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GLICOSAMINOGLICANOS — PADRONIZAGAO DE METODO E AVALIAGAO
QUANTITATIVA EM URINA DE FELINOS EM CRESCIMENTO

RESUMO - Os dlicosaminoglicanos (GAGs) sao mucopolissacarideos
eliminados normalmente na urina. A alteragdo da excrecdo dessas substancias esta
relacionada a ocorréncia de doencas sistémicas ou do trato urinario. Dentre elas, a
cistite intersticial, cuja fisiopatogenia ainda ndo foi esclarecida, acomete seres
humanos, e os felinos, por apresentarem quadro semelhante, tém sido considerados o
melhor modelo para estudo desta doencga. Considerando que os GAGs podem estar
envolvidos nos mecanismos da enfermidade, é importante a padronizacdo de métodos
para dosagem destes mucopolissacarideos em urina de felinos, bem como o
estabelecimento de valores de referéncia para a espécie. Foram avaliados 12 felinos
sadios, dos 30 aos 114 dias de idade. Amostras de urina foram coletadas a cada 28
dias para quantificacdo de GAGs sulfatados. Para as mensuragdes, foram avaliados
quatro métodos colorimétricos em busca do mais sensivel, barato e reprodutivel. Dentre
eles, o de desempenho melhor foi 0 que emprega azul de dimetiimetileno (DMB) em
tamp&o acetato sédico, padrédo com sulfato de condroitina C (SCC) apés modificagao
do volume de urina empregado na reacéo, do tempo de leitura dos testes, além da
dispensa da centrifugacdo das amostras de urina. A excregao urinaria de GAG
sulfatado nao foi influenciada pelo sexo, mas foi modificada pelo fator idade. Os valores
foram significativamente mais altos aos 30 e aos 58 dias de idade em relacdo aos
observados para as idades subsequentes (86 e 114 dias), revelando declinio das
guantidades desta substancia na urina de felinos desta faixa etaria.

Palavras-chave: gatos, glicosaminoglicanos, trato urinario, métodos de quantificagéo.



GLYCOSAMINOGLYCANS - METHOD STANDARDIZATION AND QUANTITATIVE
AVALIATION IN URINE OF GROWING KITTENS

SUMMARY - Glycosaminoglycans (GAGs) are mucopolisacarides usually
eliminated in urine. The altered excretion of these substances is related to occurrence of
systemic or urinary diseases. Among them, interstitial cystitis, which physiopatogenesis
has not been elucidated yet, is observed mainly in humans, and felines, that present
similar signs, have been considered the best model for study of this illness. Considering
that GAGs may be involved with disease mechanisms, the standardization of methods to
measure mucopolissacarides in feline urine, as the establishment of reference values for
the species, are very important. Twelve healthy kittens were studied, from 30 to 114
days old, and specimens of urine were collected every 28 days for quantification of
GAGs. Four colorimetric methods were analyzed, in order to find the most sensible,
cheap and reproducible for dosage. The selected method, that employs
dimethylmethylene blue (DMB) with sodium acetate buffer and standard with chondroitin
C sulfate, was modified with regard to the volume of urine employed, reading time of the
tests, and dispense of urine centrifugation. Values were significantly higher at ages 30
and 58 days old when compared to those observed at subsequent ages (86 and 114

days), revealing decline of these substance quantities in feline urine on this age interval.

Keywords: cats, glycosaminoglycans, urinary tract, methods.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Introducgao

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo macromoléculas presentes nos tecidos
animais e podem ser encontrados livres ou ligados a proteinas sob a forma de
proteoglicanos. Existem diversos tipos de GAGs, como o acido hialurénico ou
hialuronana, heparina, sulfato de heparana, sulfatos de condroitina A e C, de dermatana
e de queratana. Essas substancias estdo presentes em cartilagens, superficies
celulares, vesiculas secretoras em leucécitos, membranas basais e epitélios e, também,
s&o encontradas no plasma sanguineo e na urina.

As moléculas de GAG presentes na urina podem ter origem no proprio trato
urinario ou virem do plasma através da filtragdo glomerular. Ha evidéncias de que essas
substancias desempenham papel funcional no urotélio, participando da regulagdo dos
processos de transporte em membranas celulares e na protecdo das mucosas.

A excrecéo urinaria dos GAGs pode estar alterada em seres humanos em casos
de neoplasias, diabetes mellitus, osteoartrite, aterosclerose, hipertensao arterial,
leiomioma, lupus eritematoso e mucopolissacaridose, dentre outros. Quanto ao trato
urinario, pode haver mudangas da concentragédo urinaria de GAG nas glomerulopatias,
litiases, infecgbes de trato urinario e cistite intersticial.

A cistite intersticial (Cl), doenga de fisiopatogenia ainda desconhecida, acomete
a espeécie humana e a felina, que vem sendo considerada o melhor modelo de
ocorréncia natural da enfermidade. A diminui¢do da excregéo urinaria total de GAGs em
humanos acometidos pela Cl ja foi demonstrada. No caso dos gatos, a mesma
alteracao parece estar presente, mas os estudos ainda ndo foram conclusivos.

Parte das dificuldades para a identificacdo e caracterizacdo das mudancgas de

concentragdo de GAGs na urina de felinos pode estar relacionada aos métodos de
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dosagem, que incluem os quantitativos colorimétricos e os que utilizam cromatografia e
eletroforese. As diferengcas metodoldgicas evidenciadas nas pesquisas, além do
numero pequeno de publicacbes em relacdo a espécie felina, resultam na falta de
valores de referéncia, que constitui outro fator critico.

Este trabalho descreve a padronizagcdo de método facil, rapido, de custo baixo,
reprodutivel e sensivel para a quantificacdo GAGs urinarios sulfatados totais na urina

de filhotes felinos saudaveis de 30 a 114 dias de idade.

Revisao de Literatura

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo macromoléculas que constituem a matriz
extracelular. Eles sao constituidos por cadeias polissacaridicas nao-ramificadas
compostas de unidades dissacaridicas repetidas. Eles sdo chamados GAGs porque um
dos dois acucares no dissacarideo repetido € sempre um amino agucar que €, na
maioria das vezes, sulfatado. O segundo agucar € normalmente o acido glicurénico ou
idurénico. Os grupos sulfato ou carboxil ocorrem na maioria dos agucares, o que faz
com que os GAGs sejam carregados negativamente e atraiam ions sodio o que,
consequentemente, torna a matriz celular extremamente hidratada.

Os (GAGs) estdo geralmente ligados a nucleos de proteinas sob a forma de
proteoglicanos. As classes de GAGs mais importantes incluem o acido hialurénico ou
hialuronana, heparina, sulfato de heparana, sulfatos de condroitina A e C e sulfatos de
dermatana e de queratana. As cartilagens s&o os tecidos que contém as concentragdes
maiores de sulfato de condroitina e queratana (ALBERTS et al.,, 1997). Nos rins, o
sulfato de heparana tem papel importante na seletividade tubular (HURST et al., 1987 e
HURST, 1994) e na filtragdo glomerular (MORITA et al., 2005), enquanto o sulfato de
dermatana prevalece em vasos sanguineos (MARQUEZINI et al., 1999) e no miométrio
(BERTO et al., 2001).

Os principais GAGs encontrados na superficie do epitélio vesical de humanos
sao os sulfatos de condroitina e de heparana e mais profundamente predominam acido

hialurénico e sulfatos de heparana e dermatana (HURST et al., 1987). Em fung&o de
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sua carga negativa, os GAGs da superficie atraem ions sédio e, consequentemente,
moléculas de agua, formando uma camada de gel (ALBERTS et al., 1997).

Embora NEGRETE et al. (1996) admitam que a propriedade de barreira protetora
do urotélio seja exercida exclusivamente pela camada lipidica da membrana apical, ha
evidéncias (ALBERTS et al., 1997) de que os GAGs constituam um filme de gel
protetor. Esta barreira evita aderéncia de bactérias e microcristais (PARSONS et al.,
1975) e, segundo HURST et al. (1987) e PARSONS et al. (1990), também pode ter
papel importante para manter a impermeabilidade do urotélio as moléculas presentes
na urina. A penetracdo de substancias, em decorréncia de defeitos quali ou
quantitativos na camada de gel protetora, poderia causar lesédo tecidual e liberagéo
local de neurotransmissores e mediadores inflamatorios (PARSONS et al., 1990).

Diversos estudos mostraram alteragcdes na excrecdo urinaria de GAGs em
pacientes com cistite intersticial (HURST et al., 1993, HURST et al., 1996 e ERICKSON
et al., 1997), infeccdo de trato urinario (CENGIZ et al., 2005), carcinoma vesical
(HENNESSEY et al., 1981, ATAHAN et al., 1996 e PASSEROTTI et al., 2006) e renal
(SARICA et al., 1997), urolitiase vesical (AKCAY et al., 1999 e ERTURK et al., 2002) e
renal (TSUJIHATA et al., 2001 e TSUJIHATA et al., 2006), enurese noturna isolada ou
combinada a incontinéncia urinaria diurna (FERRARA et al., 2000), glomerulonefrite
cronica (DE MURO et al., 2005) e amiloidose renal (TENCER et al., 1997).

A cistite intersticial (Cl), que acomete humanos e animais, tem como sinais
cronicos e recidivantes a hematuria, polaquiuria, urgéncia na micgao, nocturia, dor
abdominal ou pélvica, sem achados anormais em cultura convencional de urina ou
achados patognomdnicos em estudos citologicos. Nos Estados Unidos, cerca de 300 a
500 mil pessoas, dentre elas 80 a 85% mulheres, sofrem com a doenga e pouco €&
sabido sobre sua fisiopatogenia (FALL et al., 1987). Foram avaliados varios modelos
animais de ocorréncia natural para estudo desta enfermidade e concluiu-se que o gato
€ o melhor, pois, nesta espécie, a doenga tem manifestacdes muito semelhantes as que
ocorrem em humanos (WESTROPP & BUFFINGTON, 2002). Em estudo realizado por
RECHE et al. (1998), foram avaliados felinos atendidos na cidade de S&o Paulo com

sinais de doencga do trato urinario inferior e, dos 50 pacientes, 14 (28%) apresentavam
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hematuria, polaquiuria e disuria sem obstrugéo uretral e desses, 57% eram machos e
43% eram fémeas.

Em estudo desenvolvido por HURST et al. (1993) com humanos acometidos por
Cl, constatou-se diminuicdo da concentracdo de GAGs na urina, o que foi atribuido a
provavel aumento da ligacdo dessas substancias ao urotélio lesado. ERICKSON et al.
(1997) relataram diminuigdo da concentragdo de GAGs totais urinarios de pacientes
com CIl em relagdo ao grupo controle, porém a razao entre GAG e creatinina urinaria
permaneceu similar, fato atribuido a constatagcdo de diluicdo da urina em pacientes
acometidas pela doenca. BUFFINGTON et al. (1996) avaliaram felinos e verificaram
diminuicdo de GAGs em amostras de urina de gatos com Cl em relagdo a gatos
normais e apontaram as anormalidades de sintese, retencéo ou inativacdo do GAG na
superficie vesical como causa de sua redugao na urina.

KHAN & KOK (2004) atribuem aos GAGs e as glicoproteinas atividade inibitoria
sobre a formagéo de urdlitos. SMITH (2004) avaliou a aderéncia de cristais de oxalato
de calcio a bexiga de ratos apos tratamento com solugéo acida e verificou que o sulfato
de dermatana inibiu o processo, enquanto o acido hialurénico e os sulfatos de
condroitina A e C nao tiveram influéncia. TSUJIHATA et al. (2001) e TSUJIHATA et al.
(2006) observaram concentragdo maior de GAGs urinarios em individuos normais
gquando comparados a pacientes com nefrolitiase.

Diversos métodos vém sendo empregados para a identificagdo e quantificagdo
de GAGs urinarios, dentre eles, destacam-se a cromatografia e eletroforese (LEE et al.,
2003, PEREIRA et al., 2004 e VIEIRA et al., 2005). Entretanto, estes métodos tém
como desvantagem a necessidade de varias etapas para isolamento e quantificagcao da
substancia desejada, o que os torna mais onerosos e menos rapidos. Como alternativas
menos dispendiosas e mais rapidas, sdo descritos os métodos colorimétricos, que
utilizam como corantes Azure A e B (THUY & NYHAN, 1992 e ERTURK et al., 2002),
Alcian Blue (GOLD, 1981 e DE JONG et al., 1994) e azul de dimetilmetileno (PANIN et
al., 1986, FARNDALE et al., 1986, TEMPLETON, 1988, WHITLEY et al., 1989, DE
JONG et al., 1993, MITSUHASHI et al., 1993, DE JONG et al., 1994, BUFFINGTON et
al., 1996, AKCAY et al., 1999, BARBOSA et al., 2003 e GRANT et al., 2006).
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CAPITULO 2 - PADRONIZAGAO DE METODO PARA AVALIAGAO QUANTITATIVA
DE GLICOSAMINOGLICANOS EM AMOSTRAS DE URINA DE FELINOS

Resumo - Diversos métodos vém sendo utilizados para a quantificacdo de
glicosaminoglicanos urinarios como, por exemplo, cromatografia associada a
eletroforese e métodos colorimétricos, mais baratos e rapidos, que empregam como
corantes o Azure A e B, Alcian Blue (AB) e o azul de dimetilmetileno (DMB). Este
estudo foi realizado com o objetivo de padronizar um método barato e reprodutivel para
a dosagem de GAGs, com uso de sulfato de condroitina C como padrao para os GAGs
sulfatados totais, na urina de felinos. Foram testados métodos que empregam o Azure
A e B e 0 azul de dimetilmetileno. O método escolhido para as analises quantitativas foi
0 que emprega o azul de dimetiimetiieno em tamp&o acetato sédico, por ter se
mostrado facil, barato e sensivel. O método publicado por GRANT et al. (2006) sofreu
adaptacdes para ser empregado na quantificacdo de GAGs na urina de gatos. As
modifica¢des realizadas referem-se a modificagdo do volume de urina empregado para
as mensuragoes, alteragdo do tempo de leitura dos testes e dispensa da centrifugagao

das amostras de urina dos felinos.

Palavras-chave — método colorimétrico, DMB, quantificagdo, glicosaminoglicano, urina,

felino.

Introducgao

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo macromoléculas extracelulares que incluem

o acido hialurénico ou hialuronana, heparina, sulfato de heparana, sulfatos de
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condroitina A e C e sulfatos de dermatana e de queratana. Estas substancias estao
presentes em diversos tecidos, inclusive no trato urinario (HURST et al., 1987; HURST,
1994, ALBERTS et al., 1997 e MORITA et al., 2005). Os GAGs s&o encontrados na
urina, exceto a heparina, e podem ter suas concentracbes modificadas em varias
doencgas, tais como a cistite intersticial (HURST et al., 1993, HURST et al., 1996 e
ERICKSON. et al., 1997). O interesse por investigagdes para determinagdo de métodos
apropriados para quantificagdo de GAG na urina € grande, tanto em relagdo a espécie
humana quanto a felina, uma vez que essa é tida como modelo para estudo de ClI.

Com relagao a espécie felina, ha poucos estudos sobre a quantificagcdo de
GAGs. A maioria dos trabalhos refere-se ao aumento da excregao urinaria de GAGs em
pacientes acometidos por mucopolissacaridose, um grupo de desordens metabdlicas
hereditarias que resultam em deficiéncia de enzimas responsaveis pelo catabolismo dos
GAGs (WRAIT, 1995).

Os métodos mais descritos para identificacdo e quantificacdo de GAGs urinarios
incluem eletroforese e cromatografia (LEE et al., 2003, PEREIRA et al., 2004 e VIEIRA
et al., 2005) e os métodos colorimétricos que utilizam como corantes Azure A e B sem
precipitagdo (THUY & NYHAN, 1992 e ERTURK et al., 2002) ou com precipitagdo com
cloridrato de cetilpiridinium (DIAL et al., 1997), Alcian Blue (GOLD, 1981 e DE JONG et
al., 1994) e azul de dimetilmetileno sem precipitacdo (FARNDALE et al., 1986,
TEMPLETON, 1988, BUFFINGTON et al., 1996, MITSUHASHI et al., 1993, DE JONG
et al., 1993, DE JONG et al., 1994 e GRANT et al., 2006), ou com precipitagdo com
cloridrato de cetilpiridinium (PANIN et al., 1986 e CENGIZ et al., 2005).

Em relagdo ao Alcian Blue (AB), resultados contraditorios tém sido encontrados.
GOLD (1981) relata que o método com AB é rapido, conveniente e reprodutivel. Ja
THUY & NYHAN (1992), acreditam que a técnica com AB néo é sensivel o suficiente; a
solucéo de corante € muito acida e ha influéncia de outras glicoproteinas. DE JONG et
al. (1994) compararam os métodos que utilizam azul de dimetilmetileno (DMB) e AB e
concluiram que o primeiro fornece resultados com mais sensibilidade e especificidade.
Em estudo realizado por MABE et al. (2004), o teste com DMB foi capaz de detectar
100% dos casos de mucopolissacaridose em humanos.
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MITSUHASHI et al. (1993) compararam as curvas de concentragdo versus
absorbancia para o SC e o sulfato de heparana em método que utiliza DMB. Esses
autores verificaram que o comportamento desses GAGs sulfatados € muito semelhante,
0 que mostra que o DMB nao discrimina os tipos de GAGs. Segundo FARNDALE et al.
(1986), o sulfato de queratana e de dermatana sdo mensurados juntamente com o SC
e, para a individualizacdo dos GAGs, é necessario uso de liases polissacaridicas. Como
o SC corresponde a 80% dos GAGs urinarios totais em humanos adultos e a 92% em
criangas (MICHELACCI et al., 1989) e predomina na urina de felinos (PEREIRA et al.,
2004), é utilizado como padrao para GAGs sulfatados totais em estudos colorimétricos.

Para THUY & NYHAN (1992) e GRANT et al. (2006), discrepancias entre os
estudos colorimétricos podem ocorrer devido a variagcbes no preparo das solucdes
tamponantes, diferencas entre os comprimentos de onda para as leituras e possivel
interferéncia de substancias presentes.

WHITLEY et al. (1989) exploraram a sensibiidade do DMB para GAGs
sulfatados na urina de pacientes com mucopolissacaridose. Segundo os autores, o
método direto com DMB é tecnicamente simples, rapido e barato, ndo sofre
interferéncia da albumina, além da necessidade de menos de 0,1mL de urina para o
teste, o que o torna bastante apropriado para pacientes neonatos.

Os principais GAGs encontrados na superficie do epitélio vesical de humanos
sao os sulfatos de condroitina e de heparana e mais profundamente predominam acido
hialurénico e sulfatos de heparana e dermatana (HURST et al., 1987).

Com a finalidade de selecionar um método eficiente, rapido e com custo baixo
para quantificar GAGs sulfatados totais na urina de gatos, foram testados quatro

métodos colorimétricos.

Material e Métodos

Para a dosagem de glicosaminoglicanos em urina de felinos, foram testados os
métodos relatados por THUY & NYHAN (1992), BUFFINGTON et al. (1996), BARBOSA
et al. (2003) e GRANT et al. (2006), conforme descrigao que se segue.
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Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Enzimologia Aplicada do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Julio de
Mesquita Filho, UNESP Jaboticabal, sob a supervisao do Prof. Dr. Jodo Martins Pizauro
Junior. Para a execucgdo de todos os ensaios foram utilizados tubos plasticos e agua
Milli Q e as leituras de absorbéancia foram realizadas em espectrofotometro Hitachi U-
2000".

Determinagcao de GAGs em amostras de urina com utilizagcao dos corantes
Azure A e Azure B (THUY & NYHAN, 1992)

Os autores propuseram a quantificagao de GAGs em urina de humanos sadios e

de pacientes pediatricos acometidos por mucopolissacaridose pela utilizagdo de ligagéao

com reagente composto pelos corantes Azure A e Azure B.

PROTOCOLO

solugdo estoque | 100mg de Azure A* e 100mg de Azure B°em 1,0L de agua

solugao estoque diluida em 1:10 (estavel por uma semana, sob

solugao de trabalho temperatura ambiente, em frasco plastico)

branco 2,7mL da solugdo de trabalho + 0,3mL de agua

2,7mL da solugao de trabalho + solugdo de SCC? em

padrao concentragdes 0 a 20ug + agua g.s.p. 3mL

teste 1 2,7mL da solucédo de trabalho + 50uL de urina + agua q.s.p. 3mL
2,7mL da solucédo de trabalho + 100pL de urina + agua q.s.p.

teste 2 3mL

' Hitachi Ltd, Tokyo
% Sigma Chemicals Co, St Louis, MO
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MODIFICAGOES TESTADAS

Azure A e B diluidos separadamente - Azure A diluido em 60mL e o Azure B em 20mL.
A seguir, as solugdes foram misturadas, o volume final foi completado para 100mL

Solugédo estoque contendo 182mg de Azure A e 118mg de Azure B, correspondendo a
100mg do principio ativo de cada corante (solugdo estoque corrigida)

Variagdes de concentragéo da solugéo de trabalho (1:9, 1:10, 1:11, 1:12 e 1:14), feitas
a partir da solugao estoque e da solugéo estoque corrigida

Variagbes dos volumes dos reagentes nas solugdes para branco, padréo e testes

Concentragao (10x) de SCC em solugao, por meio de precipitagdo com etanol gelado
ou acido tricloroacético 10% (TCA) e ressuspensdo em volume menor de agua

Descanso da solugdo padrdo sob temperatura constante (37°C) por 12 horas

Para afericdo da sensibilidade do método original ou modificado, apds obtengao
de uma curva padrao, foram testadas urinas de humanos além de urina de felinos.
Também foram analisadas amostras de urina de felinos enriquecidas pela adi¢ao de
SCC, com a finalidade de ter controle sobre a recuperacdo. Neste caso, o volume da

solugao de trabalho foi reduzido para 164 L.

Determinagao de GAGs sulfatados em amostras de urina com utilizagao do

corante Azul de dimetilmetileno

Os métodos que utilizam azul de dimetilmetileno (DMB) diferenciam-se pela
forma de preparo dos corantes. BUFFINGTON et al. (1996) utilizaram o formato sddico
como tampéo, ja BARBOSA et al. (2003) realizaram o protocolo com uso de duas
solugdes contendo guanidina, enquanto GRANT et al. (2006) quantificaram GAGs pelo
uso de padrao de sulfato de condroitina com DMB em tamp&o acetato sodico.

Método descrito por BUFFINGTON et al. (1996)

O método utilizado pelos autores empregou o SCC como padrdo para
quantificacdo de GAGs em urina de felinos sadios e acometidos por cistite intersticial.
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16mg de DMB + 5mL de etanol 95%, diluidos em 1L de tamp&o

reagente formato sodico (2g de formato sédico e 2mL de acido férmicol/L,
em pH 3,5).
branco 2,5mL de reagente + 250uL de agua
padréo 2,5mL de reagente + solugdo de SCC? em concentracdes 0 a
10ug + agua q.s.p. 250uL
teste 2,5mL de reagente + 250yl de urina

Método descrito por BARBOSA et al. (2003)

Neste método, os autores quantificaram GAGs urinarios provenientes de tecidos

musculares e pele de ratos previamente tratados com proteinase k.

PROTOCOLO

solucéo
complexadora

16mg de DMB? + 25mL etanol 5% filtrados em papel. A esta
solucéo, adicao de 100mL de hidrocloridrato de guanidina3 ™ +
1g de formato sodico + 1mL de acido férmico 98% + agua q.s.p
500mL

solucéo
descomplexadora

50mM de tampéo acetato sédico (pH 6,8) + 10% de propanol-1
em hidrocloridrato de guanidina para concentracdo final de 4M

padrao

1mL da solugédo complexadora + 1 a 5ug de SCC — precipitagcédo
e adicado de 1mL de solugao descomplexadora

teste

1mL da solugdo complexadora + amostra bioldgica —
precipitacdo e adicdo de 1TmL de solugdo descomplexadora

Método descrito por GRANT et al. (2006)

O método utilizado pelos autores empregou o SCC como padrdo para

quantificacdo de GAGs urinarios de caes sadios.

3 AMRESCO, Cleveland, OH
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PROTOCOLO

11mg de DMB? + 1L de tamp&o acetato sédico 0,05M em pH

reagente 4,75 (estavel a temperatura ambiente em recipiente escuro por
até um més)
branco 2,5mL de reagente + 250uL de agua

2,5mL de reagente + solugdo de SCC? em concentracdes 0 a

padrao 35ug + agua qg.s.p. 250uL

teste 2,5mL de reagente + 250yl de urina

MODIFICAGOES TESTADAS

Variagcédo do volume de urina do teste

Dosagens de SCC do padréo e do teste imediatamente apds a homogeneizagéo da
amostra e em tempos sequenciais que nao excederam 12 minutos do preparo das
amostras

Para a padronizagdo do método, também foi investigada a necessidade de
centrifugagdo da urina de felino antes da dosagem do SCC. As amostras foram
centrifugadas a 1500rpm e a 14000rpm, durante cinco minutos, antes do preparo do
teste.

Resultados

Corantes Azure A e Azure B (THUY & NYHAN, 1992)

O espectro de absorcdo da solugcdo de corantes de Azure A e B foi obtido na
auséncia e na presenca de 5ug de SCC (Figura 1). Os resultados mostraram que o
comprimento de onda que apresentou melhor absorgcido situou-se na faixa entre 601 e
640nm. Apesar de o espectro obtido apresentar perfil diferente daquele obtido por
THUY & NYHAN (1992), escolheu-se 610nm devido ao fato dos autores afirmarem que
o meétodo apresentava boa sensibilidade e linearidade nesse comprimento de onda.
Entretanto, conforme pode ser observado na Figura 2, a representagéo de absorbéancia

versus concentracdo nao foi linear e, de acordo com a equacao da reta apresentada, o
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b é negativo (b= -0,1666), sugerindo que em concentragdes baixas esse método n&o

possui sensibilidade para detectar a presenga de SCC na urina.

2,200
61Qnm

ABS

0,000 T T T T T
nm 520 560 600 640 680

Figura 1 - Espectro de absor¢ao do corante composto por Azure
A e B, (A) na auséncia e (B) na presenga de 5ug de

SCC.
1,2 -
y = 0,0456x - 0,1666 .
0,8 -
a i
Q 04
<
O;ﬂ"\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
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Figura 2 — Representagao grafica da concentragéo de SSC
versus absorbancia utilizando o corante composto por

Azure A e B, sob leitura a 610nm.

Comportamento semelhante ao mostrado na Figura 2 foi observado quando as

solucdes dos corantes Azure A e B foram preparadas separadamente e diluidas na

proporgao recomendada pelos autores.
Como os autores do método n&o explicitaram se para as quantidades dos

regentes Azure A e B foram considerados os pesos dos produtos ou dos principios
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ativos puros, o método também foi testado com preparo de solugdo estoque corrigida.
Este procedimento ndo modificou os resultados previamente obtidos.

Dentre as diluicbes testadas para a solugcido de trabalho, preparadas a partir da
solugado estoque e da solugao estoque corrigida, os resultados melhores foram obtidos
com as diluicdes 1:9 e 1:14. Houve melhora da sensibilidade para concentragdes baixas
sem, no entanto, melhorar a linearidade da curva para ambas as solugdes (Figura 3).

1,2 1
16 .
1,2 .08 - -
2 . . g
0 0,8 - - 2
S - 0.4
. _ -1:9
0.4 1 ; 1:14 . -
- 0 \i T T T T T T T T 1
0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ! 01 2 4 6 8 10 12 15
0 1 2 4 6 8 10 12 15 .
scc
A
Figura3-  Curva padréo para o SCC com corante composto por Azure A e B, sob leitura a 610nm, com

solugdo de corantes diluida a (=) 1:9 e (m) 1:14 para a solugado de trabalho proveniente de (A)
solugdo estoque e (B) solugéo estoque corrigida.

A adi¢cdo de SCC na urina de felino e sua recuperacao utilizando volume de
solugdo de corantes diferente do recomendado pelos autores mostrou valores nao
proporcionais (Tabela 1).

No que se refere as amostras preparadas com urina de felino e de humano para
a quantificagdo de SCC, as leituras foram muito baixas, o que poderia explicar a
obtencdo de resultados desproporcionais (Tabelas 2 e 3). O aumento do volume de
urina acarretou em alteragao da cor do meio de reacéo, interferindo assim na dosagem
do SCC urinario. Nesse sentido, outra estratégia realizada foi a precipitagdo de SCC,
presente na amostra contendo o referido padrao ou urina, com etanol gelado e sua
solubilizacdo em volume menor. Tal procedimento também n&o resolveu o problema
devido a baixa recuperacao de SCC no precipitado e a obtencao de leituras baixas,
conforme exemplifica a Tabela 4.
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Tabela1- Dosagem de SCC adicionado a urina de felino, com corante composto por Azure A e B,
sob leitura a 610nm.

T seC o) Ui A _iatnss LERE a0
0 836 1,693 0,080
164 4 1000 816 1,773 1,644 0,129
8 796 1,583 0,190

Tabela 2 - Testes com diferentes volumes de urina de felino com uso de reagentes Azure A e B, sob
leitura a 610 nm.

Urina (uL)  Agua (uL)  Leitura do branco (A) Leitura da amostra (A) AODs1o
110 40 1,712 0,021

150 0 1,733 1,708 0.025

Tabela 3- Testes com diferentes volumes de urina humana com uso de corantes Azure A e B, sob
leitura a 610 nm.
Urina (uL)  Agua (uL)  Leitura do branco (A) Leitura da amostra (A) AODg1o
50 100 1,757 0,050

100 50 1,807 1,671 0.136

Tabela 4 - Padrao de SCC (1ug/5uL) e urina de felino com corantes Azure A e B, tratadas com etanol,
sob leitura a 610nm.

Amostra Volume da Volume de Leitura do Leitura da AOD
amostra (ulL) etanol (uL)  branco (A) amostra (A) 610
urina 400 1200 1678 1,666 0,012
SCC 400 1200 ’ 1,729 -0,051

A ultima modificacdo realizada foi a avaliagdo do efeito do tempo de incubacgao
dos reagentes com o SCC e da temperatura, na qual ndo se evidenciou diferenca
significativa entre as curvas (Figura 4).
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Figura4 -  Curva padrdao de SCC com solugéo de corantes composta

por Azure A e B, sob leitura a 610nm, para avaliagao da
influéncia do tempo e da temperatura.

Apesar das tentativas, o método nao se mostrou adequado para a determinagao
de SCC na urina de felinos ou humanos. Outro fato que contribuiu para a procura de
outros métodos foi a informagao dada por um dos autores de que o método havia sido

abandonado em seu laboratério.

Corante DMB

Método descrito por BUFFINGTON et al. (1996)

O corante foi preparado de acordo com a metodologia proposta pelos autores e o
espectro de absorgao foi obtido na auséncia e na presenga de 20ug de SCC, conforme
representado na Figura 5. Na auséncia de SCC, o pico de absorg¢ao ocorreu a 643nm
(leitura de absorbéancia - A - de 0,920). Na presenga de 20ug de SCC houve pico a
523nm (leitura de 0,573). A escolha do comprimento de onda baseou-se na intersecao
entre as curvas, que ocorreu a 543nm e, assim, estabeleceu-se 540nm como adequado

para os estudos subsequentes.
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Figura5- Espectro de absorgédo para o DMB em tampéo formato
sodico, na auséncia (A) e presenga (B) de 20ug de SCC

Os resultados obtidos do estudo do efeito da concentracdo de SCC sobre a
absorbancia mostraram que o valor maximo de AOD foi muito baixo (para 10ug de
SCC, A de 0,117). Além disso, a curva padrdo mostrou-se linear somente até 4ug de
SCC (Figura 6), fatos que sugeriram que o método nao apresentou sensibilidade

adequada para a realizacao das quantificagdes.

0,15 -
0,1 7 .
D‘-O *
O 0,05 -
< Z
0 : : :
0051 2 4 6 10
SCC (H9)

Figura6- Curva padrao de SCC com corante DMB em tampao
formato sddico, sob leitura a 540nm.
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Método descrito por BARBOSA et al. (2003)

O espectro de absorgcédo da solugdo complexadora de corantes revelou pico de
absor¢cdo a 650nm (A de 0,892) e platd entre 530 e 570nm (leituras entre 0,486 e
0,556), como mostra a Figura 7A. A solugdo descomplexadora de corantes mostrou
platd entre 520 e 560nm (leituras entre 0,486 e 0,546), como se encontra na Figura 7B.
Na presenca de padrdo com 4ug de SCC, houve pico a 654nm (leitura de 1,973) e
platdés de 610 a 630nm (leituras entre 1,568 e 1,568) e de 520 a 560nm (leituras entre
0,266 e 0,375), conforme pode ser visualizado na Figura 7C. O comprimento de onda
escolhido para as leituras foi de 535nm devido aos platdés semelhantes entre os trés
espectros de absorcéo avaliados.

Entretanto, apds centrifugacdo da amostra contendo a solugdo complexadora e
SCC, etapa essencial para retirada do corante ndo ligado, o precipitado colorido
formado nao era estavel e, ao ser descartado o sobrenadante, era facilmente perdido, o

que prejudicou a precisdo do método.
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Figura7 -  Representagao grafica do espectro de absorgédo para (A)

solugdo complexadora de corantes, (B) solugdo
descomplexadora e (C) padrdo com 4ug de SCC.

A fim de investigar a recuperagcdo do complexo formado, foram utilizadas duas
concentragbes diferentes de SCC. As leituras obtidas a 535nm ndo foram
proporcionais, 0 que mostrou a inadequagao do método (Tabela 5).
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Tabela 5- Padrdo com SCC (1ug/20uL), sob leitura a 535nm, utilizando solugdo complexadora /
descomplexadora.

SCC (Mg) Leitura do branco (A) Leitura da amostra (A) AODs35
3 0,292 0,191
5 0,483 0,288 0,195

Método descrito por GRANT et al. (2006)

A solucao de corante DMB preparada em tampao acetato de sodio foi submetida
a analise do espectro de absor¢do na auséncia e na presenga de 4ug de SCC, como
representado na Figura 8. Para ambas as situagdes, houve maior pico de absorgao a
648nm (A de 0,712 na auséncia e de 0,536 na presenca de SCC) e outro menor a
590nm (A de 0,629 na auséncia e de 0,462 na presencga de 4ug SCC). O comprimento

de onda escolhido para as analises subsequentes foi o0 de 648nm.

1,100

ABS

-0,010 T T T T T
nm 520 560 600 640 680
Figura 8 - Espectro de absor¢do da solugdo de corante DMB em
tampé&o acetato sédico na auséncia (A) e presencga (B)
de padrdo com 4pug de SCC.

O estudo do efeito da concentracdo do SCC sobre a absorbancia mostrou
linearidade e sensibilidade adequadas para concentragbes de 0 a 15ug (Figura 9A),
com coeficiente de correlagéo (R?) de 0,9977.
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Figura9-  Representagao grafica da curva padrdo do SCC com

corante DMB em tampao acetato sddico, sob leitura a
648nm, de 0 a 15ug de SCC.

Para avaliar a necessidade de centrifugagdo da urina para as analises, foram

testadas amostras na forma n&o tratada e centrifugada (Tabela 6). Nao houve diferencga

significativa entre as leituras das urinas sob os diferentes tratamentos. Assim,

empregou-se como padrao a urina nao tratada.

Tabela 6 -

Quantificagdo de SCC em teste contendo urina de felino, com corante DMB em tampao
acetato sodico. Tratamentos - nenhum, centrifugagdo a 1500rpm por 5 minutos e a
14000rpm por 5 minutos, sob leitura a 648nm.

Volume de Leiturado Leitura da

Tratamento urina (L) _ branco (A) amostra (&) AODs#
I
Centrifugagdo a 1500rpm por 5 min 15205 0,651 833; 8312
Centrifugacéo a 14000rpm por 5 min 15205 8338 8%8?

Para determinar o volume de urina a ser empregado nas mensuragdes, foram

utilizados volumes crescentes de urina de felino e verificou-se que ha linearidade

somente entre 20 e 50uL (Figura 10), o que sugere que, a partir desse volume, a cor da

urina interfere no método.
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Figura 10 - Variagdes de densidade optica de testes com diferentes

volumes de urina de felino com corante DMB em tampéo
acetato de sodio, sob leitura imediata a 648nm.

A estabilidade do complexo formado entre o GAG e o corante, avaliada pela
leitura de absorbéncia entre 0 a 12 minutos apdés a homogeneizacdo do meio de

reacao, pode ser visualizada na Figura 11, que mostra que a leitura das amostras deve

ser imediata.
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AODggs (X10°)

Figura 11 -
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Representacao grafica dos tempos de leitura, a 648nm,
de teste com urina de felino, com corante DMB em

tampao acetato sodico.
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Discussao

Dentre os GAGs presentes no organismo, as formas sulfatadas encontradas na
urina (sulfatos de heparana, dermatana, queratana e de condroitina A e C), podem ser
mensuradas, tanto para estudo de doencgas sistémicas como do préprio trato urinario.
Métodos quantitativos colorimétricos distintos tém sido propostos, tais como os
descritos por THUY & NYHAN (1992), BUFFINGTON et al. (1996), BARBOSA et al.
(2003) e GRANT et al. (2006). A sucesséo de publicagbes de métodos diferentes é
sugestiva de que os pesquisadores interessados pela dosagem de GAGs ainda estéo
em busca de um método com as caracteristicas ideais, ou seja, sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, facilidade de execug¢ao e custo baixo. Assim, ainda
nao existe um método definitivo, mas os resultados relativos as aplicacbes testadas
parecem ser suficientemente satisfatérios para dar continuidade a esta metodologia.

THUY & NYHAN (1992) quantificaram GAGs urinarios de pacientes pediatricos
acometidos por mucopolissacaridose. Para este fim, propuseram teste com corante
composto por Azure A e B e o compararam a outros que empregam os corantes AB e
DMB. A técnica testada com AB ndo foi sensivel o suficiente e, embora o método do
DMB tenha sido considerado melhor, sua sensibilidade limitou-se ao intervalo de 1 a
6ug de GAGs. Segundo os autores, a técnica proposta com os corantes Azure A e B
utiliza 50 ou 100uL de urina e a curva padréo apresenta fungéo linear de 1 a 20ug de
GAGs sob leitura a 610nm. No presente estudo, os ensaios realizados para a
reproducao da técnica proposta mostraram resultados discrepantes dos publicados. As
leituras foram obtidas a 610nm, comprimento de onda escolhido devido ao fato de que,
segundo os autores, seria a faixa de melhor linearidade. Entretanto, neste trabalho, o
comportamento da curva padrao nao foi linear e, para concentracdes baixas de SCC, o
método ndo mostrou sensibilidade adequada. Além disso, modificagcdes na técnica e
tentativa de recuperacdo de SCC no meio de reagao foram ineficientes e levaram a
valores n&o proporcionais. Em busca de informagdes que viabilizassem o estudo, foi
feito contato com um dos autores, que informou que o referido método fora abandonado

pelo laboratorio de origem.
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Em estudo conduzido por BUFFINGTON et al. (1996), a quantificacédo de GAGs
sulfatados em urina de felinos foi realizada com emprego do corante DMB em tampé&o
formato sddico e o SCC foi utilizado como padrdo. Segundo os autores, o método n&o é
influenciado por concentragdes urinarias de farmacos como os antibiéticos e a técnica é
sensivel para menos de 0,4mg/dL de SC, o que corresponderia a 10ug no meio de
reacdo. No presente trabalho, os estudos referentes a este método mostraram que a
curva padrao obtida apresentou leituras extremamente baixas e sensibilidade somente
até 4ug de SCC, o que impossibilitou a reprodugado do metodo conforme proposto.

BARBOSA et al. (2003) realizaram mensuracao direta de GAGs sulfatados em
amostras musculares, cutdneas e provenientes de cultivo celular mioblastico. O
procedimento envolveu isolamento de precipitado insoluvel e estavel gerado apoés
complexacao entre GAG e corante com DMB, o que, segundo os autores, melhorou a
linearidade, acuracia e especificidade do método colorimétrico. O espectro de absorcao
para a solugdo complexadora de corantes mostrou pico a 600nm e 650nm (A de
aproximadamente 0,85 e 1,30, respectivamente) e, para meio de reagdo contendo 5ug
de SC, houve um pico a 656nm e outro a 610nm (A de aproximadamente 1,30 e 0,65,
respectivamente). Na presente pesquisa, a solugdo complexadora de corantes revelou
pico de absorgédo a 650nm (A de 0,892) e, havendo 4ug de SCC no meio, a 654nm (A
de 1,973). Porém, apesar dos resultados obtidos terem sido semelhantes aos relatados
pelos autores, verificou-se comprometimento da reprodutibilidade do método e da
acuracia dos resultados. A etapa de descarte do sobrenadante subsequente a
centrifugagéo, requerida para retirada do corante n&o ligado, fez com que o precipitado
fosse perdido facilmente. As varias tentativas de estabilizagdo do complexo formado e
da recuperacédo de SCC foram improdutivas e, finalmente, o referido método foi dado
como inapropriado para as quantificacées desejadas.

Recentemente, GRANT et al. (2006) mensuraram glicosaminoglicanos urinarios
de cades adultos sadios por meio de teste colorimétrico com DMB em tampéao acetato
sddico e padrdo com SCC. A técnica foi uma adaptacdo do método desenvolvido por
MITSUHASHI et al. (1993) para humanos e, segundo esses autores, ndo ha
interferéncia de proteinuria, problema comum encontrado em outros métodos com

DMB, como os que utilizam o tampao fosfato sédico. Do mesmo modo, para o presente
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estudo feito com urina de gatos, foram feitas algumas adaptagdes. Embora GRANT et
al. (2006) tenham utilizado urina centrifugada para a quantificagdo de SCC urinario, na
presente pesquisa a centrifugagdo das amostras de urina ndo modificou a resposta dos
testes. De acordo com DE JONG et al. (1989) e MITSUHASHI et al. (1993), a urina ndo
necessita de tratamento prévio para mensuragdes realizadas com DMB.

Outra modificagao foi relacionada ao volume da amostra de urina para os testes,
uma vez que se observou, na primeira oportunidade, mudanca do espectro de cor (de
azul para cinza esverdeado) com a adigdo de urina. O DMB possui propriedade de
metacromasia, ou seja, o corante mostra coloracdo azul na auséncia de GAGs
sulfatados e torna-se réseo na presenga dessas substancias (TEMPLETON, 1988).
Quando da realizacdo dos procedimentos para a curva padrédo, foram observados,
claramente, os gradientes de conversdo de azul para rosa, o que permitiu a conclusao
de que os pigmentos da urina poderiam ser a causa da tonalidade verde. No ensaio
desenvolvido por GRANT et al. (2006) foram empregados 250uL, entdo se optou por
testar volumes menores de urina de felino, sem alteracdo do volume total da solugéo.
Os resultados revelaram linearidade somente para os volumes de 20 a 50uL de urina.
Assim, no presente estudo, foram empregados 30uL. Sobre este aspecto, outros pontos
devem ser salientados. Os gatos podem apresentar urina t&do diluida (50mOsm/kg)
quanto as de cdes ou de humanos, mas, comumente, sua urina € bem mais
concentrada. A osmolalidade da urina de gatos pode atingir valores superiores a
3200mOsm/kg, enquanto a de cades chega a 2700mOsm/kg e a de humanos nao
ultrapassa 1500mosm/kg (OSBORNE et al., 1995). A coloragdo normal da urina é dada
pela presengca de pigmentos representados, principalmente, pelo urocromo e pela
urobilina. Quanto maior for a concentragdo da urina, maior sera a quantidade destes
pigmentos. Sabidamente, conforme a intensidade da cor da urina podem ocorrer graus
variados de interferéncia com os resultados dos testes colorimétricos (OSBORNE et al.,
1995).

A curva obtida por GRANT et al. (2006), sob leitura a 520nm, mostrou linearidade
entre 0 e 7,5mg/dL de SCC, que corresponde a 18,75ug no meio de reagao, além de R?
> 0,98. No presente trabalho, observou-se linearidade entre 0 e 15ug de SCC e R? =

0,9977. Com relacédo ao espectro de absor¢do do corante, houve um pico a 648nm e
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outro a 590nm. Esses achados corroboram os dados de TEMPLETON (1988) que,
estudando as propriedades de absor¢cdo do DMB em reagcdo com GAGs sulfatados,
encontrou espectro de absor¢do para o corante com picos a 648nm e a 593nm,
havendo ou ndo SC na solucéo.

Embora GRANT et al. (2006) tenham realizado leitura do meio de reagdo um
minuto apds a homogeneizagdo, na presente pesquisa, observou-se que decorridos 30
segundos, houve queda evidente de densidade Optica. De fato, FARNDALE et al.
(1986) apontaram que o complexo entre GAG e DMB pode precipitar rapidamente
(perda de aproximadamente 4% do complexo em um minuto), 0 que exige que as
amostras sejam lidas nos primeiros 15 segundos apos o preparo. Assim, utilizou-se
como padrdo para este estudo a leitura imediata apés homogeneizagdo do meio de
reacdo. Além disso, neste estudo foi utilizado material de plastico descartavel, conforme
recomendado por FARNDALE et al. (1986), uma vez que o complexo entre GAG e DMB
tende a aderir as paredes dos tubos.
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Conclusoes

1.

Dos métodos colorimétricos testados para a mensuracao de GAGs urinarios de
felinos, o unico que se mostrou adequado, apos algumas modificagbes, foi o
descrito por GRANT et al. (2006), que emprega o corante DMB;

as modificagdes consistiram de (a) redugédo do volume de urina de 250uL para
30uL com adigdo de 220uL de agua, (b) alteragdo do intervalo entre a
preparagao da solucio teste e a leitura, que era de 1 minuto e foi eliminado,
passando-se para leitura imediata, e (c) dispensa da centrifugacdo das amostras
de urina, que quando provenientes de gatos sadios, sdo limpidas; e

assim, o método descrito neste trabalho, dadas suas caracteristicas técnicas,
facilidade de execucgao e custo baixo, pode ser indicado para dosagem de GAGs
fosfatados totais em amostras de urina de gatos.
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CAPITULO 3 - AVALIAGAO DA EXCREGAO URINARIA DE
GLICOSAMINOGLICANOS EM FELINOS EM CRESCIMENTO

Resumo - Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo mucopolissacarideos eliminados
normalmente na urina. Varios autores sugerem que uma de suas fung¢des seja de
protecdo ao epitélio vesical. Sua excregdo urinaria apresenta-se modificada em
algumas doencgas, como a cistite intersticial, de fisiopatogenia ainda ndo esclarecida e
que acomete principalmente humanos e felinos. Os gatos tém sido considerados o
melhor modelo para estudo da cistite intersticial. Esta pesquisa visou a contribuir com
informagbes a respeito da excregcdo urinaria de GAGs em felinos sadios em
crescimento. Foram avaliados doze gatos, incluindo sete machos e cinco fémeas, dos
30 aos 114 dias de vida, dos quais foram coletadas amostras de urina a cada 28 dias
para quantificacdo de GAGs sulfatados totais. Para as mensuragdes, foi empregado o
método de GRANT et al. (2006) com adaptacdes realizadas neste estudo. A excregéo
urinaria de GAG sulfatado n&o foi influenciada pelo sexo, mas foi modificada pelo fator
idade. Os valores foram significativamente mais altos aos 30 e aos 58 dias de idade em
relagdo aos observados para as idades subsequentes (86 e 114 dias), revelando
declinio das quantidades desta substancia na urina de felinos desta faixa etaria.

Palavras-chave - felinos, crescimento, urina, glicosaminoglicanos, sulfato de

condroitina C.
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Introducgao

Os glicosaminoglicanos (GAGs), macromoléculas extracelulares de natureza
mucopolissacaridica, estdo presentes em todo o organismo e sdo excretados
normalmente na urina. Os principais GAGs incluem o acido hialurénico, a heparina, os
sulfatos de condroitina A e C, de queratana, heparana e dermatana (ALBERTS et al.,
1997).

Os GAGs tém a propriedade de atrair ions sédio e, consequentemente,
moléculas de agua, dando origem a uma camada de gel (ALBERTS et al., 1997).
Segundo HURST et al. (1987) e PARSONS et al. (1990), essa camada pode ter papel
importante para manter a impermeabilidade do urotélio as moléculas presentes na
urina. A penetragdo de substancias, em decorréncia de defeitos na camada de gel
protetora, poderia causar lesdo tecidual e liberacdo local de neurotransmissores e
mediadores inflamatorios (PARSONS et al., 1990).

Diversos estudos com seres humanos mostraram alteragdes na excregcao
urinaria de GAGs em pacientes com cistite intersticial (HURST et al., 1993, HURST et
al., 1996 e ERICKSON et al., 1997), infecgdo de trato urinario (CENGIZ et al., 2005),
carcinoma vesical (HENNESSEY et al., 1981, ATAHAN et al., 1996 e PASSEROTTI et
al., 2006) e renal (SARICA et al., 1997), urolitiase vesical (ERTURK et al., 2002 e
AKCAY et al., 1999) e renal (TSUJIHATA et al., 2001 e TSUJIHATA et al., 2006),
enurese noturna isolada ou combinada a incontinéncia urinaria diurna (FERRARA et al.,
2000), glomerulonefrite cronica (DE MURO et al., 2005) e amiloidose renal (TENCER et
al., 1997). Os gatos s&o vitimados por muitas doencgas do trato urinario inferior e a
cistite intersticial (Cl) € um problema grave e muito comum. BUFFINGTON et al. (1996)
avaliaram felinos e verificaram diminuigdo do SCC em amostras de urina de gatos com
Cl em relagdo a gatos normais e apontaram as anormalidades de sintese, retengédo ou
inativagdo do GAG na superficie vesical como causa de sua reducéo na urina.

ERTURK et al. (2002) acreditam que incidéncia baixa de urolitiase em pacientes
pediatricos pode estar associada as concentragbes mais altas de GAGs urinarios em
criangas do que em adultos, fato bem documentado na literatura. Contudo, LEE et al.

(2003), estudando individuos normais com 7 a 60 anos de idade, observaram que
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independentemente do sexo, as concentragcdes urinarias de GAGs parecem ser baixas
na infancia, aumentam alcangando pico maximo na adolescéncia (10 a 19 anos de
idade), apdés a qual ha diminuicdo seguida por valores constantes com o passar da
idade. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que, com a idade, ocorre reducao
significativa da proporgao de sulfato de condroitina em relagdo aos GAGs totais. VIEIRA
et al. (2005) avaliaram a excreg¢ao urinaria de GAGs em cavalos e observaram que os
tipos mais comuns sao os sulfatos de condroitina, de dermatana e de heparana. Além
disso, 0os animais mais jovens apresentaram concentragdo maior de GAGs totais em
relacdo aos adultos, achado semelhante aos observados para as espécies humana e
felina.

A exemplo do que ja foi descrito para seres humanos, os felinos podem
apresentar modificagbes fisiologicas da concentragao urinaria de GAGs em fungao da
idade. O objetivo deste estudo foi quantificar a excre¢do urinaria de GAGs sulfatados
em felinos em crescimento, durante o periodo compreendido entre os 30 e 114 dias de
idade.

Material e Métodos

Animais

Foram avaliados 12 felinos sem raga definida, em fase de crescimento (trés
ninhadas de 2, 3 e 7 filhotes, totalizando 7 machos e 5 fémeas), dos 30 aos 114 dias de
idade. Os animais nasceram no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Unesp de Jaboticabal, para onde as maes foram
levadas antes do parto.

Manejo e alimentacao

Maes e filhotes foram mantidos em gaiolas de aco inoxidavel com 1m® de espaco

disponivel, onde havia caixa de papeléo, potes com agua e ragao, e caixa sanitaria.
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Os filhotes foram mantidos com suas respectivas maes até o desmame. Durante
0os momentos reservados para limpeza das gaiolas, os gatinhos eram soltos para
permitir diversdo e socializagdo. De acordo com a época do desmame e a afinidade
entre os filhotes, eles foram reagrupados aos pares.

A alimentacdo foi feita com ragdo comercial para filhotes felinos com 34% de

proteina.
Coleta de material

Foram coletadas amostras de urina dos felinos aos 30, 58, 86 e 114 dias de
idade, totalizando 4 coletas. Para tanto, a micgcao era estimulada por meio de expressao
manual da bexiga, no periodo compreendido entre 17:00h e 19:00h, que era estendido
até 22:00 h quando algum animal apresentava a bexiga vazia.

Foram aproveitadas as urinas do jato médio coletadas em frascos estéreis
(coletores universais). Apos a homogeneizagdo, as amostras foram armazenadas em
dois criotubos estéreis com anel de vedacao e capacidade para 1,5mL. O primeiro
criotubo foi armazenado a -20°C e destinou-se a dosagem de creatinina urinaria. O

segundo foi conservado a -70°C para a quantificacdo de GAG.
Dosagem de creatinina urinaria

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Nefrologia e Urologia do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias Julio de Mesquita Filho, Unesp de Jaboticabal. Para a quantificagcdo de
creatinina urindria, utilizou-se o kit creatinina k*. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro modelo LabQuest*. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata para maior confiabilidade.

* LABTEST Diagnostica, S. A., Lagoa Santa, MG
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Dosagem de glicosaminoglicano urinario

Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Enzimologia Aplicada do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Julio de
Mesquita Filho, Unesp Jaboticabal, sob a supervisdo do Prof. Dr. Jodo Martins Pizauro
Junior.

Para as quantificagdes, utilizou-se o método descrito por GRANT et al. (2006)
com modificagdes feitas neste estudo.

A solugéo de corante foi composta de 11mg de DMB em 1L de tampé&o acetato
sodico 0,05M em pH 4,75. A solugdo de DMB ¢é estavel a temperatura ambiente (23°C)
em recipiente de plastico escuro por até um més. A curva padrdo contendo SCC? foi
confeccionada em concentragdes finais de 0 a 15ug.

O meio de reacéao, preparado em tubos de plastico, constituiu-se de 2500uL do
corante, 30uL de urina e 220uL de agua. As amostras que apresentaram leitura muito
baixa foram repetidas, utilizando-se no maximo 50uL de urina e 200uL de agua. O
comprimento de onda para as leituras foi de 648nm.

No preparo das solugbes para o ensaio foi usada agua Milli Q e as leituras de
absorbancia foram realizadas a 648nm em espectrofotdmetro Hitachi U-2000".

Analise dos dados

Os resultados da quantificagdo de GAG, obtidos em ug, foram convertidos para
mg/dL e, juntamente com os resultados de creatinina urinaria (em mg/dL) foram
utilizados para obtencéo da razdo glicosaminoglicano:creatinina urinaria (U-GAG/C) dos
felinos, com a finalidade de excluir o efeito dado pelo grau de concentragdo da urina
(FINCO, 2005).

Para analise dos resultados foi empregado o Statistical Analysis System (SAS),
com o Teste de Normalidade de Anderson-Darling, o ANOVA para realizar a analise
estatistica descritiva e o teste de Tukey com confianga de 5% para comparacgéo de
médias dos valores de GAG (mg/dL) e da raz&do U-GAG/C, buscando diferengas para os

fatores sexo e idade de coleta de urina dos felinos.
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Resultados

As médias dos valores obtidos de GAG (mg/dL) e da razdo U-GAG/C encontram-
se nas Tabelas 7 e 8 e na Figura 12. Os valores apresentaram distribuicdo normal e
nao houve diferenga significativa quando se analisaram sexo (P=0,4852 para GAG e P=
0,5941 para U-GAG/C), animal em relagdo ao sexo (P=0,9023 para GAG e P= 0,8174
para U-GAG/C) e interagdo sexo e idade de coleta (P=0,0908 para GAG e P= 0,068
para U-GAG/C). A variavel idade de coleta mostrou diferenga significativa entre as
médias tanto para GAG (P<0,0001) quanto para U-GAG/C (P=0,0004). Para ambas as
variaveis analisadas, as médias dos felinos para a idade de 58 dias revelaram valores

mais altos e, para a idade de 114 dias, foram obtidas as médias mais baixas.

TABELA 7 - Meédias, desvios padrdes e teste de Tukey para os valores de GAG (mg/dL) de 12 felinos
(7 machos e 5 fémeas) avaliados neste estudo, dos 30 aos 114 dias de idade.

Sexo
Idade (dias) Machos Fémeas Média dos sexos
30 33,00 £ 14,10 31,08 *+ 18,69 32,15 + 1521%
58 55,93 + 16,88 72,14 + 13,83 62,68 + 17,39
86 38,64 + 13,25 4426 + 13,59 40,98 + 13,55°
114 29,79 + 7,85 29,03 = 5,79 2948 + 6,98°

* Médias seguidas por letras iguais nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5%.

TABELA 8 - Médias, desvios padrbes e teste de Tukey para os valores de U-GAG/C de 12 felinos (7
machos e 5 fémeas) avaliados neste estudo, dos 30 aos 114 dias de idade.

Sexo
Idade (dias) Machos Fémeas Média dos sexos
30 1,23 + 0,97 0,58 £+ 0,32 0,94 + 0,79%®
58 0,99 + 0,46 1,23 £ 0,49 1,09 + 0,472
86 0,55 £ 0,25 0,74 £ 0,36 0,63 + 0,31
114 049 + 0,25 0,51 + 0,27 0,50 + 0,26°

* Médias seguidas por letras iguais nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5%.
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FIGURA 12 - Representagao grafica de médias e erros padrdes para (A) GAG (mg/dL) e (B) para U-GAG/C,
dos 30 aos 114 dias de idade dos 12 felinos.

Discussao

O estudo dos GAGs vem ganhando importancia na literatura, na medida em que
diversas doengas vém sendo associadas a alteracdo na sua excrecao urinaria. Para
animais, a falta de um método padronizado para a mensuragao dessas substancias e a
escassez de dados que contribuam para o estabelecimento de valores de referéncia,
representam as maiores barreiras. As diferengas de metodologias e resultados
apresentados nas pesquisas, bem como o numero pequeno de publicagdes, dificultam
a elucidacado de doencas que podem estar relacionadas a alteracdo na excregcao de
GAGs. Para determinagao de valores de referéncia, devem ser avaliados os aspectos
gque medeiam a mensuracao dessas substancias.

Segundo FARNDALE et al. (1986), dentre os GAGs quantificados em urina, os
sulfatos de queratana e de dermatana sdo mensurados juntamente com o SC e, de
acordo com esses autores, para a individualizacdo dessas substancias, faz-se
necessario o uso de liases polissacaridicas especificas.

De acordo com MICHELACCI et al. (1989), do total de GAG excretado na urina
de criangas, 92% séo de SC e, em adultos, este valor corresponde a 80%. VIEIRA et al.
(2005) quantificaram GAGs urinarios em cavalos jovens, adultos sadios e acometidos
por osteoartrite e verificaram que o SC prevalece sobre os demais.

No que diz respeito aos gatos, ha poucos estudos, a maior parte deles esta

relacionada a doenga metabdlica mucopolissacaridose e existem poucos trabalhos
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acerca da excrecdo de GAGs relacionada ao trato urinario. PEREIRA et al. (2004)
identificaram os GAGs urinarios de felinos filhotes, adultos sadios e acometidos por
doencas idiopaticas do trato urinario inferior. De acordo com esses autores, o GAG
mais prevalente foi o SC e, para os filhotes de 2.5 a 10 semanas de idade incluidos no
estudo, os teores de SC excretados foram tdo altos que nao foi possivel a sua
separacao do sulfato de dermatana, por eletroforese. Por outro lado, DIAL et al. (1997)
identificaram os GAGs urinarios de filhotes com menos de 12 semanas, idade
compativel a dos felinos avaliados no presente estudo, e verificaram que o SC foi o
unico GAG excretado.

Conforme evidenciado pela literatura, o fato do SC ser o GAG urinario mais
abundante e, uma vez que BUFFINGTON et al. (1996) utilizaram o SCC como
representativo dos GAGs urinarios sulfatados para avaliacao de felinos, tomou-se o
SCC como padrao para as analises pertinentes a esta pesquisa.

A maior parte dos estudos acerca de GAGs urinarios refere-se a humanos. LEE
et al. (2003) avaliaram humanos normais com 7 a 60 anos de idade e observaram que,
independentemente do sexo, as concentracdes urinarias de GAGs parecem ser baixas
na infancia e aumentam alcangando pico maximo na adolescéncia (10 a 19 anos de
idade), apdés a qual ha diminuicdo seguida por valores constantes com o passar da
idade. Além disso, com a idade, ocorre redugao significativa da proporgdo de SC em
relacao aos GAGs totais.

PEREIRA et al. (2004) caracterizaram os GAGs urinarios de felinos filhotes e
adultos atendidos pelo HOVET-USP. Os autores observaram, nos filhotes de 2.5 a 10
meses de vida, queda de GAGs urinarios com a idade, dada principalmente por
diminuicdo do SC. Em adultos de 1 a 17 anos, somente o SC decresceu com o0 avango
da idade e as concentracdes de sulfatos de dermatana e de queratana permaneceram
constantes.

Na presente pesquisa, na qual foram avaliados 12 filhotes sadios, dos 30 aos
114 dias de vida, ndo se observaram diferengcas nas concentra¢des urinarias de GAG
em fung&o do sexo. Tal achado corrobora o descrito por DIAL et al. (1997) e PEREIRA
et al. (2004) para filhotes e por BUFFINGTON et al. (1996) em relagéo a felinos adultos.
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N&o foram encontrados relatos sobre excre¢cdo urinaria de gatos tdo jovens
quanto os do presente estudo. A analise dos dados deve ser criteriosa, principalmente
nos primeiros 60 dias de idade. Os rins dos filhotes de gatos podem concentrar urina
em graus variados e a maturagdo renal ocorre com a idade, como concluido por
HOSKINS et al. (1991). Segundo os autores, na idade de 7 a 12 semanas, os filhotes
passam a apresentar urina tdo concentrada quanto a produzida por animais com 6
meses de idade. Neste estudo, houve diferenga significativa quando considerado o fator
idade dos animais. As médias maiores para excre¢ao de GAG urinario ocorreram aos
30 e aos 58 dias, seguindo-se diminuicbes consecutivas até a idade de 114 dias,
quando foram finalizadas as coletas. A concentracdo de GAG expressa em mg/dL, aos
30 dias, aparenta ser baixa devido a diluicdo da urina. Esta observacdo pode ser
corretamente interpretada pela analise da U-GAG/C, ja que creatinina elimina o fator
concentragdo urinaria e, dessa forma, permite visualizar que a excre¢ao urinaria de
GAG ¢ igualmente alta para as idades de 30 e 58 dias.

Os dados do presente estudo encerram a vantagem de terem sido obtidos, ao
longo do tempo, nos mesmos animais. Outras publicacbes (DIAL et al., 1997 e
PEREIRA et al., 2004) trazem dados referentes a varias idades, mas empregam grupos
distintos de gatos.

Os estudos para quantificacdo de GAG na urina tém evidenciado que os valores
obtidos para jovens s&o maiores do que os para adultos. Isto ja foi descrito para seres
humanos (MICHELACCI et al., 1989), para equinos (VIEIRA et al., 2005), e para felinos
(DIAL et al., 1997; PEREIRA et al., 2004). Estes achados, concordantes entre si, foram
obtidos por métodos distintos. No presente estudo, foi verificado que os filhotes iniciam
a diminuicdo da excrecédo urinaria de GAG, em algum momento, a partir de 8 semanas
de idade, chegando a décima terceira semana com valores cerca de 50% menores.

Ao ser considerado o intervalo de valores das médias obtidas na presente pesquisa,
verifica-se que as médias de U-GAG/C variaram de 0,5 a 1,09. A magnitude destes
valores parece bastante distinta das de outros publicados. DIAL et al. (1997), por meio
de eletroforese, obtiveram excregdo de GAGs de 14,9 a 98,3ug/mg de creatinina para
felinos filhotes e 2,6 a 26,9ug/mg de creatinina para adultos. BUFFINGTON et al.

(1996), ao quantificarem GAGs urinarios de felinos adultos por meio de método
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colorimétrico com DMB em tampao formato sédico, obtiveram média de U-GAG/C de
0,094+0,052. Tais divergéncias podem estar relacionadas as diferengas de

especificidade dos métodos empregados.
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Conclusoes

1.

Nao ha influéncia do sexo sobre a excrecdo urinaria de GAGs sulfatados de
filhotes felinos;

a excregao urinaria de GAGs em felinos € maior no periodo de 30 a 58 dias de
idade quando comparada aos valores obtidos aos 86 e 114 dias de vida;

a mensuragao das quantidades de GAG feita em amostras pontuais de urina
esta sujeita as variagdes de concentragdo e, portanto, os resultados devem ser
expressos em fungéo da creatinina; e

os resultados das mensuracbées de GAG em amostras de urina de felinos,
obtidos por meio de métodos diferentes, mesmo que sejam todos colorimétricos,

nao sao comparaveis entre si.
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