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ESTUDO DA HIPOPLASIA SANGUINEA E QUANTIFICAGAO IMUNOFENOTIPICA
DE CELULAS CD45" NO SANGUE E NA MEDULA OSSEA DE CAES COM DOENCA
RENAL CRONICA

RESUMO - objetivou-se avaliar a celularidade, bem como quantificar
imunofenotipicamente as células sanguineas CD45" periféricas e centrais, em caes
portadores de DRC nos diversos estadios da doenga. O grupo controle foi composto de
11 caes saudaveis, de qualquer género e raga, com idade acima de cinco anos. O
grupo DRC composto de 29 caes, de qualquer género, raga e idade, com diagndstico
de DRC, classificados segundo a IRIS em um dos estadios 2, 3 e 4 da doenga, para a
instituicdo dos subgrupos DRC2 (9), DRC3 (10) e DRC4 (10). Destes foram obtidas
amostras de sangue periférico, medula 6éssea e urina, para realizagcdo de hemograma,
reticulocitometria, avaliagcbes bioquimicas séricas e urindrias, mielograma,
imunofenotipagem de células CD45" periféricas e centrais e urinalise. Com base nos
resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os caes em estadio 2 da DRC néo
apresentam hipoplasia sanguinea, e a resposta medular mantém-se regenerativa. Cré-
se que a anemia normocitica normocrémica do estadio 3, apresenta-se correlacionada
a azotemia e a hiperfosfatemia. O estadio 4 da DRC é marcado por significativa
linfopenia e severa anemia ndo regenerativa e hipoplasia da série eritrdide. Diante das
correlacbes encontradas, pode-se concluir quanto maiores forem as concentracoes
séricas de creatinina e fosforo, mais severa a anemia e menor a resposta eritropoiética,
e que, o fésforo e a ureia, assim como a UP/C e presséao arterial sistélica se prestam
como bons indicadores da progressao da DRC. A utilizagdo de aquisigéo linear para
quantificacdo das células CD45" permitiu verificar com precis&o a linfopenia nos DRC4,
entretanto desaconselha-se o0 uso desta técnica em substituicdo ao mielograma, a
menos que se altere a forma de aquisi¢do ou se faga uso de anticorpos especificos
para as linhagens hematopoiéticas.

Palavras-chave: Cao, doenga renal crénica, hipoplasia sanguinea.
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STUDY OF BLOOD HYPOPLASIA AND IMMUNPHENOTYPING QUANTIFICATION
OF BLOOD AND BONE MARROW CD45" CELLS IN DOGS WITH CHRONIC KIDNEY
DISEASE

SUMMARY - this trial aimed to evaluate the cellular and quantify
immunophenotypically blood CD45" cells in peripheral blood and central in dogs with
CKD at various stages of the disease. The control group included 11 healthy dogs, of
any gender and race, aged five years. The CRF group consisted of 29 dogs, of any
gender, race and age with CKD were classified according to IRIS in one of stages 2, 3
and 4 of the disease, and subsequent establishment of subgroups CKD2 (9), CKD3 ( 10)
and CKD4 (10). Samples were collected from peripheral blood, bone marrow and urine,
to perform complete blood count, reticulocytes, biochemical assessments of blood and
urine, bone marrow, immunophenotyping of CD45" cells in peripheral blood and central
and urinalysis. Based on these results, we conclude that dogs with stage 2 CKD do not
exhibit hypoplasia of blood and bone marrow response remains regenerative. It is
believed that the normocytic normochromic stage 3, it appears correlated with azotemia
and hyperphosphatemia. The fourth stage of CKD is characterized by significant
lymphopenia, severe non-regenerative anemia and hypoplasia of the erythroid series.
Given the correlations, one can conclude that higher serum concentrations of creatinine
and phosphorus, more severe anemia and lower the erythropoietic response, and that
the phosphorus and urea, as well as the ratio UP/C and blood pressure lend themselves
as good indicators of the progression of CKD. The use of acquisition linear quantification
of CD45" cells has shown precisely the lymphopenia in CKD4, however warns against
the use of the above technique to replace the myelogram, unless you change the form of

acquisition or use is made of specific antibodies hematopoietic lineages.

Keywords: Dog, chronic kidney disease, blood hipoplasia.
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I. INTRODUCAO

Nos mamiferos, a celularidade do tecido sanguineo, representada pelos
componentes eritrocitario, leucocitario e plaquetario, € mantida dentro de estreitos
limites de variagdo. A manutencéo deste estado de equilibrio s6 € possivel gragas ao
perfeito balango entre a producéo, exportacao e morte dos supracitados componentes
celulares, gragas a agao de mecanismos de feed-back positivos e negativos, bem como
aquela de glicoproteinas regulatérias da comunicagcdo intercelular, inclusive dos
estimuladores de colénia (CSF). De outra parte, alteracbes no referido estado de
equilibrio podem ser traduzidas clinica e patologicamente por redugdo no numero de
eritrocitos, como na hemorragia aguda ou hemolitica; ou por aumento na utilizagédo ou
destruicdo de neutréfilos, como nas respostas aos processos inflamatoérios; ou ainda,
por destruicdo aumentada das plaquetas, como nos casos de trombopenia
imunomediada. Em tais situacbes os centros hematopoiéticos sdo estimulados a
incrementar a producao, diferenciacdo e liberacdo dos supracitados componentes
celulares.

O estado de hipoplasia sanguinea tem se revelado como condigcao
perturbadora associada ao aumento da morbimortalidade dos pacientes com doenca
renal crénica (DRC), visto serem os rins importantes sitios de produc¢ao da eritropoietina
nos caes. No entanto, sua etiologia € considerada multifatorial, agravada pelas
inumeras lesbes causadas no trato gastrintestinal em decorréncia da uremia, pela

modificagdo da proporc¢ao de fosfolipides e de colesterol na membrana dos eritrécitos,



aumentando sua fragilidade e reduzindo seu tempo de vida, além das evidéncias de
que o paratorménio, liberado nos casos em que ja é patente o quadro de
hiperparatireoidismo secundario renal, inibe a proliferacao de precursores eritroides na
medula d6ssea. Ademais, estudos em humanos e caninos, com diversos graus de
doenca renal crénica, tém demonstrado imunossupressao traduzida por maior grau de
infecgdes, doengas cardiovasculares secundarias e desnutrigao.

O diagndstico e caracterizagao exata das diversas modalidades de hipoplasia
sanguinea associadas a doenga renal crbnica s&0 pouco seguros, primeiramente
porque a obtencdo e analise de amostras de medula éssea, com vistas ao mielograma,
ainda apresenta certa resisténcia por parte da maioria dos clinicos e proprietarios de
pequenos animais e, segundo, porque as técnicas de avaliagdo quantitativa e qualitativa
dos precursores sanguineos requerem treinamento especializado.

Por outro lado, a imunofenotipagem por intermédio da técnica de citometria de
fluxo, recurso emergente na Medicina Veterinaria, permite analise rapida, objetiva e
qualiquantitativa de células em suspensao, incluindo a identificacdo de precursores
hematopoiéticos, contagens celulares diferenciais da medula éssea e dos leucdcitos do
sangue. O CD45", antigeno comum e expresso sob diferentes intensidades na
superficie das células sanguineas, permite avaliagcdo segura tanto dos precursores
hematopoiéticos medulares quanto das células maduras do sangue periférico, com
excecao das hemacias.

Nos casos de hipoplasia sanguinea em caes doentes renais, diversos farmacos
e tratamentos tém sido propostos, na tentativa, geralmente frustrada, de se
restabelecer, principalmente, o volume globular adequado, ou pelo menos manté-lo em
niveis aceitaveis. De maneira geral, os caes que apresentam hipoplasia(s) medular(es)
podem ficar dependentes de transfusdes sanguineas sequenciais, € comumente vém a
Obito em decorréncia principalmente do comprometimento dos seus mecanismos de
defesa inespecifica ou inata e especifica ou adquirida, além de transtornos da
coagulagdo. Acredita-se, portanto, que toda a dificuldade na padronizacdo de
protocolos eficazes deva-se, principalmente, a falta de caracterizagao dos tipos e graus
da(s) hipoplasia(s) sanguinea(s) em cada estadio da DRC.



O Grupo de Pesquisa do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,
campus de Jaboticabal (SP), em estreita colaboragdo com o Laboratério de Citometria
de Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e o Centro de Terapia Celular da
Universidade de Sao Paulo de Ribeirdo Preto (SP), vem desenvolvendo com sucesso,
ensaios para a quantificacdo imunofenotipica de células sanguineas utilizando-se da
citometria de fluxo desde 2000. Neste sentindo, e buscando contribuir para um melhor
entendimento das hipoplasias sanguineas em caes com DRC, idealizou-se este ensaio
com a expectativa de se obter resultados que possam dar sustentacdo a utilizacdo de
protocolos terapéuticos mais eficazes, na recomposicédo da celularidade sanguinea,

diante dos estados de hipoplasia medular consequente a doenga renal crénica em caes.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Hematopoiese

Durante a vida intrauterina, as células-tronco hematopoiéticas (CTH) sao
encontradas ao nivel do saco vitelinico embrionario e, posteriormente, deslocam-se, por
meio do sangue, para o figado, baco, timo e linfonodos do feto e, desta forma,
expandem os locais de producédo, maturacao e liberacdo das células sanguineas. Nos
mamiferos, no primeiro tergco da vida intrauterina, o figado fetal assume papel principal
na producao e maturagao das células sanguineas, seguido, na medida em que o tempo
evolui, pelo baco. Por volta do terco médio da vida intrauterina, as cavidades medulares
ja se acham bem estabelecidas no interior dos ossos longos e chatos e a atividade
hematopoiética passa a se desenvolver no seio da medula éssea. Ao final do periodo
da vida intrauterina, a medula O&ssea torna-se o principal sitio de atividade
hematopoiética e produz granuldcitos, monadcitos, eritrocitos, megacariocitos e alguns
linfocitos (SANTANA, 2000).

Apos o nascimento, no inicio do periodo de vida extrauterina, a atividade
hematopoiética medular encontra-se bem expandida, distribuindo-se pelas cavidades
medulares dos ossos longos dos membros toracicos e pélvicos. Na medida em que o
individuo amadurece sexualmente, a atividade hematopoiética sofre um deslocamento
centrotroncular, limitando-se as cavidades medulares dos ossos chatos da pelve,
costelas e esterno e, finalmente, na senilidade a hematopoiese se restringe as

cavidades medulares das costelas e esterno (SANTANA, 2000).



A hematopoiese poés-natal é, portanto, realizada essencialmente no seio da
medula 6ssea, cuja celularidade inclui células-tronco hematopoiéticas (CTHSs), células
precursoras (blastos), células sanguineas morfofuncionalmente maduras e tecido de
sustentacdo da hematopoiese (meiomicroambiente hematopoiético), localizado nas
cavidades medulares dos ossos (SANTANA, 2000). A diferenciacdo das CTH
pluripotenciais em células progenitoras unipotenciais “comprometidas”, e estas ultimas
em precursores clonais morfologicamente reconheciveis e suas progénies, é
influenciada por uma variedade de fatores regulatérios, agindo em diferentes niveis do
desenvolvimento celular, caracterizando a teoria monofilética da origem do sangue
(SANTANA, 1988; DIAS, 1997; SOBREIRA, 1999; OLIVEIRA, 2000).

Com o intuito de dar uma dimensdao aproximada da amplificagdo nos
processos de producdo e desenvolvimento das células do tecido sanguineo, Loutit
(1967) propde a existéncia de pelo menos uma CTH para cada mil células
hematopoiéticas medulares e, pelo menos, cem mil células sanguineas circulantes.

A proliferacdo das CTH é regulada por fatores microambientais e
extramedulares e pela agao de diversos fatores humorais de crescimento. Dentro de um
contexto geral, fatores de crescimento multiespecificos, tais como a interleucina-3 (IL-
3), estimulam células progenitoras mais jovens, nao comprometidas, enquanto que
fatores monoespecificos como a eritropoietina, atuam na diferenciacdo de células
progenitoras unipotenciais, comprometidas, e seus descendentes. Vale lembrar,
entretanto, que estes dois tipos de fatores de crescimento podem, muitas vezes, atuar
conjuntamente e produzir um efeito sinérgico (SANTANA, 2000; NAKAGE et al., 2006;
CAPUA et al., 2009).

Hipoplasias Medulares

As hipoplasias sanguineas sdo de natureza muito diversificada e se

caracterizam por citopenias associadas a graus variados de hipocelularidade medular,

sem evidéncia de infiltracdo neoplasica e/ou sindrome mieloproliferativa. Podem ser



seletivas ou generalizadas, envolvendo os trés setores da hematopoiese, originando-se
de uma desordem adquirida ou constitucional (PASQUINI, 2000; PEREZ et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a hipoplasia sanguinea se desenvolve ndo estao
perfeitamente esclarecidos. Consideram-se, basicamente, trés possiveis mecanismos
que incluem - 1) lesédo intrinseca das células progenitoras hematopoiéticas, 2)
transtornos de natureza imune desencadeando citopenias e 3) perturbagdes do
meiomicroambiente que da sustengdo a hematopoiése (YOUNG, 2000). Pasquini
(2000) refere que tais mecanismos tém como pano de fundo diversos insultos
perpetrados por agentes fisicos e quimicos, farmacos e agentes virais e bacterianos e,
inclusive, um componente imunoldgico.

A expressdo da citopenia seletiva podera ser, inicialmente, mais
preponderante, seguida de um quadro citopénico generalizado, ensejando uma
traducao clinica que pode variar de manifestacbes isoladas, menos frequentes, a
sobreposicoes de anemia, neutropenia e trombocitopenia. A sequéncia do declinio
numérico das células sanguineas esta relacionada a vida média das referidas células
no sangue. Devido a meia-vida curta dos neutrdéfilos, a neutropenia € a primeira a ser
observada, seguida por trombocitopenia, e, finalmente, anemia (GOSSET, 2000;
PASQUINI, 2000).

Diversos protocolos terapéuticos tém sido propostos na tentativa de se
conseguir reverter os quadros de hipoplasias medulares. A nandrolona, androgeno
sintético com agao anabolizante, e recomendada na regeneragédo de diversos tecidos,
inclusive sanguineo (WEISER, 1997), tem sido utilizada nas hipoplasias medulares
leves decorrentes do tratamento quimioterapico com vincristina (HUCKE, 2005). Outros
farmacos tais como o &cido all-trans-retindico, oximetalona e timomodulina, s&o
empregados como estimuladores da celularidade medular em animais (GALE et al.,
1981). Fatores estimuladores de colénia de granuldcitos e de granulécitos-mondcitos-
macréfagos como G-CSF e GM-CSF, respectivamente (GELLER & WOLFF, 2005;
LUCIDI & TAKAHIRA, 2007) sao empregados nas hipoplasias granulociticas e
monociticas por aumentarem o numero de mitoses, diminuirem o tempo de maturagao e

aumentarem a liberagdo de granuldcitos para o sangue circulante. De acordo com



Randolph et al. (2004), beneficios também podem ser alcangados com o uso de
eritropoietina recombinante humana (rh-EPQO) em pacientes com anemia decorrente de
doenca renal cronica.

O transplante de medula 6ssea - TMO é citado por diversos autores como a
unica modalidade terapéutica efetiva para a recuperagao da celularidade sanguinea em
pacientes com aplasia ou hipoplasia medular (PASQUINI, 2000). O referido TMO é
capaz de promover a reconstituicdo da celularidade sanguinea devido as habilidades de
autorrenovacao e diferenciacdo das CTH multipotenciais em CTH unipotenciais, e estas
em células precursoras sanguineas (LU et al., 1996; NAKAGE & SANTANA, 2006).

O transplante autélogo de CTH, que envolve a remogao temporaria das CTH
do proprio receptor, tem surtido efeito apds terapia mieloablativa, doengas malignas e
na mielossupressao quimica e radiologicamente induzida em caes (CAPUA et al., 2009;
NAKAGE et al., 2009). No entanto, tal modalidade de transplante ndo se aplica aos
casos de hipoplasias medulares ja instaladas, se decorrentes de defeitos das células-
tronco hematopoiéticas do referido receptor, quaisquer que sejam as causas, devido a
baixa viabilidade das células progenitoras da medula 6ssea deste paciente/receptor.
Neste caso, cujo paciente ja apresenta hipoplasia medular instalada, o mais indicado
sera o transplante alogénico de medula éssea, que consiste na infusdo de CTH de um
individuo da mesma espécie e imunologicamente compativel, a fim de se evitar a
doenga do enxerto contra o hospedeiro (GASPER & THRALL, 2000; REIS &
VISENTAINER, 2004).

Doencga Renal Crénica Canina

A doenga renal crénica (DRC), principal afecgao renal dos caes (FINCO, 1995;
POLZIN & OSBORNE, 1995), reflete-se na perda da capacidade excretora e
concentradora dos rins, com reducao da filtragcdo glomerular e consequente aumento
nas concentragbes plasmaticas de substancias que s&o, normalmente, eliminadas
(POLZIN et al., 2004).



Do ponto de vista diagnéstico, tanto para fins clinicos quanto experimentais, a
classificagéo do paciente com DRC sem os sinais clinicos de uremia € um desafio para
0s pesquisadores da area. A International Renal Interest Society (IRIS), instituiu um
estadiamento para a DRC, caracterizando-a em 4 estadios: 1 — auséncia de azotemia,
2 — azotemia leve, 3 — azotemia moderada e 4 — azotemia severa. Além disso, fixou
subestadiamentos para a DRC, de acordo com a avaliagéo da razao proteina/creatinina
urinaria (UP/C) e presséo arterial sistdlica.

O acumulo de substancias que deveriam ser normalmente eliminadas pelos
rins é traduzido, clinicamente, por uma constelagdo de sinais clinicos conhecida como
sindrome urémica, que incluem o desequilibrio hidrico e natrémico, anemia, intolerancia
a carboidratos, disturbios neuroldgicos, disturbios gastrintestinais, osteodistrofias
(FINCO, 1995), deficiéncia imunoldgica, acidose metabdlica e processos inflamatorios
que predispdem a fibrose e esclerose renais (OTS et al., 2000).

Os disturbios glomerulares primarios sdo reconhecidos como as principais
causas de DRC em caes (GRAUER, 2005), porém amiloidose (RAVID et al., 1982),
pielonefrite, urolitiase, displasia renal, nefrotoxinas, doenca renal policistica,
hipercalcemia, linfoma, doencas autoimunes e imunemediadas e leptospirose (POLZIN
et al., 2004; PRESSLER & VADEN, 2003) também sao referidos na etiologia da doencga.

Entretanto, trata-se de uma doenca progressiva que, independentemente da
causa, leva a destruicdo lenta de uma porcao dos néfrons, enquanto os néfrons ilesos
remanescentes sofrem hipertrofia compensatoria, por um determinado tempo. Quando
a DRC se instala, os néfrons hipertrofiados podem n&o conseguir mais manter a fungao
renal, mesmo quando retirada a causa ou instituida a terapia adequada (POLZIN &
OSBORNE, 1995).



Hipoplasia Sanguinea na DRC

O estado anémico, de origem multifatorial, invariavelmente compde o quadro
do binbmio morbidade-mortalidade, evidenciado no plano clinico-patolégico por
pacientes caninos portadores de DRC (WALLNER et al., 1976). Os rins sao os
principais sitios de produgdo da eritropoietina nos caes (MORITZ et al., 1997) e,
ademais, ja em 1976 WALLNER et al. haviam demonstrado que as chamadas “toxinas
urémicas” presentes no soro de pacientes com DRC sao capazes de inibir a
eritropoiese in vitro.

A sindrome anémica pode ser agravada pelas inumeras lesbes do trato
gastrintestinal, decorrentes da uremia, e que levam a hematémese, melena e
hematoquesia (POLZIN & OSBORNE, 1995) que, por sua vez, sao agravadas pelo
defeito na adesdo plaquetaria ao subendotélio vascular, em decorréncia tanto das
alteracbes plaquetarias quanto plasmaticas (CASTILLO et al., 1986). A doenca renal
crbnica pode modificar a propor¢cao de fosfolipides e de colesterol na membrana dos
eritrocitos, aumentando sua fragilidade osmética e diminuindo seu tempo de vida
(AKMAL et al., 1985; SILVA, 2006), bem como diminuir a capacidade de
deformabilidade eritrocitaria, o que contribui com a tendéncia hemorragica por reduzir a
disponibilidade plaquetaria aos vasos lesionados (CASTILLO et al., 1986).

A producao excessiva do PTH também contribui para o comprometimento da
eritropoiese. Ha evidencias de que o referido horménio inibe a proliferacdo de
precursores eritrocitarios na medula 6ssea. Por outro lado, as poliaminas também tém
sido incriminadas como toxinas urémicas envolvidas na génese da anemia. Tais
aminas, dentre elas a espermina, espermidina, putrescina e cadaverina, desempenham
papel inibitério na proliferagao e diferenciagado de células eritrociticas e sao conhecidas
por se acumularem no plasma de doentes com DRC. Acredita-se que atuem
antagonizando a agao da eritropoietina (MACDOUGALL, 2001).

Outras toxinas urémicas que tém papel relevante no desenvolvimento da

anemia sdo as citocinas pré-inflamatorias, como a interleucina-1, fator de necrose
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tumoral-a e interferon-a, que causam efeitos supressores da eritropoiese
(MACDOUGALL, 2001).

Na década de setenta, foram encetados estudos sobre o perfil imunolégico de
pacientes urémicos humanos, 0s quais apresentaram resultados que variaram
consideravelmente, e cuja fungdo das células linfocitarias mostrou-se reduzida, em
alguns casos (QUADRACCI et al., 1976; KAUFFMAN et al., 1975), normal (DANIELS et
al., 1971; BOULTON-JONES et al., 1973; BIRKELAND, 1976) e aumentada em outros
(NAKHLA & GOGGIN, 1973). De acordo com Miller & Stewart (1980), tais contradi¢cdes
derivam de dois fatores relevantes. O primeiro guarda relagdo com o fato dos grupos
estudados estarem inseridos em programas de dialise ou terem sido transplantados,
pois a necessidade de se manter o tratamento farmacoldgico ou cirurgico impossibilitou
a avaliagcado do estado urémico por si s6. O segundo decorre possivelmente da forma
como os experimentos foram conduzidos. Alguns pesquisadores utilizaram-se de
suspensoes de isolados de linfécitos (in vitro), enquanto outros trabalharam com testes
in vivo.

No ano de 1980, em dois importantes experimentos nos quais foram utilizados
cultivos celulares, foi demonstrada marcante influéncia da uremia, experimentalmente
induzida e controlada, na imunidade celular em ratos (MILLER & STEWART, 1980;
STEWART & MILLER, 1980). Em ensaios realizados em pacientes humanos em
hemodialise, observou-se que o plasma de pacientes urémicos contém fatores
inibitérios capazes de influenciar a resposta linfocitaria in vitro (RASKA et al., 1980),
além de causar anormalidades das fungbes granulocitarias de aderéncia, fagocitose e
quimiotaxia (CHARPENTIER et al., 1983).

A partir dos ensaios e resultados referidos precedentemente, os estudos se
verticalizaram e, mais recentemente, por intermédio de técnicas de citometria de fluxo,
obtiveram-se resultados que indicam baixa resposta imunolégica associada a
significativa reducdo de linfécitos circulantes nos estadios mais avancados da doenga
renal crénica humana (NAIRN et al., 2005; PAHL et al., 2010).

Presentemente, ha grande interesse no estudo do leucograma de pacientes

com DRC, também na medicina veterinaria de pequenos animais. Assim, utilizando-se
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da imunofenotipagem celular, KRALOVA et al. (2010) verificaram, apds agruparem
caninos doentes renais pela sintomatologia clinica, marcante linfopenia nos céaes
severamente azotémicos e clinicamente comprometidos, sem concomitante alteragéo
nas contagens global dos leucdcitos e absolutas de neutréfilos e mondcitos, achados

também verificados em ensaios com humanos.

Avaliagao da Medula Ossea

O atual avango nas pesquisas com células-tronco hematopoiéticas e
mesenquimais da medula éssea (MO) impde a necessidade de aprofundamento dos
conhecimentos basicos no que diz respeito as suas fontes de obtencgéao,
enriquecimento, e aplicagdo terapéutica (MULLER et al., 2009).

A avaliagéo da celularidade medular, de forma qualiquantitativa (mielograma) é
um procedimento essencial na elucidacdo de transtornos do sangue e dos 6rgaos
formadores do sangue, bem como nos estudos preliminares da toxicidade de terapias
anticancerigenas e agentes imunossupressores (WEISS, 1986). Evidentemente, é
imperativo que o estudo e interpretacdo do mielograma sejam conduzidos a luz dos
achados do hemograma (PEREZ et al., 2005).

Com relagdo aos valores do mielograma, a partir de preparagdes
microscopicas coradas e obtidas por citoaspiragdo da medula 6ssea, tem sido reportado
por varios autores que para caes sadios, adultos, machos ou fémeas, o total de células
eritroides situa-se em torno de 38,48% e, ademais, que os precursores da referida série
eritréide distribuem-se de acordo com os seguintes valores médios percentuais: pro-
eritroblastos — 0 a 3,4%, eritroblastos basofilicos — 0,4 a 11,6%, eritroblastos
policromatofilicos — 3,5 a 27,0% e eritroblastos ortocromaticos — 0 a 25,8%. Além disso,
que as células granulocitarias totais perfazem cerca de 54,55% da celularidade medular
€ que os precursores granulocitarios estdo distribuidos de acordo com os valores
meédios percentuais que se seguem: mieloblastos — 0 a 5,1%, pro-granuldcitos — 0 a

5,8%, mieldcitos neutrofilicos — 0 a 15,0%, metamieldcitos neutrofilicos — 0 a 24,4%,
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neutrofilos bastonetes — 6,8 a 62,9%, neutrofilos segmentados — 0 a 44,2%, mieldcitos
eosinofilicos — 0 a 4,2%, metamieldcitos eosinofilicos — 0,4 a 3,7%, eosindfilos
bastonetes — 0,9 a 2,4%, eosindfilos segmentados — 0 a 6,8%, e basodfilos — 0 a 1,3%.
Também tem sido reportado valores para linfocitos de 0 a 15,1%, plasmacitos de 0 a
4,3%, mondcitos de 0 a 0,4%, megacariocitos de 0 a 1,0% e, finalmente, relagao
mieldide:eritréide (M:E) normal é de aproximadamente 1,25:1,0 (JAIN, 1993).

Nos diversos graus de hipoplasia sanguinea podem-se observar, no material
aspirado, espiculas de medula 6ssea nas quais ha substituicdo de células
hematopoiéticas por gordura, visibilizando-se poucas células residuais hematopoiéticas.
Além disso, a celularidade revela-se bizarramente constituida por células do estroma,
macrofagos contendo pigmento férrico, linfocitos, plasmécitos e rarissimos elementos
das linhagens granulocitica, eritrocitica e megacariocitica (PASQUINI, 2000).

Ensaios citomorfolégicos e citoquimicos s&o meétodos classicos para
caracterizar e classificar células hematopoéticas (JAIN, 1993), porém técnicas de
imunocitoquimica e imunofenotipagem (anticorpos monoclonais) tém promovido um
avango na definichko e classificagdo de células sanglineas e seus
progenitores/precursores, particularmente aqueles de baixo grau de diferenciacdo. Os
anticorpos monoclonais conjugados com compostos fluorescentes, tais como o
isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE), podem ser incubados com as
células a serem analisadas, permitindo a identificacdo e quantificagao citofluorométrica
das mesmas (GRINDEM, 1996).

Citometria de Fluxo e Imunofenotipagem Celular

A citometria de fluxo € uma importante ferramenta no apoio diagnéstico que
vem sendo amplamente utilizada na medicina e, mais recentemente, na medicina
veterinaria (COMAZZ| et al., 2006).

Trata-se de uma tecnologia baseada no emprego de radiagdo laser, fluxo

hidrodinédmico, Optica, substancias fluorescentes e recursos de informatica e utilizada
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para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas biolégicas
em suspensao, incluindo inumeros tipos celulares, protozoarios, bactérias (NGUYEN et
al., 2007), citocinas, quimiocinas e marcadores de apoptose e proliferagéo celular. E um
recurso emergente na Medicina Veterinaria que permite uma analise rapida, objetiva,
qualitativa e quantitativa de células em suspensao (FALDYNA et al., 2001; NAKAGE et
al., 2005). Tem ampla aplicagdo na hematologia veterinaria, especialmente na
identificacdo de precursores hematopoéticos, contagens celulares diferenciais da
medula éssea, quantificacdo de reticuldcitos, pesquisa de eritroparasitas, detecgao de
anticorpos antieritrocitarios, contagem diferencial de leucdcitos, imunofenotipagem de
linfocitos e contagem de plaquetas reticuladas (WEISS, 2004a, 2004b; NAKAGE et al.,
2005).

A técnica de classificacao celular por intermédio da citometria de fluxo se
baseia na ativagdo do citdmetro por imunofluorescéncia (FACS - “Fluorescence
Activated Cell Sorter’), o que propicia a identificagdo e quantificacdo de células com
base em seu tamanho (“Forward scatter” — FSC), granularidade (“Side Scatter’- SSC) e
intensidade de fluorescéncia. A avaliacdo de FSC x SSC, permite a classificacéo, por
exemplo, dos leucdécitos em linfécitos, mondcitos e granuldcitos (GRINDEM, 1996).

Amostras ou aspirados com agulhas finas de linfonodos ou outros tecidos,
inclusive tecido sanguineo periférico ou central, podem ser facilmente analisados pela
citometria de fluxo (NAKAGE et al.; 2005). Os leucécitos, elementos celulares do
sangue mais estudados por citometria, podem ser analisados no sangue total com
anticoagulante ou podem ser isolados pelo uso da centrifugagcdo por gradiente de
densidade. Nas coletas das amostras de sangue para citometria de fluxo, o
anticoagulante recomendado € o acido etilenodiaminotetracético dipotassico (Ko.EDTA),
o qual apresenta vantagens sobre os demais, pois proporciona uma boa separacao das
distintas populagdes leucocitarias e permite que as amostras possam ser analisadas
satisfatoriamente dentro de um periodo de 24 horas (PAXTON et al., 1989).

A imunofenotipagem celular consiste na separagao de distintas populagdes de
células, cujos antigenos de superficie sdo marcados com anticorpos especificos (ROITT

et al., 2003). Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de escolha devido a sua
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especificidade, reagao cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). Pelo fato de
serem 0s anticorpos monoclonais desenvolvidos por diversos laboratorios, em varias
partes do mundo, utiliza-se o termo CD (“Cluster of Differentiation” = denominacgéo de
grupamento) para os anticorpos monoclonais contra antigenos leucocitarios humanos
(ROITT, 2003).

Alguns “workshops” foram recentemente organizados para classificar os
anticorpos monoclonais, com um numero do CD correspondente a nomenclatura
humana, de diversos animais domésticos incluindo os caes (COBBOLD & METCALFE,
1994), suinos (SAALMULLER, 1996), equinos (LU et al., 1996) e ruminantes
(NAESSENS et al., 1997). Anticorpos monoclonais também ja foram identificados e
classificados em felinos (ACKLEY et al., 1990; WILLETT et al., 1994; WOO & MOORE,
1997). Sendo assim, presentemente, alguns anticorpos monoclonais especificos para
cées e gatos estdo disponiveis comercialmente (BYRNE et al., 2000). O gradual
aumento no numero destes anticorpos desenvolvidos para fins diagndsticos tem
permitido a determinacdo de diversas linhagens celulares em diversas condicdes
patolégicas (COMAZZI et al., 2006).

O anticorpo anti-CD45 é geralmente utilizado em hematologia veterinaria para
classificacdo celular e, em especial, para qualificagdo e quantificacdo de variedades
leucocitarias (WEISS, 2004a). Trata-se o CD45 de antigeno que se expressa com
diferentes intensidades na superficie das células sanguineas (GRINDEM, 1996; WEISS,
2004a) e configura-se como uma familia de glicoproteinas de 190 a 220kDa,
encontrada em todas as células hematopoiéticas, exceto nas hemacias maduras
(TIZARD, 1998). De acordo com WEISS (2004a, 2004b) o CD45 pode ser util na
avaliacdo de desordens envolvendo a medula 6ssea, e possibilita a quantificagcao de
granuldcitos, inclusive mieloblastos, precursores eritrocitarios e linfocitos em caes.

Segundo COMAZZI et al. (2006), quanto maior o grau de maturagdo dos
leucdcitos, maior a expressdao de CD45. Ademais, quando consideradas variaveis
morfolégicas com base na complexidade interna (SSC), o anticorpo monoclonal anti-
CD45 é, usualmente, utilizado para confecgéo de “gates” para diferenciar os leucécitos

de eritrécitos e debris celulares, sendo possivel fazer-se um “mielograma” por
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intermédio da citometria de fluxo, de tal forma a separar, assim, diferentes linhagens,
podendo-se estuda-las individualmente quanto ao seu perfil de expressédo antigénica
(COMAZZ] et al., 2006).



lll. OBJETIVOS

Objetivo geral

Neste ensaio, diante das controvérsias bibliograficas concernentes a
fisiopatogenia das hipoplasias sanguineas de caninos doentes renais crdnicos,
traduzida muitas vezes pelo quadro de anemia normocitica normocrémica associada ou
nao a manifestacbes de ordem imunoldgica especifica e/ou inespecifica, objetivou-se
avaliar a celularidade, bem como quantificar imunofenotipicamente as células
sanguineas CD45" periféricas e centrais, em cées portadores de DRC nos diversos
estadios da doencga, atendidos junto ao Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
da UNESP, Campus de Jaboticabal.

Objetivos especificos

Apés instituicdo de trés grupos de doentes renais cronicos, estadiados de
acordo com a International Renal Interest Society (IRIS, 2009) nos estadios 2, 3 e 4 da
doenca, sejam levemente, moderadamente e severamente azotémicos,

respectivamente, propds-se:

»= Analise epidemiolégica da populagdo amostral,
= Avaliar as alteragdes bioquimico-séricas,

= Caracterizar a celularidade eritrocitaria,



Caracterizar a resposta reticulocitaria,

Quantificar as células CD45" totais e subpopulagbes leucocitarias no sangue
periférico,

Caracterizar o mielograma,;

Quantificar as células CD45" precursoras hematopoiéticas da medula 6ssea,
Correlacionar as concentracdes de creatinina sérica as variaveis eritrocitarias
periféricas e centrais, bioquimicas séricas e urinarias,

Correlacionar as concentragdes de fésforo séricas as variaveis eritrocitarias

periféricas e centrais.



IV. MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

Ao final do estudo foram avaliados pontualmente 40 caes adultos, atendidos
junto ao Setor de Clinica Médica de Pequenos Animais e Servico de Nefrologia e
Urologia do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus

de Jaboticabal, distribuidos em dois grupos experimentais, como a seguir:

= Grupo Controle (GC): o grupo controle constituiu-se de 11 caes adultos, sadios,
de qualquer género, de qualquer raca e com idade superior a cinco anos, cujo
bom estado de saude foi aquilatado com base em exames clinicos gerais,
laboratoriais de rotina e pela estimativa da taxa de filtragdo pelo clearance de

creatinina endoégena de 24 horas.

= Grupos de Doentes Renais Crénicos (DRC): o grupo de doentes renais
crbnicos compbs-se de 29 caes, de qualquer género, raca e idade, com
diagnéstico de DRC e sem histoérico ou alteragdes clinicas e clinico-patologicas
de outras doengas. Tais caes foram alocados, segundo a classificagao da IRIS
para DRC em um dos estadios 2, 3 ou 4 (Tabela 1) (IRIS, 2009), o que propiciou
a instituicdo dos subgrupos DRC2 (9 caes), DRC3 (10 caes) e DRC4 (10 caes).
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Como critério de inclusao para o grupo DRC, foram levadas em consideracao a
evolugao clinica de mais de 15 dias, valores de creatinina sérica superiores a 1,4 mg/dL
apos devida hidratagao do paciente, obtida em dois ou trés momentos diferentes ao longo
de algumas semanas.

Ainda, na classificagdo proposta pela IRIS (2009), os pacientes foram
subestadiados quanto a proteinuria renal e a hipertensao arterial sistélica (Tabela 2). A
categorizagdo do paciente como proteinurico, foi realizada somente apds a excluséo de
fatores pré e pos-renais de perda urinaria de proteina e, ainda, a confirmagao de sua
persisténcia pela determinagcado do valor da razado proteina creatinina urinaria (UP/C) em
diferentes momentos ou atendimentos clinicos (duas a trés ocasides com intervalo minimo
de 15 dias). Da mesma maneira, os valores da presséao arterial sistolica foram confirmados

apos trés afericdes realizadas em momentos ou atendimentos diferentes.

Tabela 1. Estadiamento da doenga renal crbénica canina segundo a International Renal Interest Society

(IRIS), 2009.
ESTADIO CREATININA (mg/dL)
1 — Nao azotémico <1,4
2 — Levemente azotémico 1,4-2,0
3 — Moderadamente azotémico 2,1-5,0
4 — Severamente azotémico >5.0

* Adapatada de IRIS, (2009).

Tabela 2. Subestadiamento da doenga renal crénica canina segundo a International Renal Interest Society

(IRIS), 2009.
SUBESTADIOS VALOR DE UP/C
N&o proteinurico (NP) <0,2
Proteinuria limitrofe (PL) 0,2-0,5
Proteinurico (P) >0,5
PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (mmHg)
Risco minimo (0) <150
Baixo risco (1) 150 — 159
Risco Moderado (2) 160 — 179
Alto risco (3) 2180

* Adapatada de IRIS, (2009).

Cabe ressaltar que, diante da dificuldade em se diagnosticar a DRC em

pacientes ndo azotémicos pela auséncia de sinais clinicos e pela necessidade da
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realizacdo de exames que comprovassem a reducao da taxa de filtragdo glomerular, o
grupo de pacientes DRC estadio 1 nao fez parte deste delineamento experimental.
Dando seguimento as dificuldades diagnésticas dos estadios precoces da DRC, diante
do fato de os pacientes DRC estadio 2 ndo apresentarem sinais clinicos relacionados a
disfuncédo renal, a excegao da poliuria e polidipsia, e estas serem manifestacbes
comuns a diversas doengas, realizaram-se avaliagao ultrassonografica dos rins e
mensuracao da excrecgao fracionada de sédio afim de confirmar a presenca de DRC
nestes pacientes.

Além disso, ndo foram incluidos no grupo/subgrupos de doentes renais
cronicos, pacientes que ja tivessem sido submetidos a transfusbes sanguineas ou ao
tratamento com quaisquer farmacos indutores de hematopoiese (Nandrolona, rhG-CSF,

Timomodulina e/ou Eritropoietina).

Obtencao das amostras

As amostras de sangue periférico foram obtidas por venipuncao jugular e foram
envasadas em tubos a vacuo contendo Ko-EDTA. Apds anestesia local (lidocaina a
0,2%), sem vasoconstritor, amostras de 1,0 mL medula éssea foram obtidas, por
intermédio de puncgéao aspirativa do esterno com auxilio de agulhas hipodérmicas (25x8,
30x10 ou 40x12 mm), de acordo com o porte do animal, recolhidas em seringas
contendo K,-EDTA (Figura 1). Apdés a coleta, as amostras de medula 6ssea foram
envasadas e mantidas sob refrigeracdo até a realizagdo dos procedimentos para

citometria de fluxo.
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FIGURA 1. llustragdo do procedimento adotado para a coleta de medula éssea. (1A) Posicionamento
adequado para a coleta. (1B) Apos realizagdo de tricotomia e anti-sepsia com algodao
embebido em alcool 70°, realizou-se a anestesia local com solu¢do de lidocaina 0,2%. (1C)
Introdugéo da agulha hipodérmica 0,12 x 40 mm no osso esterno. (1D) Obtengdo da amostra
de medula 6ssea. Jaboticabal, 2011.

As amostras de urina foram obtidas por micgdo espontanea ou cateterizagao

vesical, com auxilio de sondas uretrais de tamanhos apropriados para cada animal.

Avaliagdo quantitativa de células CD45" periféricas e centrais

A preparagdo das amostras para os estudos citométricos foi realizada num
prazo maximo de 24 horas apds as coletas, e as respectivas leituras em no maximo 72
horas apés a marcacéao celular. Para tanto, aliquotas do sangue periférico e da medula
O0ssea foram encaminhadas ao Laboratério de Citometria de Fluxo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — USP, SP. A metodologia para a avaliagao

citométrica consistiu, inicialmente, na identificacdo de trés tubos estéreis para cada
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amostra (tubo 1 — s6 células, tubo 2 — IgG2bFITC e tubo 3 - CD45FITC). Foram
adicionados 100 pL de amostra (sangue periférico ou medula 6ssea) e dois uL de
IgG2bFITC (MCA1212F, Serotec, USA) no tubo 2; e anti-CD45" conjugado com FITC
(MCA1042F, Serotec, USA) no tubo 3.

Os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.
Um mL de tampao de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton Dickinson) foi
adicionado a cada tubo, seguido da homogeneizagédo e incubagao por dez minutos a
temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, realizam-se lavagens da suspensao
de células com solugédo salina tamponada com fosfato 0,01M e pH entre 7,4 e 7,6
(PBS), por trés vezes, cujo procedimento consistiu na centrifugacdo a 1800 G por trés
minutos, desprezo do sobrenadante e adicdo de 2,0 mL de PBS.

Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 500 uL de PBS com
formol a 1% nos trés tubos para preservacdo do material. As amostras foram mantidas
sob refrigeragdo. Apos transporte adequado ao supracitado Laboratério de Citometria
de Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP — Ribeirdo Preto, SP, foram
submetidas a analise no citofluorébmetro FACSCANTO (Becton Dickinson, San Jose,
CA) com vistas & contagem das células CD45".

O modo de aquisigao linear foi utilizado tanto para as avaliagdes do sangue
periférico, quanto da medula 6ssea. As andlises das populacbes das células CD45"
foram realizadas por profissional treinado e experiente, na forma de estudo cego. Foram
obtidos 10000 eventos, para identificagéo e quantificacdo das células CD45", no sangue
periférico (Figura 2) e na medula éssea (Figura 3) utilizando-se do programa FACSDiva
(BD). O calculo dos valores absolutos de células CD45" no sangue periférico foi
realizado multiplicando-se os valores percentuais das referidas células pela contagem
global de leucécitos. Para as células CD45" da medula 6ssea foram obtidos somente os
valores relativos, uma vez que a contagem global de células nucleadas na mesma nao

€ um método preciso.
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Figura 2. Representagbes graficas da citometria de fluxo de sangue periférico de um cédo do grupo
controle (FSC vs. SSC) e distribuigbes das populagdes de células CD45". Observa-se
marcagdo celular CD45" nos gates das populagdes de granuldcitos (gates verde e azul)
mondcitos (gate roxo)(2A) e linfocitos (gate vermelho) (2B). Jaboticabal, 2011.
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Figura 3. Representagdes graficas da citometria de fluxo de medula 6ssea de um cado do grupo controle
(FSC vs. SSC) e distribuigdes das populagdes de células CD45". Observa-se marcagéo celular
CD45" nos gates das populagdes de granuldcitos (gate verde) mondcitos/macréfagos (gate
azul) (2A) e linfocitos (gate vermelho) (2B). Jaboticabal, 2011.
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Avaliacao do Quadro Hematolégico

Todas as analises laboratoriais pertinentes a avaliagdo do quadro hematolégico
dos pacientes foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria
“Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Hemograma

As contagens globais de hemacias, leucdcitos, plaquetas, taxa de
hemoglobina, volume globular ou hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e
concentragao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram obtidos com o auxilio
de um contador automatico de células (ABC Vet - HORIBA ABX — Sao Paulo/Brasil).

Reticulocitometria

Aliquotas de sangue total (100 uL) foram incubadas com igual quantidade de
Azul Brilhante Cresil, em banho-maria, a 37°C, por 15 minutos. Apds a incubagéo
confeccionaram-se esfregagos sanguineos, que foram contracorados com uma mistura
de Metanol, May-Grunwald e Giemsa. As avaliacbes das populacdes reticulocitarias
foram, entdo, conduzidas em ensaio cego, por profissional treinado e experiente. Com
auxilio de microscopio, objetiva de imersdo (100X), foram realizadas contagens de
hemacias maduras e de reticulécitos em 20 campos uniformemente distribuidos. A
quantidade de reticulécitos foi expressa em porcentagem e para obtengdo do valor

corrigido pelo hematdcrito, utilizou-se a seguinte féormula:

% reticuldcitos corrigida = Hematécritow X % de reticuldcitos
45 )

A férmula reticulocitaria absoluta foi obtida a partir da contagem global de

hemacias por uma regra de trés direta.
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Mielograma

As preparagdes citoscopicas de medula 6ssea, devidamente fixadas e coradas,
foram avaliadas em ensaio cego, por profissional treinado e experiente. Subjetivamente,
ao microscopio, objetiva seca (10X), foram analisadas de acordo com sua celularidade
(normo, hiper ou hipocelular) e quantidade de gordura (normal, aumentada ou
diminuida). Objetivamente, foram enumerados os megacariécitos em cada preparagao
citoscopica de medula 6ssea (objetiva de 10X) e procedidas as contagens absolutas de
300 precursores celulares das séries mieldide e eritroide, de outras células
diferenciadas (linfécitos, plasmdcitos e mondcitos) e seus precursores em objetiva de
imersdo (100X) e, por fim, estabelecimento das contagens relativas e da relagao
mieldide eritréide (M/E).

Bioquimica Sérica e Urinaria

As provas bioquimicas dos pacientes, assim como as avaliagdes
hematolégicas, foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Prof.
Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “GLN” da UNESP, Campus
de Jaboticabal, SP.

As amostras de soro foram processadas para determinagdo de concentragoes
de creatinina (método Jaffé modificado), uréia (método enzimatico), alanino
aminotransferase (método Reitman e Frankel), proteina total (método biureto), albumina
(método verde de bromocresol), calcio (reacdo cromogénica com cresolftaleina
complexona), fosforo (método de Daly e Ertingshausen modificado). Utilizou-se o
sistema Labtest para diagndstico e as leituras foram realizadas em espectrofotometro
semi-automatico para provas bioquimicas.

Nas amostras de urina foram determinadas as concentracbes de creatinina
(método Jaffé modificado) e proteina (método vermelho de pirogalol). Da mesma

maneira que para as provas bioquimicas séricas, utilizou-se o sistema Labtest para
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diagnéstico e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro semi-automatico.
Para os calculos da razao proteinas/creatinina-UP/C urinaria utilizou-se a

formula:

Up: (Mg/dL)
Ucr (Mmg/dL)

* Sendo: UP/C a razédo proteinas creatinina urinaria, Up; a concentragéo
urinaria de proteinas e U a concentracéo urinaria de creatinina.

UP/C =

Urinalise

O exame fisico da urina foi realizado por meio da observagdao macroscopica. A
densidade urinaria foi mensurada em refratémetro digital'. Para a sedimentoscopia as
amostras foram centrifugadas a 800 G durante cinco minutos, sendo o sobrenadante
reservado para analise do UP/C e o sedimento para confec¢cao da lamina. O material foi
analisado a fresco empregando-se objetiva seca com aumento de 10 a 40X em
microscopio, para realizacdo das contagens de cada tipo de elemento figurado por

campo.

Afericdao da Pressao Arterial Sistolica

A pressao arterial sistélica sanguinea foi aferida no Servico de Nefrologia e
Urologia do Hospital Veterinario “GLN” da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, por
método ultrassdnico com Doppler vascular (Microem® - Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
conectado a um manguito de oclusdo e a um esfignomandémetro (Latex Pri®). Apos
aclimatacao do paciente, foram realizadas cinco aferigdes sequenciais, das quais foram

descartados o maior e menor valor, obtendo-se a média das trés pressdes restantes.

! Refratdmetro de Mesa — UGI (1,000 — 1,050) - Atago - Tokio — Japdo
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Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pela analise de variancia de via Unica seguida pelo
post hoc teste de Tukey. Para cada variavel observada no experimento foram
apresentadas as estatisticas descritivas de média, erro padrdo da média, valores
minimo e maximo. As correlagbes entre creatinina e fosforo sérico e os demais
parametros, foram obtidas pelo teste de Pearson. Sempre que necessario considerou-
se o nivel de significancia de p<0,05.



28

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados clinico-laboratoriais e epidemiolégicos da populagdo amostral

O grupo controle compés-se de trés fémeas (27,28%) e oito machos (72,72%),
todos sem raca definida. Apresentaram idades que variaram de seis a 12 anos, sendo
que 73% dos animais encontraram-se na faixa etaria de seis a nove anos. Salienta-se
que se adotou a idade acima de cinco anos para os animais do grupo controle, no
sentido de se buscar homogeneidade e validagdo dos achados hematolégicos e
medulares, pois embora ndo haja predilecéo racial e etaria (POLZIN et al., 2004), sabe-
se que a morbidade é predominante nos pacientes caninos com DRC em idade mais
avangada (LEES, 2004), além de a medula 6ssea sofrer alteragdes em sua composigao
com o envelhecimento (SANTANA, 2000). Os exames laboratoriais realizados neste
grupo, que serviram de base para aquilatar seu estado de saude satisfatorio,
encontram-se explicitados no apéndice A.

O grupo de doentes renais crbnicos estadio 2 (DRC2) compds-se de trés
fémeas (33,33%) e seis machos (66,64%), com idades entre oito e 15 anos, sendo
44,45% situado na faixa etaria entre oito e 10 anos. Destes, trés animais (33,34%) sem
raca definida, e os demais das ragas Poodle (2), Cocker Spaniel (2), Maltés (1) e Boxer
(1).

Dos doentes renais crénicos classificados no estadio 3 (DRC3) incluiram-se
cinco fémeas (50%) e cinco machos (50%), com idades variando entre dois e 15 anos,
sendo que 50% deles encontravam-se na faixa etaria de 10 a 15 anos. Destes, dois
(20%) eram da raga Poodle, dois (20%) Weimaraner, e outros dois (20%) sem raca
definida. Os quatro caes remanescentes distribuiram-se nas ragas ShihTzu (1), Sao
Bernardo (1), Fox Terrier (1) e Chow Chow (1).
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Os caes doentes renais cronicos classificados no estadio 4 (DRC4) perfizeram
trés fémeas (30%) e sete machos (70%), com idades variando entre dois e 16 anos,
sendo 50% situado na faixa etaria de nove a 16 anos. Sete caes (70%) nao
apresentaram definigéo racial e os demais eram das ragas Poodle (2) e Labrador (1).

Na avaliagao geral dos grupos observou-se que a maioria dos caes com DRC
era macho (62%), entretanto, tal dado torna-se irrelevante, dito que ndo ha
predominancia entre os géneros sexuais na ocorréncia da doenga e estes, exercerem
pequeno ou nenhum efeito sobre a concentragcdo plasmatica de creatinina nos caes
(MATSUZAWA et al., 1993).

Quando avaliados em conjunto, verificou-se que os grupos de DRC eram
compostos de caes, em sua maioria, acima dos sete anos de idade (69%), idade esta,
referenciada por diversos autores como meédia do diagndstico da doenga para caes
(POLZIN e OSBORN, 1995; POLZIN et al., 2004; LEES, 2004). Polzin et al. (2004)
relataram que este dado tem se mantido estavel desde os anos 80, e que embora caes
de qualquer idade possam ser afetados, a prevaléncia de DRC aumenta com o
aumento da idade, como verificado neste trabalho.

Os dados referentes ao substadiamento dos animais portadores de DRC

encontram-se explicitados na Tabela 3.

Tabela 3. Subestadiamento dos caes do grupo de doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), 3 (DRC3) e
4 (DRC4) segundo a classificagéo da IRIS (IRIS, 2009).
A A SUBESTADIO RELACIONADO AO RISCO DE
SUBESTADIO RELACIONADO A COMPLICAGOES DECORRENTES DE

ESTADIO eyl HIPERTENSAO (PRESSAO ARTERIAL
(UP/C) SISTOLICA — MMHG)
Nao Proteinurico (0,12) Alto risco (185)

Proteinuria limitrofe (0,42
Proteinuria limitrofe (0,47
Proteinuria limitrofe (0,30

Risco moderado (170)
Alto risco (180)
Baixo risco (150)

)
)
)
)

DRC2 Proteinuria limitrofe (0,51 Risco moderado (160)
Proteinurico (1,28) Risco moderado (175)
Proteinurico (2,00) Risco moderado (170)

Proteinurico (1,10) Alto risco (180)

Proteinurico (2,20) Alto risco (190)
DRC3 Nao proteinurico (0,17) Risco moderado (160)
N&o proteinurico (0,16) Risco moderado (175)

Proteindria limitrofe (0,45) Alto risco (200)



Proteinuria limitrofe (0,32)

Proteinurico (0,77)
Proteinurico (1,56)
Proteinurico (1,35)
Proteinurico (1,38)
Proteinurico (3,96)
Proteinurico (2,73)

Alto risco (200)

Risco minimo (140)
Risco moderado (170)
Risco moderado (200)

Alto risco (180)
Alto risco (220)
Alto risco (230)

DRC4

Proteinuria limitrofe (0,43)

Proteinurico (1,69)
Proteinurico (0,92
Proteinurico (0,76
Proteinurico
Proteinurico
Proteinurico
Proteinurico
Proteinurico
Proteinurico

1,09
1,88
1,41
2,61
1,33
2,15

o~ o~~~ o~~~ —~

)
)
)
)
)
)
)
)

Alto risco (220)

Risco minimo (140)
Risco moderado (170)

Alto risco (185)
Alto risco (210)
Alto risco (180)
Alto risco (220)
Alto risco (240)
Alto risco (180)
Alto risco (210)
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A sedimentoscopia urinaria dos DRC revelou-se predominantemente inativa,

apresentando apenas pequena quantidade de células epiteliais de transicdo. Nao

ocorreram hematuria nem leucocituria significativa em nenhum animal.

Observou-se haver diferenga significativa entre os grupos estudados no que

concerne a densidade especifica urinaria (DEU), pressao arterial sistdlica (PAS) e

UP/C, conforme Tabela e Figura 4.

Tabela 4. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média, valores minimo e maximo) da densidade
especifica urinaria (DEU), razao proteina creatinina urinaria (UP/C) e pressao arterial sistélica
(PAS) dos caes do grupo controle (GC), doentes renais crénicos estadio 2 (DRC2), doentes
renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal,

2011,
GRUPOS DEU PAS UPIC
(mmHg)

oc 1,039£0,003 132.3£2.46 0,0920,01
(1,020-1,050) (120-140) (0,03-0,2)
DRC2 1.0180,0007 173,3+4,17 0,93+0,25
(1,015-1,021) (150-190) (0.12-2.22)
DRC3 1,0130,001) 187.5+8,73 12840 39
(1,009-1.017) (140-230) (0.16-3,96)
DRCA 1,012+0.001 195,5+9,32 1,420 21
(1,008-1,019) (140-240) (0,43-2.61)
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Figura 4. Razéo proteina creatinina urinaria (UP/C), densidade especifica urinaria (DEU) e Pressao
arterial sistdlica (PAS) dos animais do grupo controle (GC), doentes renais cronicos estadio 2
(DRC2), doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4).
(One-way ANOVA e Teste de Tukey para variaveis paramétricas, Programa GraphPad Prisma).
Jaboticabal, 2011.

A densidade especifica urinaria dos DRC apresentou-se, conforme esperado,
significativamente inferior a normalidade para a espécie canina (BUSH, 2004; POLZIN
et al., 2004), e o fato de nao haver diferenca entre os estadios da DRC, demonstra que
a DEU tem serventia para o diagnostico da doenga, mas nao para caracterizagao de
seus estadios.

Apés cuidadosa analise do subestadiamento dos doentes renais cronicos,
pode-se observar que a proteinuria esteve presente nos trés estadios estudados,
apresentando crescente prevaléncia com o avangar da doenga, ocorrendo em 55,55%,
60% e 90% dos grupos DRC2, DRC3 e DRC4, respectivamente. Tais dados tornam-se
relevantes levando-se em consideragao que ha evidéncias de que a filtracdo excessiva

de proteinas, além de promover inflamacgao intersticial, induza apoptose das células
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renais. Apesar da apoptose atuar de forma positiva na remodelacao tecidual renal apos
lesdo, também esta implicada na substituicdo de tecido funcional por tecido cicatricial
na DRC (HUGHES, 2001). Assim, a proteinuria esta associada a progressao das lesdes
renais que resultam em diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e
estabelecimento de insuficiéncia renal (TRYGGVASON & PETTERSSON, 2003;
GRAUER, 2005), aumentando o risco de crises urémicas e de morte nos pacientes com
DRC (JACOB et al., 2005).

De acordo com Polzin et al. (2007), a terapia para proteinuria nos céaes
azotémicos deve ser instituida quando os valores de UP/C forem superiores a 0,5.
Refletindo sobre isso, os dados aqui apresentados demonstram que mesmo 0s animais
nos estadios precoces da DRC apresentam grandes chances de serem proteinuricos, e,
portanto, a monitoracado constante desta variavel é de grande valia para o tratamento e
controle da doencga.

Dados de literatura ddo conta de que cerca de 50 a 93% dos caes doentes
renais crénicos apresentam hipertensido, e que, para ndo haver danos aos tecidos e
orgaos, a pressao arterial sistolica (PAS), destes pacientes, deve ser mantida abaixo de
160 mmHg (POLZIN et al., 2004). Neste contexto, percebeu-se que os pacientes DRC,
em sua maioria, possuem de moderado a alto risco de sofrerem complicacbes
decorrentes da hipertensao arterial, visto que 88,9% dos DRC2 e 90% dos DRC3 e
DRC4 apresentaram PAS superior ou igual a 160 mmHg. Salienta-se que os proprios
rins sao susceptiveis a injuria hipertensiva, pois 0 mecanismo de protegcdo renal é
pouco responsivo neste grupo de pacientes, e toda mudanga na pressao acaba sendo
transmitida diretamente para os rins (BURANAKARL et al., 2007), causando aumento
da pressao glomerular e consequente glomeruloesclerose (LEES, 2004).

Na presencga de tais resultados, considera-se apropriada a afericdo da PAS,
bem como a avaliacdo da UP/C, em todos os animais que apresentarem alteragao nos
niveis séricos de creatinina, pois, embora sejam variaveis que podem se manifestar
individualmente, interferem no progndstico. De acordo com pesquisas recentes, se
manifestadas concomitantemente, causam rapida progressao e maior perda da massa

renal, mesmo nos estadios iniciais da doenga (POLZIN, 2011).
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Bioquimica sérica

Os valores de estatistica descritiva das variaveis bioquimico-séricas

encontram-se nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média, valores minimo e maximo) da
concentracao de creatinina, ureia, fosforo e calcio séricos dos caes do grupo controle (GC),
doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crénicos estadio 3 (DRC3) e
doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal, 2011.

CREATININA UREIA FOSFORO CALCIO

GRUPOS (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
oc 1,04 £ 0,03 38,05 * 6,21 4,46 +018 9,02 +0,18
(0,92-1.21) (17,50-92,02) (3,70-5.40) (9,40-11,40)
DRC2 179 +0,07 90,91 + 8,78 4,76 + 0,41 9,67 + 0,39
(1,60-2,16) (41,56-127.3) (2,57-6,90) (8,70-12,10)
DRC3 3,37 +0,12 156.0 + 12,59 6,23 + 0,61 11,19 £ 0,41
(2,78-4,05) (107,20-218,40) (4.30-11,00) (9,80-14,00)
DRCA 9,12 + 1,18 302.1 + 40,90 12,02 + 2,56 10,75 + 0,41
(4,98-4,71) (158,20-546,60) (3,80-28,40) (7,90-12,10)

Tabela 6. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média, valores minimo e maximo) da
concentragao de proteina total e albumina séricos dos cédes do grupo controle (GC),
doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crénicos estadio 3 (DRC3) e
doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal, 2011.

PROTEINA TOTAL ALBUMINA

GRUPOS (mg/dL) (mg/dL)
oc 7252+ 0,16 3118 £0,13

(6,6-8,2) (2,6-4.2)
7,522 +0.83 2,279 + 0,09

DRC2 (5.8-13,7) (1,8:2,7)
6,357 + 0,18 2,540 + 0,15

ORC3 (5,6-7.4) (193.2)
6,285 + 0,27 2,598 + 0,12

PRC4 (4.2-7.5) (2.03.3)

A obtencédo, interpretacdo e cotejamento das variaveis bioquimico-séricas
pertinentes a fungao renal, permitiram verificar diferengas significativas entre os grupos
estudados no que diz respeito a creatinina, uréia, calcio e fosforo (Figura 5). Por outro
lado, apesar de n&o ter havido diferencas significativas com relagdo as concentragoes
séricas de proteina total (p=0,107), verificou-se significativa redu¢cdo da concentragcao
de albumina nos animais DRC2 (p<0,001), DRC3 e DRC4 (p<0,05) quando comparada

aquela dos animais controle.
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Figura 5. Concentragdes séricas de creatinina, ureia, fésforo e calcio dos animais do grupo controle
(GC), doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crénicos estadio 3 (DRC3) e
doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4). (One-way ANOVA e Teste de Tukey para variaveis
parameétricas, Programa GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.

A andlise das varidveis bioquimico-séricas, permitiu constatar aumentos
gradativos e significativos de creatinina, ureia e fosforo séricos, acompanhados de
reducéo significativa nas concentragdes de albumina com a progresséo da doencga.

Cem porcento e 96,55% dos caes do grupo DRC apresentaram aumentos de
creatinina e ureia séricas, respectivamente. Observou-se que a azotemia apresentou
elevagdes crescentes e superiores a normalidade desde o estadio 2, e, portanto, tal
parametro continua sendo considerado importante marcador de lesdo renal, e
indispensavel no diagndstico e estadiamento da DRC (POLZIN & OSBORN, 1995).
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A analise do fosforo sérico nos permitiu apurar que 48,27% dos DRC
apresentaram hiperfosfatemia (> 6,2 mg/dL), sendo 11,11% (1) do grupo DRC2, 60%
(6) do DRC3 e 70% (7) do DRC4. Estudos anteriores de caes doentes renais crbénicos
azotémicos reportaram a prevaléncia da hiperfosfatemia de 60,9% (SCHENCK &
CHEW, 2003), 92 % (KOGIKA et al., 2006) e 94,9% (GERBER et al., 2003). Todavia,
existe uma grande dificuldade nas comparagbes destes resultados devido a grande
hererogeneicidade das populagbes estudadas. Em contrapartida, apesar das
populagdes estudas por Cortadellas et al. (2009) serem portadoras de Leishmaniose
Visceral Canina, verificou-se grande semelhanga com os resultados aqui encontrados,
visto tais autores terem identificado 44,2% de caninos doentes renais crbnicos
hiperfosfatémicos.

Diferentemente da azotemia, a hiperfosfatemia foi identificada a partir do
estadio 3 da DRC. Devido os rins serem a rota primaria da excrecao de fosforo, o
declinio de suas funcdes resulta na retencdo deste ion e na manifestacdo de suas
complicagdes. Nos pacientes DRC estadio 1 e 2, as concentragbes de fosforo
geralmente sdo mantidas dentro do intervalo de normalidade, pois os néfrons
remanescentes sao capazes de aumentar a fosfaturia, através da reducao da
reabsorcao do fosforo. Considera-se, portanto, que os pacientes em estadio 3, por
apresentarem maior comprometimento das funcdes renais, ndo sao capazes de evitar a
hiperfosfatemia (POLZIN, 2011).

Apesar do estadio mais precoce avaliado neste estudo nao ter apresentado
hiperfosfatemia significante, os cuidados e monitoramento do fosforo devem ser
mantidos constantemente, pois a ativagdo do mecanismo compensatério de
hiperfosfaturia decorre do aumento da liberagdo de paratorménio sérico (PTH) ja nos
estadios iniciais da doenga e determinam a ocorréncia do hiperparatireoidismo
secundario renal (ROMAO JUNIOR et al., 2004; CORTADELLAS et al., 2009; POLZIN,
2011).

O excesso de paratorménio sérico (PTH), considerado atualmente como a
principal toxina urémica (POLZIN, 2011), pode conduzir a graves alteragdes sistémicas,
incluindo osteodistrofia renal (CHEW & DIBARTOLA, 1992), calcificagbes de tecidos
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moles, anemia, hemorragias, intolerancia a glicose, prurido, hiperlipidemia, entre outras
(MASSRY & GOLDSTEIN, 1979). Perante tais complicagdes, e do fato de apenas um
animal do DRC2 ter apresentado a concentracdo de fésforo dentro do limite de
normalidade, especula-se sobre a necessidade de serem mantidas abaixo de 4,5 mg/dL
as concentragcoes de fésforo séricas ja no estadio 2 da DRC (ELLIOTT, 2006;
CORTADELLAS et al., 2009; POLZIN, 2011).

A hipercalcemia foi verificada em 31% dos cades com DRC, ocorrendo em
22,22%, 30% e 40% dos animais dos grupos DRC2, DRC3 e DRC4, respectivamente.
Somente um cao do DRC2 (11,11%) e um do DRC4 (10%) apresentaram concentragéo
sérica de calcio total abaixo do valor de normalidade. Apesar das médias do estadio 2 e
3 terem diferido significativamente, tais dados devem ser analisados com muito
cuidado, pois ndo foram mensuradas as concentragcées de calcio ionizado, parte do
calcio total que deve ser utilizada para confirmacao da hipercalcemia (CORTADELLAS
et al., 2009; POLZIN, 2011).

Embora tenha sido mantida dentro do intervalo considerado normal para a
espécie canina, observou-se reducdo significativa da concentragdo de albumina nos
doentes renais crénicos. Reconhece-se que a desnutricdo € a maior causa de
morbidade e mortalidade em caes com DRC nos estadios 3 e 4, pois com o progredir da
doenga, ha comprometimento gradativo da condigdo corporal e do peso, disorexia,
anorexia e perda da qualidade de vida como reflexos da uremia (ELLIOTT, 2006;
POLZIN, 2011).
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Eritrograma

Ap0s a realizagédo das avaliagbes das variaveis eritrocitarias, verificou-se haver
diferenca significativa entre os grupos estudados no que concerne ao hematdcrito, taxa
de hemoglobina, contagem global de hemacias e contagem absoluta de reticulécitos, o
que pode ser visibilizado na Figura 6. Os valores de volume corpuscular médio (VCM)
(p=0,53) e da concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (p=0,76) nao
variaram entre os grupos.
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Figura 6. Valores de hematdcrito, taxa de hemoglobina, contagem global de hemacias e contagem
absoluta de reticulécitos dos animais do grupo controle (GC), doentes renais crénicos estadio 2
(DRC2), doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4).
(One-way ANOVA e Teste de Tukey para variaveis paramétricas, Programa GraphPad Prisma).
Jaboticabal, 2011.
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Os valores de estatistica descritiva das variaveis acima citadas podem ser

visibilizadas na Tabela 7.

Tabela 7. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média, valores minimo e maximo) do
hematdcrito, hemacias, hemoglobina e reticulécitos dos caes do grupo controle (GC), doentes
renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crénicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais
cronicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal, 2011.

HEMATOCRITO HEMACIAS HEMOGLOBINA RETICULOCITOS

GRUPOS (%) (x10%/ ul) (mg/dL) (céls/ L)
oc 50,25 + 1,26 7.23%0,18 16,14 £ 0,56 i

(4330-5910)  (6.29-852) (13,20 -20,00)

DRC2 39,33 £ 2,94 5,77 + 0,41 1251 +0,92 78.555 + 18.738
(2610-53.60)  (4.01-7.87) (8.40-16.60)  (16.794 — 168.877)

DRC3 347 £1.77 5,04 £ 0.30 11,17 + 0,47 31.375 + 7.063
(27,00-4500)  (3.61-6.92) (8,60 - 13.90) (1.607 - 84.058)

DRCA 24,79 + 2,69 3,56 + 0,42 7,95+ 0,81 12.763 + 5.361

(9,20 - 37.1) (1,25 - 5.95) (320 - 11,60) (256 — 56.971)

Assim como descrito na literatura, a avaliacdo das médias obtidas para
hematdécrito, hemacias e hemoglobina, permitiu constatar a ocorréncia de anemia nos
cées doentes renais cronicos estadio 3 (70%) e 4 (100%) (POLZIN & OSBORN, 1995;
POLZIN, 2011). Além disso, foi possivel constatar que quanto mais avangado o estadio
da doencga, mais severa a anemia apresentada.

Deve ser relatado que trés caes do estadio 2 (33,33%) também apresentavam
anemia e as médias eritrocitarias do grupo aproximaram-se dos valores inferiores de
normalidade e, portanto, ressalta-se a necessidade da avaliagdo pormenorizada das
variaveis eritrocitarias em qualquer estadio da doencga, visto a anemia da DRC ser
habitualmente assintomatica e de instalagao lenta, permitindo a adaptacao do paciente
aos niveis decrescentes de hemoglobina, muitas vezes sem uma adequada
intervencédo. O diagndstico preciso e a abordagem terapéutica precoce séo cruciais
para que os conhecidos efeitos deletérios da anemia sobre os sistemas cardiovascular
e nervoso e, talvez, sobre a progressdo da doenga renal, possam ser prevenidos
(RIBEIRO-ALVES & GORDAN, 2007).

De outra parte, os indices eritrométricos VCM e CHCM apresentaram-se dentro

da estreita faixa de normalidade reportada por autores universalmente reconhecidos,
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reforcando o quadro de anemia normocitica normocrémica habitualmente encontrado
em doentes renais cronicos (POLZIN & OSBORNE, 1995; POLZIN et al.,, 2004;
RIBEIRO-ALVES & GORDAN, 2006, POLZIN, 2011).

Na avaliacédo individual de cada estadio da doencga, houve prevaléncia de
anemia normocitica normocrémica, verificando-se a ocorréncia de anemia normocitica
hipocrémica em um (11,11%) cao do grupo DRC2 e outros dois (20%) cdes dos DRC3
e DRC4. A anemia normocitica normocrémica da DRC é atribuida, parcialmente, a um
déficit relativo de eritropoietina em decorréncia das perdas de tecido funcional renal,
porém, a ocorréncia de anemias hipocrémicas pode ser justificada pelo fato do quadro
anémico ser agravado pelos sangramentos decorrentes da sindrome urémica e pela
deficiéncia de ferro, derivada da ingestao inadequada e/ou absorgao prejudicada deste
ion no intestino destes pacientes (CARVALHO et al.,, 2006, RIBEIRO-ALVES &
GORDAN, 2006).

No que concerne a resposta eritropoiética medular, pdde-se observar que a
contagem absoluta de reticulécitos obtida para os DRC2 alcangou niveis suficientes a
caracterizacdo de um estado regenerativo, enquanto que os animais DRC3 e DRC4
cursaram um quadro de anemia nao regenerativa, com valores inferiores a 60.000
reticuldcitos/ uL de sangue (JAIN, 1993; BUSH, 2004; THRALL et al., 2004). Enfatiza-se
que nenhum cado do DRC4 e que apenas um cao do DRC3 apresentou anemia do tipo

regenerativa.

A anemia nao regenerativa, também dita hipoproliferativa, enfaticamente
descrita nos doentes renais crbnicos, resulta da combinagdo entre diminuicdo na
producéo de eritropoietina, redugcéo do tempo de vida das hemacias, perda de sangue
pelo trato gastrintestinal e dos efeitos das toxinas urémicas, como o PTH, sobre a
eritropoiese (MACDOUGALL, 2001). O momento exato em que estes fatores atuam
isoladamente ou em conjunto ndo esta bem estabelecido, entretanto, os resultados aqui
obtidos permitem cogitar a hipétese de que nem todos os fatores envolvidos na génese

da anemia da DRC ja estdo atuantes no estadio 2.
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Quantificagdo das células CD45" totais e subpopulagdes leucocitarias no

sangue periférico

Os valores de estatistica descritiva das quantificagdes imunofenotipicas das

células CD45" e subpopulagdes leucocitarias encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Estatistica descritiva (média + erro padrdao da média, valores minimo e maximo) da
quantificagdo imunofenotipica de células CD45" totais, mondcitos, granuldcitos e linfécitos
CD45" no sangue periférico dos caes controle (GC), doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2),
doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais crbnicos estadio 4 (DRC4).
Jaboticabal, 2011.

R MONOCITOS  GRANULOCITOS .
GRUPOS cnztcsé | S'I/'O'II_';AIS CD4s" CDas" LINFO(S(;I;?SL():D45+
M (céls/ pL) (céls/ pL) H

oo 7.749 £ 833 ,5 367,0 £ 105,3 5.365 + 803,3 1.293 £ 173,7
(5.904 — 13.262)  (192,0 — 1.020)  (4.086 — 10.503) (624,0 — 2.192)

DRC2 8.786 + 540,6 346,0 + 66,16 7.105 + 656,0 1.325 £ 172,2
(6.732 - 13.882)  (107,0-715,0)  (4.481—1.1765) (650,0 — 2.144)

DRC3 7.987 +735,2 226,0 £ 74,25 5594 + 719,7 963,4 + 249,0
(2.762 — 11.085) (39,00 —730,0)  (2.124 — 8.680) (133,0 — 1.965)

DRC4 6.613 + 704,9 392,0 £ 73,55 5.031 + 564,7 428,7 + 93,52

(2.511 — 8.840)

(64,00 — 728,0)

(2.117 — 7.108)

(134,0 — 931,0)

Relativamente a quantificagdo total de células CD45" no sangue periférico néo
foram verificadas diferengas significativas entre animais controle e doentes renais
cronicos, distribuidos nos trés subestadios (p=0,09), assim como mondcitos (p=0,54) e
granulécitos (p=0,13) CD45". Entretanto, verificou-se redugéo significativa dos linfocitos
CD45" no grupo DRC4 (Figura 7).
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Figura 7. Quantificagdo imunofenotipica de células CD45" totais, mondcitos, granuldcitos e linfécitos
CD45" no sangue dos animais controle (GC), doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2),
doentes renais crénicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4). (One-
way ANOVA e Teste de Tukey para variaveis paramétricas, Programa GraphPad Prisma).
Jaboticabal, 2011.

Quando foram obtidos e analisados estatisticamente os resultados parciais
deste trabalho, ja havia sido constatado ndo haver leucopenia em nenhum estadio da
DRC (BORIN et al., 2010a) e cogitado a tendéncia a linfopenia nos caes severamente
azotémicos (BORIN et al., 2010b). Assim como suspeitava-se, a linfopenia dos DRC4
foi concretizada com a integralizagdo do numero das parcelas experimentais.

Na década de 50, Jenson (1958) e Riis & Stougaard (1959) sugeriram,
segundo revisao feita por Nakhla & Goggin (1973), haver um desequilibrio na resposta
imunolégica de humanos doentes renais crénicos, manifestada principalmente por
deficiéncia na contagem absoluta de linfocitos circulantes. Cerca de 10 anos apods tais
suposicoes, pesquisadores demonstraram que o plasma de humanos doentes renais
cronicos possui fatores inibitérios da transformacao de linfocitos in vitro (NAKHLA &

GOGGIN, 1973).
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Desde entao, muito ja se estudou a respeito das alteragdes nas subpopulagdes
leucocitarias decorrentes da doenga renal crbnica em humanos, o que recentemente
tem sido realizado por intermédio da citometria de fluxo. Resultados revelam baixa
resposta imunolégica associada a significante redugdo no numero de linfécitos
circulantes nos estagios mais avancados da doenca, alguns autores destacando a
reducao e alteragdes funcionais dos linfocitos B (SMOGORZEWSKI & MASSRY, 2001;
BOUTS et al., 2004; PAHL et al., 2010) e de linfécitos T (NAIRN et a., 2005).

Bouts et al. (2004) concluiram que criangas com DRC pré-dialitica
apresentavam baixa resposta imunoldgica em decorréncia da quantidade insuficiente de
linfocitos B, imunofenotipicamente identificados (CD45/CD277).

De forma semelhante a concepcado deste trabalho, as subpopulacbes
leucocitarias de caninos doentes renais cronicos também foram avaliadas através de
imunofenotipagem. Corroborando os resultados aqui descritos, Kralova et al. (2010)
apontaram nao haver diferenga significativa na contagem total de leucdcitos, mondcitos
e granulécitos, porém marcante linfopenia no estagio final da doenga. Cabe ressaltar
que, embora tais autores ndo tenham utilizado a classificagao segundo a IRIS (2009), o
cotejamento dos resultados foi possivel, pois no estadiamento utilizado, os animais que
apresentaram linfopenia, eram detentores de valores médios de creatinina sérica

superiores a 10,99.

Mielograma

Na maioria dos casos, aspirados medulares sao suficientes para avaliagdo da
resposta medular frente a doencgas e terapias. A realizagao de biopsia de medula éssea
€ desejavel em algumas situagdes, especialmente quando se faz necessaria
informacdes sobre topografia, celularidade absoluta e distribuicdo relativa das células
hematopoiéticas. Entretanto, a biospia de MO requer anestesia geral por ser um
procedimento invasivo, sendo oportuno ressaltar que, os cades com DRC séao

considerados ASA 4 pela American Society of Anaesthesiologists, ou seja, pacientes
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com alteragéo sistémica grave que representa risco a vida e mortalidade perioperatéria
ao redor de 7,8 a 23%, o que desaconselha a realizacdo de anestesia geral
(FLEISHER, 2005). Diante de tais ponderagcdes, considera-se, o mielograma uma
ferramenta util na avaliagao da celularidade medular dos pacientes com DRC.

Subjetivamente, os mielogramas dos animais controle apresentaram-se com
padrao de hipocelularidade leve (88,88%) a normocelular (22,22%) e quantidade de
gordura considerada normal em 88,88%. Quanto as mesmas andlises dos animais do
grupo DRC, pode-se observar que houve predominio de medulas hipocelulares em
todos os grupos, sendo 88,88% nos DRC2, 60% nos DRC3 e 100% nos DRCA4.
Destaca-se que embora a quantidade de caes do DRC3 que apresentaram
hipocelularidade foi inferior aquela dos DRC2 e DRC4, estas se apresentavam
predominantemente acentuadas, enquanto as do DRC2 eram leves e as do DRC4,
severas.

A ocorréncia de predominante hipocelularidade do tipo leve nos céaes do grupo
controle, enfatiza a necessidade e a importancia deste grupo ter sido composto por
animais idosos. Sendo assim, conjetura-se que parte da hipocelularidade apresentada
pelos cdes com DRC apresenta alto indicio de derivarem do processo natural do
envelhecimento (SANTANA, 2000).

Sendo a celularidade medular normal geralmente composta de 50% de
adipécitos e 50% de células hematopoéticas e outras (YAWATA, 1998; THRALL et al.,
2004), verificou-se que a quantidade adipdcitos apresentou-se predominantemente
normal nos DRC2 (55,55%), variavel nos DRC3 (40% aumentada e 40% reduzida) e
reduzida nos DRC4 (60%).

Com referéncia a contagem de megacariocitos, observou-se nao haver
diferenca significativa entre os grupos analisados (p=0,096), apesar do estadio 4 ter
apresentado forte tendéncia a hipoplasia megacariocitica. Em verdade, vale reafirmar,
que a média de megacariocitos encontrada nos animais do grupo controle apresentou-
se em concordancia as referidas por Santana (2000) e Sobreira (2003), os quais
avaliaram o eixo megacariocitico-plaquetario canino, prévia e posteriormente, a

administracéo de sulfato de vincristina (Tabela 9).
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Diante do fato da interpretacdo da atividade megacariocitopoiética ser possivel
somente a luz do quadro plaquetario verificado no sangue periférico (THRALL et al.,
2004), tal variavel hematologica foi avaliada nos grupos estudados, resultando em
trombocitemia significativa no grupo DRC2 (p<0,05) quando comparada as contagens,
consideradas normais, dos grupos DRC3 e DRCA4.

De acordo com Riesman (1907), Morgagni, no inicio do século XVIII, descreveu
uma mulher que apresentava halito urémico, hematoquesia e epistaxe. Desde entéo,
inumeros estudos buscam associar a uremia a tendéncia hemorragica de pacientes
doentes renais cronicos e agudos. Em 1956, Larrain & Adelson verificaram, em
concordancia com os achados do presente estudo, que poucos casos apresentavam
trombopenia associada a hemorragia, em pacientes com uremia. Enfim, com o progredir
das pesquisas, constatou-se que grande parte das ocorréncias hemorragicas dos DRC
deve-se, em parte, a trombopatia urémica, um defeito hemostatico primario (REBELINK
et al., 1994), que agregada a resposta vascular inflamatéria, resultam em complicagbes
trombdticas associadas as significantes morbidade e mortalidade (LIBBY et al., 2002).

Grindem et al. (2009) destacam que os roteiros para estimar o numero de
megacariocitos sdo muito variaveis. Entretanto, respeitados hematologistas veterinarios
consideram menos de trés ou cinco megacariocitos por lamina sugestivo de hipoplasia
megacariocitica (JAIN, 1993; TRALL et al., 2004; GRINDEM et al., 2009). Levando-se
esses dados em consideragdo, cogita-se a possibilidade de que a tendéncia a
hipoplasia megacariocitica encontrada nos caes do estagio 4 da DRC, deva-se, em
parte, a exaustdo da medula 6ssea frente ao constante estimulo decorrente da
tendéncia hemorragica apresentada por este grupo de pacientes (MEZZANO et al.,
1997).

No que concerne aos dados referentes as quantificagcbes das células
hematopoiéticas, observou-se haver diferenca significativa entre as porcentagens de
precursores da série eritroide dos grupos de DRC. Ademais, que n&o houve diferengas
significativas entre as porcentagens de precursores da série granulocitica (p=0,43),
linfocitos medulares (p=0,26) e relagao M/E (p=0,08) (Tabela 9, Figura 8).
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erro padrdo da média, valores minimo e maximo) das

porcentagens das séries granulocitica e eritroide, linfécitos, megacariocitos, bem como da
relagdo mieldide eritréide (M/E) dos cées doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes
renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais crbénicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal,

2011.
SERIE SERIE P P
GRUPOS GRANULOCITICA  ERITROIDE  -INFOCITOS - MEGACARIOCITOS  op) Aca0 m/E
(%) (%) (%) (Célslesfregaco)
GC 51,90 £ 1,90 4420 +2,02 2,25 +0,56 169,0 £ 53,10 1,24 + 0,10
(43,27-62,99)  (4,36-17,67)  (0,00-5,61) (35-570) (0,78-1,95)
DRC2 60,41 + 4,82 30,85+2,89 2,47 +0,98 101,6 £ 25,52 2,14 £ 0,34
(81,07-29,72)  (17,67-44,36) (0,31-9,26) (30-250) (1,17-4,59)
DRC3 57,40 + 3,48 37,74 £+ 3,84 3,94 + 0,68 138,4 +42,43 1,94 + 0,47
(36,60-78,30)  (13,20-57,93) (1,08-7,92) (1-409) (0,93-5,96)
DRC4 51,58 £+ 6,45 17,33+4,26 2,26 £+ 0,57 36,7 + 11,11 2,58 + 0,41
(29,33-95,63)  (0,87-41,89)  (0,00-5,00) (3-108) (1,32-5,00)
p<0,001
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Figura 8. Porcentagem dos precursores granulocitarios e eritréides, linfécitos medulares, e relagdo mieldide
eritroide (M/E) dos cées doentes renais cronicos estadio 2 (DRC2), doentes renais cronicos estadio
3 (DRC3) e doentes renais crénicos estadio 4 (DRC4). Jaboticabal, 2011. (One-way ANOVA e Teste
de Tukey para variaveis paramétricas, Programa GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.

Considera-se a avaliagdo da medula éssea uma parte imprescindivel neste

trabalho, diante da importancia em se avaliar um determinado quadro patolégico como
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um todo (YAWATA, 1998) e das controvérsias bibliograficas referentes a génese da
hipoplasia sanguinea na DRC.

O estado de uremia é capaz de inibir a eritropoiese in vitro, entretanto, o exato
mecanismo desses efeitos ainda se mantém obscuros. Diversos fatores tém sido
propostos, e dentre eles se destaca a agédo do PTH, das citocinas inflamatérias e das
poliaminas, além é claro, da deficiéncia da produgao da eritropoietina (MACDOLGALL,
2001). Esta ultima, além de estimular a producéo de pro-eritroblastos a partir das
células tronco hematopoiéticas, € capaz de aumentar a velocidade de divisdo e
maturacdo dos diversos estadios eritroblasticos em relagdo ao processo normal
(ERSLEV & BESARAB, 1997). Perante tais informacdes, o achado significativo de
hipoplasia da série eritréide no estadio 4 da DRC constituiu-se importante ferramenta
para avaliacdo da causa da anemia destes pacientes. Sendo assim, considera-se que o
quadro de hipoplasia sanguinea em doentes renais crénicos decorra de uma agao
sinérgica entre as toxinas urémicas e inibicdo da eritropoiese, in vivo.

O aumento da relagcéo mieldide eritréide (M/E) €, geralmente, um indicativo de
hiperplasia mieldide, hipoplasia eritréide, ou ambas (THRALL et al., 2004). Apesar da
relacdo M/E nao ter se apresentado significativamente diferente nos trés estadios da
doencga, pode-se observar forte tendéncia ao seu aumento no grupo DRC4, decorrente
de hipoplasia eritroide. Isso fica claramente explicitado quando se analisam as parcelas
experimentais individualmente dentro dos grupos. Noventa porcento dos animais do
DRC4 apresentaram aumento da relacdo M/E decorrente de hipoplasia da série
eritréide, contra aproximadamente 30% dos DRC3 e DRC2.

Hipoplasia da série eritroide na doenga renal crénica canina foi constatada por
Jain (1993) e Randolph et al., (2004), ao verificarem relagdo M/E de 6,89:1 e entre
1,90:1 e 19,0:1, respectivamente, em suas parcelas experimentais. Infelizmente, o
delineamento experimental utilizado por tais autores nao cotejaram os diferentes
estadios da doencga, impossibilitando a comparagdo entre as populacdes
hematopoéticas, distintamente.

Esse mesmo tipo de analise permitiu averiguar que o aumento da relacdo M/E

nos DRC2 deveu-se, principalmente, a hiperplasia granulocitica associada a leve
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hipoplasia eritroide (55,55%). Esse resultado corrobora os achados de reticulocitemia
deste grupo, por elucidar que este estadio, por ndo apresentar comprometimento
severo da eritropoiese, ainda mantém resposta medular regenerativa diante do quadro

inicial de anemia.

Quantificagao das populagdes de granulécitos, monécitos/macréfagos e

linféocitos CD45" na medula 6ssea

Relativamente a quantificagdo de células CD45" da medula éssea, verificou-se
que nao houve diferenga significativa entre as porcentagens de mondcitos/macréfagos
(p=0,161) e linfocitos CD45" (p=0,952) dos animais do grupo controle e DRC. Os

granulécitos diferiram entre os animais do GC e do DRC2 (Figura 9, Tabela 10).
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Figura 9. Porcentagem de granuldcitos; mondcitos/macréfagos e linfocitos CD45° na medula éssea dos
animais controle (GC), doentes renais crénicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crdnicos estadio 3
(DRC3) e doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4). (One-way ANOVA e Teste de Tukey para
variaveis paramétricas, Programa GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.
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erro padrdao da média, valores minimo e maximo) da

quantificagdo imunofenotipica de células CD45" totais, mondcitos/macréfagos, granuldcitos e
linfécitos CD45" na medula 6ssea dos cdes controle (GC), doentes renais cronicos estadio 2
(DRC2), doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4).
Jaboticabal, 2011.

MONOCITOS/ . R . N
GRUPOS MACROFAGOS Cpas®  GRANULOCITOS CD45 LINFOCITOS CD45
) (%) (%)
o 1,79 % 0,33 43,28 £ 5,59 3,800,75
(0,50-3,10) (14,50-70,40) (1,30-9,70)
DRC2 2,69 £ 0,70 60,98 + 3,02 4,30 £ 1,42
(0,60-6,60) (45,40-72,70) (0,60-15)

DRC3 4,52 1,61 47,81 + 3,58 3,93 + 0,60
(1,20-16,60) (30,80-60,50) (1,90-6,80)
DRC4 3,34 £ 0,43 58,34 + 3,84 4,63 £ 1,47
(1,50-5,50) (38,70-80,80) (1,00-16,70)

A anadlise bidimensional da expressdo do antigeno CD45 considerando o
tamanho e granularidade celulares (FSC vs. SSC) tem sido utilizada para determinar
contagens celulares diferenciais de medula 6ssea através da citometria de fluxo em
caes. Apds aquisicdo em escala logaritmica, os gates foram capazes de identificar
granuldcitos, mieloblastos, linfocitos, mondcitos/macrofagos e precursores eritroides
nucleados da mesma forma que a técnica de contagem manual (WEISS, 2004b). No
presente experimento, identificaram-se pela técnica de citometria, apenas as
populagdes de linfécitos, granuldcitos e mondécitos/macrofagos, devido a forma como foi
realizada a aquisi¢cao das amostras.

A comparagao entre os dados do mielograma e as populagdes identificadas
pela citometria permite supor que, a imunofenotipagem com o anticorpo CD45
superestimou as populagdes de linfocitos e mondcitos/macrofagos. As explicagdes para
tais ocorréncias residem, muito provavelmente, em trés principais pontos; na forma de
aquisig¢ao, na morfologia das células hematopoiéticas e na inespecificidade do anticorpo
CD45.

De acordo com Grindem et al. (2009), os pequenos linfocitos podem ser
facilmente confundidos com eritrécitos nucleados, e o0s promondcitos sao

morfologicamente semelhantes aos mieldcitos e metamieldcitos neutrofilicos.
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Associando-se as semelhangas morfologicas ao fato do CD45 estar presente na
membrana celular tanto de precursores granulocitarios quanto eritréides nucleados
pressupde-se que, o gate de linfocitos acaba incluindo alguns precursores eritréides,
bem como o gate de mondcitos/macrofagos inclui também precursores neutrofilicos
primitivos. Considera-se ainda que a aquisigao linear ndo propiciou a ampliacédo da
escala da mesma forma que a aquisicao logaritmica, utilizada por WEISS (2004b), o
que, por conseguinte, inviabilizou a quantificacdo dos precursores eritroides e auxiliou

na superestimacéo das populagdes de linfocitos e mondcitos/macréfagos.

Correlagao do nivel de creatinina sérica com outras variaveis

Sendo o nivel de creatinina sérica o pré-requisito para classificagao dos caes
em diferentes estadios da doenga renal crdnica, verificou-se que algumas outras
variaveis estdo positivamente ou negativamente correlacionadas com a referida
creatinina sérica. Neste senso, como pode ser observada mais adiante nas Figuras 10 e
11, a creatinina sérica correlacionou-se negativamente com as variaveis eritrocitarias
hematocrito  (p<0,0001, r=-0,76), hemoglobina (p<0,0001, r=-0,76), hemacias
(p<0,0001, r=-0,76) e reticuldcitos (p=0,0001, r=-0,50), bem como o0s precursores
eritrdides (p<0,0001, r=-0,61) e linfocitos CD45+ (p<0,0001, r=-0,58); e positivamente
com as variaveis bioquimico-séricas fosforo (p<0,0001, r=0,88) e ureia (p<0,0001,
r=0,91), bem como a UP/C (p=0,0093, r=0,40), a pressao arterial sistélica (p=0,0007,
r=0,49) e a relagao M/E (p=0,0004, r=0,53).
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Figura 10. Representagéo grafica das correlagdes da creatinina sérica com os parametros eritrocitarios
hematécrito, hemoglobina, hemacias, reticulécitos e precursores eritrocitarios dos animais
controle (GC), doentes renais crénicos estadio 2 (DRC2), doentes renais crbnicos estadio 3
(DRC3) e doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4). As linhas azul, vermelha e verde,
tracejadas, indicam, respectivamente, os valores maximos, minimos € a média de referéncia
para a espécie canina, para as variaveis analisadas. (Teste de correlacdo de Pearson,
Programa GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.
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Figura 11. Representacao grafica das correlagées da creatinina sérica com os parametros bioquimicos

fosforo e ureia séricos, UP/C, presséao arterial sistélica e relagdo M/E dos animais controle
(GC), doentes renais crénicos estadio 2 (DRC2), doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e
doentes renais cronicos estadio 4 (DRC4). As linhas azul, vermelha e verde, tracejadas,
indicam, respectivamente, os valores maximos, minimos e a média de referéncia para a
espécie canina, para as variaveis analisadas. (Teste de correlagdo de Pearson, Programa
GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.
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Estudos recentes, que procuraram verificar as correlagdes das variaveis
eritrocitarias com a creatinina sérica em caes com DRC, tais como aqueles de King et
al. (1992), nao foram encontrados na literatura consultada. Entretanto, neste ensaio, a
proposta de se correlacionar a severidade da anemia com os estadios da DRC, em
caes, mostrou-se alvissareira e promissora, visto que praticamente todos os estudos e
revisbes da doenca renal crbnica canina, referem maior severidade da anemia na
medida da progressao da doenga (POLZIN & OSBORN, 1995; POLZIN et al., 2004;
RANDOLPH et al., 2004; BROWN, 2005; WAKI et al., 2010; POLZIN, 2011). O mesmo
raciocinio pode ser empregado no caso da marcante linfopenia encontrada no estadio 4
da DRC, e sua estreita correlacdo com a creatinina sérica aqui descrita, pois, embora
nao tenham sido realizados estudos de correlagéo, a linfopenia descrita por Nakhla &
Goggin (1973), Bouts et al. (2004), Nairn et al. (2005), Kralova et al. (2010) e Pahl et al.
(2010) foi encontrada em pacientes no estadio final da doenca.

Recentemente, um ensaio no qual foram avaliados caninos portadores de DRC
nos diversos estadios da doencga, segundo a classificacdo da IRIS, demonstrou, assim
como o experimento em tela, correlagdes positivas entre creatinina e as variaveis
bioquimico-séricas fésforo e uréia (CORTADELLAS et al., 2009). Além da verificagao
das mesmas correlagdes supracitadas, Mizoi et al., (2008) demonstraram haver
correlacao positiva entre creatinina e pressao arterial sistémica, em pacientes humanos
nefropatas cronicos instalados em unidades de terapia intensiva.

Considerando-se o fato de que, nas condicbes desse ensaio, o fésforo sérico
apresentou-se significativamente elevado nos animais em estadios mais avangados da
doenca renal crbénica e, ademais, pelo fato da hiperfosfatemia ser um indicativo direto
do desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario a DRC, procurou-se
correlacionar também a taxa de fosforo as variaveis eritrocitarias. Assim procedendo,
verificou-se que o fosforo sérico correlaciona-se negativamente com o hematdcrito
(p<0,0001, r=-0,63), hemoglobina (p<0,0001, r=-0,62), hemacias (p<0,0001, r=-0,40) e

reticulécitos (p= 0,0342, r=-0,40), como ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Representacdo grafica das correlagbes do fésforo sérico com os parametros eritrocitarios
hematdcrito, hemoglobina, hemacias e reticulécitos dos animais controle (GC), doentes
renais crénicos estadio 2 (DRC2), doentes renais cronicos estadio 3 (DRC3) e doentes renais
cronicos estadio 4 (DRC4). As linhas azul e vermelha, tracejadas, indicam, respectivamente,
os valores maximos e minimos de referéncia para a espécie canina, para cada variavel
analisada. (Teste de correlagéo de Pearson, Programa GraphPad Prisma). Jaboticabal, 2011.

Diversos autores tém buscado associar a concentracdo de PTH as
variaveis bioquimico-séricas de pacientes com doenca renal crénica (ROMAO JUNIOR,
2004; KOGIKA et al., 2006; MACHADO & MOUTINHO, 2008; CORTADELLAS et al.,
2009); mas nao as eritrocitarias, tal qual neste trabalho. Considerando-se os resultados
aqui encontrados, bem como a importancia da influéncia do PTH na eritropoiese e nas
condicbes de sobrevivéncia das hemacias na circulagao periférica (MACDOLGALL,
2001), e o fato do PTH e do fésforo séricos apresentarem estreita correlacdo em
pacientes com DRC (ROMAO JUNIOR, 2004; KOGIKA et al., 2006; MACHADO &
MOUTINHO, 2008), infere-se que a monitoragcado da influéncia do hiperparatireoidismo
secundario renal na gravidade do quadro anémico pode e deve ser acompanhada por

intermédio do estudo dos niveis séricos do fosforo.
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VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os caes em
estadio 2 da DRC nao apresentam hipoplasia sanguinea, e a resposta medular, frente
as agressoes impostas pela azotemia, mantém-se regenerativa. Cré-se que a anemia
normocitica normocrémica, inicialmente manifestada no estadio 3, apresente-se
correlacionada a azotemia e a hiperfosfatemia, ja que ndo foram verificadas alteracdes
significativas na eritropoiese deste grupo. O estadio 4 da doenca renal crénica é
marcado por significativa linfopenia e severa anemia ndo regenerativa, sendo esta
ultima, provavelmente, agravada pela hipoplasia da série eritroide. Ademais, com a
progressao da doengca aumentam-se os riscos as complicagbes decorrentes de
hiperfosfatemia, proteinuria e hipertens&o arterial sistélica.

Diante das correlagbes encontradas, pode-se concluir que a creatinina e o
fésforo séricos correlacionam-se negativamente com as variaveis eritrocitarias, ou seja,
quanto maiores forem as concentragdes séricas dessas duas variaveis, mais severa a
anemia e menor a resposta eritropoiética. Além do mais, perante as correlagcdes séricas
positivas entre a creatinina, e o fésforo e a ureia, assim como a UP/C e presséo arterial,
infere-se que tais variaveis aumentam gradativamente com a progressédo da DRC, e se
prestam como bons indicadores de tal condicdo.

A utilizacdo de aquisicéo linear para quantificacdo das células CD45" permitiu
verificar com preciséo o estado de linfopenia nos DRC estadio 4, sem no entanto se
mostrar util na avaliacdo da medula dssea, visto néo ter sido capaz de quantificar os
precursores eritréides, a relacdo M/E e ter superestimado as populag¢des de linfécitos e
mondcitos/macrofagos medulares. Sendo assim, a substituicdo do mielograma pela

imunofenotipagem das células CD45" centrais deve ser evitada, a menos que se altere
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a forma de aquisicdo ou se faga uso de anticorpos especificos para as linhagens

hematopoiéticas.
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APENDICE A. Exames laboratoriais adicionais realizados em animais do grupo

controle.

Tabela A1. Estatistica descritiva (média + erro padrao da média, valores minimo e maximo)
das variaveis densidade clearance de creatinina de 24 horas, especifica urinaria
(DEU), razéo proteina creatinina urinaria (UP/C), excregao fracionada de sddio
(EFna), alanino aminotransferase (ALT), proteina total (PT), albumina e pressao
arterial sistélica (PAS) dos caes controle (GC). Jaboticabal, 2011.

PARAMETROS VALORES
Clearance de creatinina 2,38 +£0,5
(24 horas) (1,64-2,77)
1,039 + 0,003
DEU (1,020-1,050)
0,1+0,03
up/c (0,03-0.16)
EFya 0,4+0,17
(%) (0,21-0,74)
ALT 65,9 + 12,66
(mg/dL) (57,78-86,67)
PT 7,00 £0,54
(mg/dL) (6,6-8,2)
Albumina 3,35+0,5
(mg/dL) (2,65-4,23)
PAS 132 + 8,17
(mmHg) (120-140)




APENDICE B. Valores de referéncia para o hemograma canino.

Tabela B1. Parametros eritro-leucométricos e plaquetarios de referéncia para a espécie

canina.
PARAMETROS VALORES
Hemacias
(x10°%/uL) 55-8,0
Hemoglobina
(g/dL) 12,0 - 18,0
Hematocrito
(%) 37 -55
VCM
(fL) 60 -77
CHCM
(g/dL) 31-34
Plaguetas 18.0000 — 400.000
(céls/uL)
Leucociltos totais 6,000 — 18.000
(céls/pL)
Basofilos 0
(céls/uL)
Eosinéfilos
(céls/uL) 120 — 1.800
Bastonetes
(céls/uL) 0-500
Segn]entados 3.600 — 13.800
(céls/uL)
Linfocitos
(céls/uL) 720 - 5.400
Monécitos
(céls/uL) 180 - 1.800

Fonte: Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira
Neto” do HVGLN, FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.



APENDICE C. Valores bioquimicos de referéncia para a espécie canina.

Tabela C1. Pardmetros bioquimicos de referéncia para a espécie canina.

PARAMETROS VALORES
CR(Em»;'I/'(Ijll‘l_I)NA 05-15
(Lrlnzllic:g 15— 65
PROT(ErI:l;/g |_T)OTAL 58-79
Alzr?)g/'\élll_';A 2,6-4,0
C(’:rﬁé./gll_()) 8,6 11,2
F(()n?g/gso 22-55
( rr%b;L) 10-88

Fonte: Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins

Ferreira Neto” do HVGLN, FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.

71



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMO
	SUMMARY
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICES



