lipidica de membranas e modificacdo de proteinas estruturais, causando efeitos
deletérios (SHAH e BILLIAR, 2008). Contudo, o radical peroxinitrito pode nitrosilar
grupos sulfidril, formando S-nitrosotidis que podem participar da vasodilatagéo,
inibicdo de agregacéo plaquetaria e de adesdo de mondcitos ao endotélio, agbes
estas benéficas ao organismo (STAMLER et al. 1992). Segundo Shah e Billiar
(2008) a acao deletéria ou benéfica do radical peroxinitrito depende do local e da
velocidade de producdo de ERO, e principalmente do estado de equilibrio entre
radicais livres e antioxidantes. Harrison (2013) descreveu que as ERO podem
participar de fungdes normais das células, portanto, toda a presenca das ERO deve
ser avaliada antes de ser considerada deletéria. Recentes pesquisas conduzidas por
Jankowski et al. (2007) e Lautner et al. (2013) descobriram um novo componente do
sistema renina angiotensina, um peptideo denominado de alamandina, que aumenta
conforme a progressdo da DRC em ratos, camundongos e humanos. Este peptideo
possui acgao vasodilatadora por incremento do NO, entretanto, a formacdo de NO
independente da participagdo do inositol trifosfato e de ions de calcio,
permanecendo desconhecida a via de formagédo de NO. Em nosso estudo, todos os
pacientes estavam clinicamente estaveis, portanto o aumento de NO pode ser um

mecanismo contrarregulatério devido as diversas disfungbes hemodinamicas
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provocadas pela DRC. Pesquisas demonstraram a capacidade de conversado do
nitrato/nitrito em NO, e que a utilizagdo de suplementacao via oral de nitrato de sédio
em humanos resultou em diminuicdo dos riscos no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, com melhora da funcao endotelial e vasodilatacdo (GILCHRIST et
al., 2010; CARLSTROM et al., 2010).
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7. CONCLUSAO

As avaliagdes relativas as concentragdes séricas das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico revelaram resultados pouco conclusivos, que podem indicar
inespecificidade dos métodos empregados ou amostragem insuficiente. Contudo, os
resultados sugerem tendéncia a aumento da peroxidagdo lipidica espontanea e
diminuicao do poder antioxidante nos pacientes com DRC.

As concentragdes plasmaticas de NO, estimadas pelas concentracdes de
nitrato/nitrito, sdo maiores em caes com DRC em relagdo aos valores encontrados
em caes sadios. Entretanto as diferencas sao significativas somente em pacientes
em estagio 3 e 4. No estagio 4, quando a sindrome urémica atinge a condigdo mais
severa, as concentragbes plasmaticas de nitrato/nitrito podem ser cerca de oito
vezes o valor observado em caes sadios e cerca de cinco vezes o valor obtido no
estagio imediatamente anterior (DRC-3). Contudo, as avaliagbes realizadas né&o
permitiram estabelecer se os resultados decorreram de incremento da geracéao de
NO ou diminuicdo de excrecao renal de nitrato/nitrito. Todavia, uma vez que o
aumento gradativo teve inicio na DRC-1, caracterizada por auséncia de azotemia, é
possivel que o fator “geracédo de NO” tenha contribuido.

Embora os resultados deste estudo tenham evidenciado que as ocorréncias
de hipertensdo e proteinuria sdo eventos marcantes na DRC em céaes, nao foi
demonstrada correlagdo entre estas manifestagbes e os indicadores de estresse
oxidativo analisados.
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APENDICE | - Idade, a partir dos quais os caes e gatos sao considerados idosos.
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Espécie/ Porte Peso (kg) Idade em anos
Caes pequenos 0-10 10-13
Caes médios 11-25 9-12
Caes grandes 26-45 7-10
Caes gigantes >45 6-9

Gatos em geral variavel 10-14




APENDICE Il - Valores de referéncia dos parametros avaliados.

LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA - HOSPITAL VETERINARIO “Governador Laudo Matel” - UNESP - Jaboticabal
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VALORES DE REFERENCIA
FARAMETROS ERITROLEUCOMETRICOS E PLAGUET ARIOS
ESPECIE HE LE HEB HT CONTAGEM DIFERENCIAL %% PLAQUETAS,
1050l 0%l g/dL % BAS. EOQS. BAST, SEG. LIMF, MO, 107Ul
CANINA 55-85 5-18 12-18 37 -55 an-01 2.10 0-3 6 - 77 13- 30 210 180 - 400
FELIMA 55-10 8- 25 8- 14 24 - 45 -1 2-12 a-3 35 - 75 20 - 55 1-4 200 - 600
BOVIMA 50-10 4-12 B-14 24 -43 0-2 2-20 0-2 15- 45 43-75 2-7 200 - 600
|Eﬂl..lIN.h 7.0-13 7-14 i0-1a8 32 -55 0-3 0.5-11 Q-2 a0 - 65 25-70 i-7 200 - &00
|ovina B0-16 4-12 8-18 24 - 50 0-3 1-10 -2 10 - 50 40-75 1-8 200 - 700
|CAPRINA 12- 20 6-16 814 24 - 48 0-2 3-8 0-2 30 - 48 50 - 70 1-4 200 - 800
SUINA 50-E60 11-12 10 - 16 32 - 50 -2 0.5-11 0-4 2B - 47 30 - 62 Z2-10 200 - BO0
VGM HGM CHGM RETIC. FORMULA LEUCOCITARIA ABSOLUTA (X10% /L)
L pa gldL % BAS. EOS. SEG. BAST. LINF. MIOH.
CANINA G - 7T 19-23 .34 01-18 -0 | 042-18]36-136| 0-05 072-54 [018-1.8
FELINA 34 - 5§ 13-17 31-35 01-1.8 0-0 |D16-30| 2B-176 | 0-07 16-13.7 | 0.08-1.0
BOVINA 40 - 60 14 - 1B 26 - 34 0-02 |D0&E-24 | DE-G4 0-02 1.8-9.0 0,08 - 0.8
|EQUINA a7 - 52 15 - 19 .35 0-03 | 003-75| 21-60 0-02 1,76-%8 | 0.03-09
OVINA 23-48 9-13 28-35 0-03 |DM-12 | D4-60 0-02 1,6-9.0 0,04 -0.7
CAPRIMA 10 - &7 05 - DB 30-35 0-03 |018-13| 18-78 0-03 30-11.2 | 0.06-08
SUINA 50 - 68 16 - 22 30-34 01-16 | 0-04 |005-24) 30-10.3 | 0-08 43-136 [022-22
PARAMETROS BIOQUIMICOS
UREIA CREA 50010 POTAS PT ALB. COLEST FIER. BIL. D. BILT AST LIPASE
mgdl mg'dL mimal/L mmalL gldL gidL mgdL mgdl migidL mgidL UL L
CANIMA 16 - B3 05-15 14E - 156 3.8 -51 58-70| 26-40 | 125-270 | 125-300 | O.06-0.12 | 0.1-05 10 - BB 27 - 750
FELINA 32-75 08-20 161 - 161 3,5-5.1 61-86| 28-43 an - 205 100 - 400 | 0.05-0.50 | 0.1-05 10 - BB 25 - 750
BOVINA 12 - 65 0d-1.4 138 - 148 3,8-51 63-809| 28-38 80 - 180 200 - 500 [ 004 -0.40 [ 00-0,50 ) 78 -132
EQUINA 21-54 09-18 136 - 143 26-485 |56-80) 30-40 ¥E-1530 | 200-400 | 0.0-D.40 1.0-20 [236 - 368
OVINA 17 - 43 10-27 138 - 152 3.8-54 G0-708| 24-30 50 - 140 100 - 540 | OO0 - 027 a1-05 | 88 - 378
CAPRIMA 21-60 09-18 135 - 154 46-9B |64-THE) 20-44 &0 - 140 100 - 500 | 0.0-0,27 0.0-01 | 9B-378
SUINA 17 - 65 10-30 135-150 [ 78-106 |74-89] 20-39 | 36-154 | 200-400 | 00-030 [ 0.0-00 [ 9-113
GGT CALCIO F MAG, ALT GLIC, CK LDH F.ALC. AMIL, TRIGL. CLORO
L mgldL mg/dL mg/dL L mg/dL L L L wL mg/dL mEqg/L
CAMINA 1-10 BE-11.2 22-55 18-24 10-83 | 60-110 20 - 200 50 - 495 20- 150 | 300 - 2000| 27 - 115 05 - 115
FELINA 1-10 80-10.7 18-84 15-25 10-88 | 70-150 50 - 450 75 - 490 10 - 80 GO0 - 1800| 20 - 150 117 -123
|BOVINA 11-24 8.7-124 56-65 18-23 | 14-38 | 45-75 GE- 120 | 08 -302 an- 170 | 126 - 250 87 -1
ECQUINA 4-13 11,0-138 3.1-56 22-2B |3-113| 75-115 BE - 140 162 - 412 143 - 395 35-100 99 - 109
OVINA 10,0 - 130 50-73 22-28 | 60-84 | 50 -80 60 - 111 68 - 387 35 - 100 98- 118
CAPRINA 10,0-13.0 5,5-6.5 28-36 ED - 84 =0 -aon &0 -111 68 - 387 33 -100 98 - 115
SUINA B0-120 53-96 27-37 [32-84 | 65-85 B - 160 26 - 382 28 - 118
Referéncias dos valores Bioquimcos e Hematoligices - Kaneka, J. J. & Comaelius, G E. Chnical Biochemistry of Domesticac Animals, 4ed. Academis Press, San Diego - GA, 1589, 932p.
Faldman, B.F.; Zink, J.G.; Jain, N.C. Schalm's Weterinary Hamatalogy. Sed. Lippincott Williams, Priladelphia, 2000, 1344p.
Mayer, Coles & Rich. Medicing de Laboratdrio Veterindria, Inerpratagéo @ Disgndstico. S&o Paulo: Roce, 1995, 308p.




