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RAMOS, A. F. Perfil renal e proteinas sérica de cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous) mantidos em cativeiro. Botucatu, 2021. 80p. Dissertagéo
(Mestrado em Animais Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar e correlacionar a fungédo renal e as proteinas
séricas de um grupo homogéneo de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous)
mantidos ha pelo menos um ano em cativeiro, com os cachorros domeésticos
(Canis lupus familiaris). Os animais foram anestesiados e submetidos a exame
fisico, biometria, coleta de materiais (sangue e urina) e exames de imagem
(ultrassom e raio-x). Foram incluidos no estudo cdes com hemograma completo,
exame de urina, glicemia e exame fisico normais. Para o estudo de perfil renal,
foram estudados 8 cachorros-do-mato machos, higidos e cativos. Foram
avaliados os seguintes parametros renais: bioquimica sérica (uréia, creatinina,
dimetilarginina simétrica-SDMA); e ultrassonografia renal modo B e Doppler
(caracteristicas dos rins, indice de resistividade renal e detectar possivel
Dioctopyma renale); perfil lipidico (triglicérides e colesterol total). Os valores de
SDMA obtidos oscilaram entre 6 a 9 ug/dL. O IR foi obtido a nivel da artéria
interlobar, com valores médios de 0,52+0,10 e 0,50+0,05, para os rins esquerdo
e direito, respectivamente. No estudo eletroforético, foram avaliados 13
cachorros-do-mato machos, higidos e cativos, e 7 caes domeésticos. Foi
realizada eletroforese sérica em gel de poliacrilamida 7% NATIVE-PAGE para a
avaliacao das proteinas. Os perfis de proteinas séricas das duas espécies
apresentaram diferencas na apresentagao e quantificagcao das fragdes. Os caes
domeésticos apresentaram quantidades superiores de albumina sérica, albumina
total e relagdo albumina/globulina, enquanto os cachorros-do-mato
apresentaram quantidade superior de globulinas totais. Como conclusao, o
marcador SDMA em Cerdocyon thous higidos apresentou valores similares aos
de caes domésticos, abaixo de 14 pg/dL. O IR renal foi passivel de mensuracéao
na espécie, ao nivel da artéria interlobar, sendo obtido com maior facilidade no
rim esquerdo e apresentando valores de acordo com a literatura para caes. Este
€ o primeiro relato que descreve os niveis de SDMA, IR no interior do parénquima



v

renal e as fragcdes proteicas séricas fracionadas pela técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida 7% NATIVE-PAGE em cachorros-do-mato higidos, podendo

ser usados como base de comparagao para a especie.

Palavras-chave: funcao renal; ultrassonografia renal; eletroforese de proteinas

séricas; Cerdocyon thous



RAMOS, A. F. Renal profile and serum protein of wild dogs (Cerdocyon
thous) kept in captivity. Botucatu, 2021. 80p. Dissertacdo (Mestrado em
Animais Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The mean of the study was to evaluate and correlate the renal function and the
protein profile of a homogeneous group of Crab-eating fox (Cerdocyon thous)
kept in captivity for at least one year, with domestic dogs (Canis lupus familiaris).
The animals were anesthetized and submitted to physical examination, biometric
measures, gathering samples (blood and urine) and imaging tests (ultrasound
and x-ray). Dogs with a complete blood count, urine test, blood glucose and
normal physical examination were included in the study. For the renal outline
study, 8 healthy males and captive Crab-eating fox were evaluated. The serum
concentrations of SDMA and Rl were evaluated. The obtained SDMA values
ranged from 6 to 9 ug / dL. The Rl was obtained at the interlobar artery with mean
values of 0.52+0.10 and 0.50+0.05, for the left and right kidneys, respectively. In
the electrophoretic study, 13 males, healthy and captive bush dogs and 7
domestic dogs were evaluated. Serum electrophoresis was performed on 7%
NATIVE-PAGE polyacrylamide gel for protein analyses. The serum protein of the
two species showed differences in the presentation and quantification of
fractions. Domestic dogs had higher amounts of serum albumin, total albumin
and albumin / globulin ratio, while Crab-eating fox had higher amounts of total
globulins. In conclusion, the SDMA values in healthy Cerdocyon thous were
similar to those of domestic dogs, below 14 ug / dL. Renal Rl was measurable in
the species, at the interlobar artery, being more easily obtained in the left kidney
and presenting values according to the literature for dogs. This is the first report
describing the SDMA values, RI inside the renal parenchyma and the serum
protein fractionated by the vertical 7% NATIVE-PAGE electrophoretic
polyacrylamid gel technique in healthy wild dogs, which can be used as a basis

of comparison for the species.

Key words: Renal function; renal ultrasound; serum protein electrophoresis;

Cerdocyon thous
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1 Introducéo e Justificativa

Os canideos silvestres apresentam particularidades bastante
especificas da espécie, podendo estes fatores convergir como um ponto
determinante na sobrevivéncia e perpetuagcdo deste grupo animal (GOMES,
2007). Entre as seis espécies de canideos conhecidas no Brasil, temos o
Cerdocyon thous, também conhecido como cachorro-do-mato, lobinho, lobete e
graxaim-do-mato (BEISIEGEL, 1999), com ampla distribuicdo na América do Sul
(LEMOS, 2007), sendo esta espécie um exemplo de sucesso ecoldgico em

adaptabilidade relacionada a alimentacéao e reprodugdo (MASSARA, 2009).

Os cachorros-do-mato apresentaram uma alta habilidade de se
adaptar ao ambiente antropizado no quesito alimentar, podendo, dentro do
ambiente urbano, reverter o aproveitamento energético antes constituido de
plantas, raizes, frutas e proteina animal (insetos, pequenos animais e carcagas
de animais) para os alimentos disponiveis em lixdes dos centros urbanos
(BEISIEGEL; LEMOS; AZEVEDO, 2013). Esse sucesso nao € o mesmo quando
relacionado a outros canideos como Speothos venaticus (Cachorro-vinagre) e
Chrysocyon brachyurus (Lobo-guara), os quais sao bastante sensiveis a
ambientes antropizados, possuindo muita especificidade alimentar e reprodutiva
(BERTA, 1982).

Importantes fatores conservacionistas tratados na atualidade,
como os impactos clinicos de mudanga brusca de comportamento alimentar,
ambiental e reprodutivo em cada espécie sado pouco estudados e difundidos
(SANTOS et al., 2003). O tipo de alimentagao atualmente disponibilizado para
animais domésticos e o proprio sistema de cruzamento endogamico praticado
nesta espécie (Canis familiares) ja sdo conhecidos por se traduzirem em
problemas metabdlicos e nutricionais a curto e longo prazo, trazendo consigo
importantes impactos na saude animal (PEREIRA NETO et al., 2014).

Embora as populagdes parecam estaveis, ha ameacgas a espécie,

como retaliagao/prevencao a predagao de animais domésticos (frequentemente



vitima de envenenamento e tiros), confrontos com cachorros domésticos e
doengas, como sarna sarcoptica, cinomose, raiva, parvovirus, Leishmania spp.
e Leptospira interrogans (BEISIEGEL; LEMOS; AZEVEDO, 2013). Apesar
desses conhecimentos, pouco ainda se sabe a respeito da fisiologia e

parametros da espécie.

Segundo GOMES, 2007, em canideos silvestres, a complexidade
envolvida no diagndstico de doengas metabdlicas e sistémicas ainda € um
problema entre os profissionais que trabalham na area, onde o impacto da
interferéncia antrépica na condicéo clinica destes animais é negligenciado e
pouco discutido, estudado e difundido, sendo relatados ainda hoje, muito poucos
casos de alteragdes nutricionais e metabdlicas. Um exemplo disso sdo as
alteragcdes que geralmente sao identificadas na necropsia de forma tardia, e néo

buscando um diagndstico e tratamento prévio destas alteragdes.

Deste modo, o presente estudo pretende avaliar a funcéo renal e a
eletroforese sérica de cahorros-do-mato (Cerdocyon thous) de cativeiro,
buscando comparar esses perfis aos de caes domésticos, uma vez que
parametros desta espécie sao frequentemente usados na interpretacdo de
exames dos canideos selvagens. Os dados gerados poderdo auxiliar na

deteccao de alteragdes renais e do eletroforetograma de Cerdocyon thous.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Este estudo avalia o perfil eletroforético, a condi¢do nutricional e a

funcao renal de cachorros-do-mato mantidos em cativeiro.

2.2 Objetivos Especificos

O projeto ainda tem como obijetivos especificos:

1. Determinar parametros renais como a dimetilarginina sérica
(SDMA) e o indice de Resistividade (IR) Renal para Cerdocyon thous higidos,
uma vez que estes ainda nao foram descritos para cachorros-do-mato.

2. Comparar os parametros renais entre cachorros-do-mato com os
valores estabelecidos na literatura para caes domésticos;

3. Determinar o padrdo da eletroforese de proteinas séricas em gel
de poliacrilamida a 7% em Cerdocyon thous higidos, mantidos em cativeiro sob
as mesmas condi¢des ambientais e manejo;

4. Comparar os dados eletroforéticos de proteinas séricas entre
cachorros-do-mato e domeésticos, ambos determinados com a mesma técnica

laboratorial.



CAPITULO I



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracteristicas do cachorro-do-mato (Cerdocyon Thous)

Segundo NOWAK (1991), a ordem Carnivora possui 7 familias,
dentre elas a familia Canidae, que esta subdividida em 3 subfamilias com base
em sua dentigdo: Caninae, com os géneros Canis (Alopex, Vulpes, Fennecus,
Urocyon, Nyctereutes, Dusicyon, Cerdocyon, Atelocynus e Chrysocyon),
Simocyoninae (Speothos, Cuon e Lycaon) e Otocyoninae (Otocyon)). A
classificagao do animal estudado € do género: Cerdocyon e espécie: Cerdocyon
thous (NOVAIS, 2003).

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) € um canideo de médio
porte (5,0 — 7,0 kg) de ampla distribuicdo na América do Sul, ocorrendo do sul
da Colombia e Venezuela ao norte da Argentina, Paraguay e Uruguay (LEMOS,
2007). Sado também conhecidos como rapoza, lobinho, lobete e graxinin-do-mato
e sao encontrados em varios tipos de ambientes, podendo existir sazonalidade
entre os habitos alimentares (BEISIEGEL, 1999).

Os cachorros-do-mato s&o onivoros e oportunistas. Alimentam-se
de frutos, insetos, crustaceos, pequenos mamiferos, aves, répteis, anfibios e
ovos de diversas espécies; atuam como dispersores de sementes de frutas, e
alimentam-se de carcacgas de animais domésticos, como bovinos, e de espécies
silvestres, como tamandua-bandeira e gato-mourisco. Sd0 monogamicos,
vivendo em casais ou grupos familiares estendidos (BEISIEGEL; LEMOS;
AZEVEDO, 2013). Os machos e as fémeas exploram ambientes em conjunto e,
durante as atividades de forrageamento, os pais e os filhotes de até um ano de
idade se dispersam em um raio de 100 metros na maior parte do tempo, se

aproximando nos momentos de descanso (EM et al., 2013).

O manejo de animais de cativeiro € obtido com sucesso, as fémeas
chegam a ter duas ninhadas de trés a seis filhotes por ano. A maturidade sexual
ocorre aos nove meses, 0 periodo de gestagao varia de 52 a 59 dias e a

expectativa média de vida é acima de dez anos (NOVAIS, 2003). Ja no inicio da



vida apresentam alguns padrbes comportamentais preditivos da sua futura
organizagado social, como: brincadeiras competitivas com objetos; os pais
dividem as presas e as espalham pelo viveiro de forma a ndo causar competicao
entre filhotes; os filhotes ndo apresentam tanto medo quando confrontados
sozinhos com presas (BEISIEGEL, 1999).

3.2 Efeitos do ambiente na saude de canideos selvagens

Quando os canideos estdo em ambientes antropizados e em
cativeiro, podem desenvolver desordens metabdlicas, que podem culminar em
patologias articulares, renais e cardiacas. Aumento de peso em animais
selvagens pode propiciar ao surgimento da sindrome metabdlica, assim como a
desnutricado também é um sério problema, afetando diretamente o sistema imune
e estrutura corporal. A obesidade € uma desordem nutricional complexa e
multifatorial, e exige manejo adequado. As causas incluem maior disponibilidade
de alimento, baixo nivel de atividades e fatores predisponentes genéticos
(HIPPOLITO et al., 2018)

O aumento do peso corporal em animais selvagens pode resultar
em alteragbes metabdlicas, como hiperglicemia, alteragdes locomotoras e
renais, entre outras (GOMES, 2007). A Sindrome Metabdlica (SM), decorrente
do ganho excessivo de peso, é caracterizada por dislipidemia (niveis elevados
de colesterol e triglicérides), hipertensao arterial, resisténcia insulinica e
hiperglicemia em jejum (VERKEST, 2014).

No ambiente antropizado, o C. thous, conseguiu se adaptar no
quesito alimentar, podendo, dentro do ambiente urbano literalmente, reverter o
aproveitamento energético antes constituidos de plantas, raizes, frutas e
proteina animal (insetos, pequenos animais e carcagas de animais), para os
alimentos disponiveis em lixdes dos grandes centros urbanos, ndo ocorrendo o
mesmo quando relacionado a outros canideos como Speothos venaticus

(cachorro vinagre) e Chrysocyon brachyurus (lobo guara), espécies muito com



muita especificidade alimentar e reprodutiva, bastante sensiveis a ambientes
antropizados (SILVA, 2017).

A interferéncia humana nos habitos dos animais silvestres envolve
a questao alimentar, uma vez que o homem remove da natureza cada vez mais
as fontes de alimentacdo dos animais silvestres para a producao agricola de
monoculturas, industria e exploragao de recursos naturais, e estes acabam por
se adaptar aos alimentos disponiveis localmente. Porém, os impactos desta
alteragao ainda n&o foram mensurados, ou mesmo, como nao se tém parametros
de normalidade, as respostas aos acontecimentos futuros, sdo muito empiricas
e imprevisiveis (FORSYTH et al., 2014).

3.3 Fungao renal em canideos selvagens

Animais selvagens como Cerdocyon thous podem ser acometidos
por diversas doencas infecciosas que culminam em alteracdes renais. Entre
estas, podemos citar o parasitismo por Dioctophyme renale, um verme gigante
que parasita os rins, para o qual canideos selvagens e domésticos atuam como
hospedeiros definitivos. O parasitismo renal causado por D. renale pode causar
destruicdo total do parénquima renal, atrofia e fibrose dos tubulos renais,
dilatacdo da pelve renal e obstrugédo uretral (RIBEIRO; VEROCAI; TAVARES,
2009).

Outra condigao infecto-contagiosa que repercute na fungao renal é
a leishmaniose. O cahorro-do-mato é considerado reservatorio selvagem de
muitas doengas zoondticas, particularmente a leishmaniose visceral (LV). Estes
animais apresentam varios sinais clinicos, incluindo perda de peso progressiva,
diferentes alteragdes cutaneas, onicogriosfose, opacidade da cérnea,
linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia, fraqueza, anemia, desidratacao,
diarréia e insuficiéncia renal, antes da morte. A insuficiéncia renal ocorre
provavelmente a partir de uma lesdo secundaria causada por imunocomplexos
depositados no glomérulo renal, responsavel por glomerulonefrite (SILVA et al.,
2014).



Ainda, a leptospirose pode acometer os cahorros-do-mato, sendo
nesta espécie predominantes os sorovares Hardjobovis e Grippotyphosa.
Animais acometidos pela infeccdo podem ser doentes portadores
convalescentes e portadores assintomaticos. Nos animais que conseguem
sobreviver a fase aguda da leptospirose, os microrganismos alcangam os rins e
passam a ser excretados pela urina por periodos de tempo variados,
caracterizando-os como portadores convalescentes (OLIVEIRA; ARSKY;
CALDAS, 2013).

Outras doencas renais também s&o descritas em canideos
selvagens, como no relato de um cachorro-do-mato cativo de trés meses de
idade que apresentou agenesia renal unilateral (LINS, 2020). Também, duas
raposas-vermelhas idosas em cativeiro foram eutanaziadas apresentando
osteoartrite e disfuncdo renal com caracteristicas similares as de canideos
domeésticos idosos (LAWIER et al., 2017). Foi descrita a nefrolitiase por calculos
de cistina em pelve renal em um lobo guara (MUSSARD; COPPO, 1999). Um
estudo que avaliou as causas mais comuns de mortalidade em cées selvagens
africanos (Lycaon pictus) em cativeiro, ao longo de quase 40 anos, detectou que,
dentre os animais com idade avancada, a doenca renal cronica (DRC) foi a
principal causa de mortalidade (LAMGLAIT et al., 2015).

3.3.1 Métodos de avaliagao da fungao renal

3.3.1.1 Bioquimica sérica

A dosagem bioquimica de enzimas nos ajuda a descobrir a
natureza de um processo patologico; representa um exame abrangente e,
associada a outros exames laboratoriais e avaliagdo clinica, auxilia no
diagnéstico final, formacao de prognéstico e no acompanhamento da eficacia do
tratamento escolhido (COLES, 1984).

Na medicina de animais silvestres, os exames laboratoriais ja

podem ser considerados como importante ferramenta no diagnostico e
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prevencao doencas, e até mesmo como biomarcadores de agressdes
ambientais, uma vez que o ambiente influencia na sanidade das espécies que
interagem com o mesmo (GOMES, 2007; MATTOSO et al., 2012).

Apesar da creatinina sérica ser o biomarcador mais utilizado na
avaliacao renal, este produto do metabolismo muscular € um marcador limitado
e insensivel para a avaliagao renal, pois apresenta 20% de excreg¢ao de origem
tubular e mantém valores normais até que a TFG seja reduzida
aproximadamente em 75% (VIEIRA, 2018).

A creatinina pode ainda ser influenciada por fatores de origem
extra renal, possuindo uma intima relagdo com a massa muscular, raca e idade
de cées e gatos, portanto, animais idosos e caquéticos higidos ou acometidos
por demais comorbidades demonstram valores subestimados de creatinina.
Ainda, aqueles que apresentarem maiores niveis de massa muscular também
colaboram com um falso valor nos valores final da creatinina sérica como

biomarcador de fung¢ao renal (HALL et al., 2015).

A creatinina sérica ndo € um bom marcador na sinalizagao de
lesdo renal aguda nos quadros de sepse, devido a sua baixa producdo
decorrente dos disturbios hepaticos, térmicos e pressoricos concomitantes, os
quais levam a uma subestimacgéao, culminando em diferenca entre a fungao renal
aparente e a real (DOI et al., 2009). Adicionalmente, a creatinina sérica pode
apresentar falsos valores laboratoriais nas condicbes de amostras hemolisadas,
lipémicas, ictéricas e também pode demonstrar-se aumentada sob a influéncia
da desidratacdo e de certas medicagdes (cefalosporinas, aminoglicosideos,
trimetropina e fenacemida), com efeito aditivo ao valor basal da creatinina sérica
do paciente em tratamento (NANJI et al., 1987; PEAKE e WHITING, 2006).

A dimetilarginina simétrica (SDMA) é um biomarcador renal, que
detecta precocemente lesdes renais, revelando alteragcbes que antecedem
oscilagbes da tradicional deteccdo da creatinina sérica (RELFORD,
ROBERTSON e CLEMENTS, 2016).

O biomarcador SDMA € um aminoacido metilado (arginin) de peso
molecular similar a creatinina, formada por meio da degradagao proteica de
proteinas oriundas da alimentagdo (HOKAMP; NABITY, 2016). Quando
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degradadas por enzimas catalisadoras, estas proteinas sdo convertidas em
aminoacidos essenciais, incapazes de serem produzidos pelo corpo
(SCHWEDHELM; BOGER, 2011). A arginina é um aminoacido essencial durante
a infancia e que apos a maturidade dos mamiferos pode ser sintetizada pelos
rins e figado (KEELE, 2008).

O SDMA é a segunda variante da dimetilagdo da arginina, a qual
também participa na inibicdo da produgéo de 6xido nitrico (FLECK et al., 2003).
O SDMA ¢ o biomarcador mais utilizado nas doencgas renais por apresentar uma
exclusiva eliminag&o pela urina, sendo também usada em estudos de doencgas
cardiovasculares (KIELSTEIN et al., 2011; SCHWEDHELM; BOGER, 2011;
NABITY et al., 2015).

HALL et al., 2014, relataram que além da SDMA estar
correlacionada com a TFG, este biomarcador também apresentou valores
crescentes e progressivos quando comparado a creatinina sérica em felinos em
fase de perda muscular. Os valores de SDMA aumentaram durante o
envelhecimento dos felinos, sendo o oposto da creatinina sérica, que diminuiu

durante a mesma fase.

Também ja foi comprovado que o SDMA néo se altera em céaes e
gatos que apresentaram baixos indices de massa muscular (HALL et al., 2014;
HALL et al., 2015; HALL et al, 2016a). Em contrapartida, devido a sua extrema
dependéncia correlacionada a massa muscular, a creatinina sérica torna-se um
biomarcador limitado e insensivel para a monitoragao da fungcao renal em céaes

idosos e/ou com baixo escore corporal (NABITY et al., 2015).

HALL et al., 2016b, relataram um estudo prospectivo nutricional em
caes nefropatas e geriatras sem azotemia, com concentragdes séricas elevadas
de SDMA, que demonstrou que quando alimentados com racao terapéutica teste
do estudo, estes apresentaram uma melhora da fungdo renal, reducao dos
valores elevados de SDMA e normais de creatinina, enquanto o grupo
alimentado com racdes comerciais apresentou aumento das concentracdes de
SDMA (ja aumentadas), ndo havendo interferéncia na concentracdo de
creatinina sérica. Todavia, ainda nao existem estudos veterinarios que avaliem
este marcador em pacientes em desnutricdo clinica ou em efeito catabdlico

patolégico.
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RELFORD, ROBERTSON e CLEMENTS (2016) reforcaram que tal
biomarcador pode ser utilizado em trés diferentes formas: como marcador de
diagnéstico precoce, como marcador endégeno de TFG e como marcador de
monitoracdo da DRC. Por ser especifico as nefropatias primarias e
diferentemente da creatinina sérica, este marcador nao se encontra aumentado
nas doencgas hepaticas, no hiperadrenocorticismo e nas cardiopatias, a nao ser

que haja uma nefropatia concomitante (YERRAMILLI et al., 2016)

Além da concentracdo sérica de creatinina e do SDMA como
critério de classificacdo para estadiamento da doenca renal crénica (DRC) em
caes, sua subclassificagdo baseia-se nos valores da razao proteina:creatinina
urinaria (RPC) e da pressao arterial sistdlica (PAS) para o estabelecimento de
diagnostico, tratamento e progndstico da enfermidade (IRIS, 2019).

Caes com DRC séao classificados de acordo com a concentragao
sérica de creatinina em quatro estadios, de acordo com a Sociedade
Internacional de Interesse Renal (Internacional Renal Interest Society - IRIS), e
aceitos pela Sociedade Americana e Europeia de Nefrologia e Urologia
Veterinaria (Figura 2) (IRIS, 2019).
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Figura 1 Tabela da classificacdo e estadiamento da DRC pela IRIS de acordo
com as concentragdes de creatinina sérica, SDMA e a subclassificagdo como

proteinuria e hipertensao (IRIS, 2019).

3.3.1.2 Ultrassonografia Modo B e Doppler

Poucos sdo os estudos e dados publicados sobre as
caracteristicas ultrassonograficas dos diferentes 6rgaos de animais
selvagens, dificultando a interpretacdo dos exames. Porém, as espécies
selvagens podem ser submetidas a exames ultrassonograficos bem-
sucedidos, considerando que a ecogenicidade dos érgéos € semelhante a
das espécies domésticas (BARR; HOLT; GIBBS, 1990; SILVA, 2014).

A ultrassonografia permite ainda realizar a avaliagéo do indice
de Resistividade (IR) Renal, também conhecido como indice de Pourcelot,
que mede a resisténcia encontrada pelo fluxo sanguineo durante a perfusao

de um determinado 6rgao (SANTOS, 2012), calculando a relagéo entre o pico
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de velocidade sistdlica e a velocidade diastélica final. E um método nao
invasivo, que pode auxiliar no diagndstico das doengas renais (TIPISCA et
al., 2015), mas é de baixa sensibilidade segundo MORROW et al., 1996, no
entanto, quando o indice esta elevado, este pode ser considerado bastante
especifico para detectar lesdes renais antes de alteragdes ultrassonograficas
no parénquima (SANTOS, 2012).

SANTOS, 2012 e MORROW et al., 1996 sugerem que as
principais condigdes que podem levar ao aumento do IR estdo relacionadas
a vasculite ou inflamacbes ativas dos tubulos intersticiais, hipotensao,

necrose, ou ainda compressao mecanica por massas.

NOVELLAS et al. (2007) avaliaram o IR renal de 27 cadelas
higidas na regido dos polos cranial, médio e caudal de cada rim, e ndo
encontraram diferenga estatistica entre os rins direito e esquerdo ou entre as
regides avaliadas. Entretanto, o estudo de SANTANA et al. (2009), que
comparou os resultados de IR com a ecobiometria dos rins, descreveu
menores valores de IR no rim esquerdo, o que poderia indicar uma maior
perfusdo deste rim em relagdo ao direito. Os autores relacionaram essa maior
perfusdo aos maiores valores ecobiométricos e de volume do rim esquerdo
quando comparado ao direito. No entanto, ressaltaram que a obtencao dos
valores de IR para o rim direito foi significativamente mais dificil do que para
o rim esquerdo, em vista da localizagdo anatomica que dificulta a realizacao

do exame, podendo ocasionar artefatos de técnica. (SANTANA et al., 2009)

Entretanto, de uma forma geral, a maioria dos estudos nao
observaram diferengas estatisticas significantes entre os indices de
resistividade dos rins direito e esquerdo. Os estudos propéem valores de 0,62
10,05 para o IR renal em cédes higidos e acima de 0,70 para rins com
alteragdes de perfusdao (MORROW et al., 1996; NOVELLAS et al., 2007;
CHANG et al., 2010; SANTOS, 2012).

E importante considerar ainda que alteracdes como estresse,
exercicios e digestdo podem causar variacdes na frequéncia cardiaca e na
pressdo arterial, alterando a morfologia da onda e consequentemente 0s
valores do IR (NOVELLAS et al., 2007).
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Influéncia da idade sobre o IR foi demonstrada no estudo de
CHANG et al., 2010, relatando que animais neonatos (até 4 meses) possuem
valores de IR (0,75 £ 0,05) maiores do que os mais velhos (4 meses a 7 anos)
(IR =0,65 £ 0,05). Especulou-se que esta diferenca de IR esteja relacionada
ao fato dos neonatos possuirem o desenvolvimento renal imaturo, com baixo
fluxo sanguineo renal e consequentemente da taxa de filtracao glomerular,

0S quais vao se estabilizando com a idade.

Nos processos patoldégicos de maneira geral, quando
substancias vasoconstritoras sao liberadas apés uma lesdo renal, o fluxo
diastdlico é reduzido, resultando em uma velocidade final mais baixa, o que
leva ao aumento no indice de resistividade (MORROW et al.,1996).
Entretanto, os valores do IR devem ser associados a outros métodos para
interpretacdo, como modalidades de diagndstico por imagem, exames fisico
e laboratorial (SANTOS, 2012), visto que em alguns casos, o IR pode estar
normal em pacientes com doencga renal, principalmente nos casos de
doencgas glomerulares (MORROW et al.,1996). Neste tipo de alteragdo nao
ocorre aumento significativo do IR, o que pode indicar que as alteragbes
deste indice estao principalmente relacionadas ao local da lesdo, ao invés da
severidade da mesma. Sedagdo, anestesia ou hipertensdo podem alterar
esses valores (NOVELLAS et al., 2007).

Num contexto geral, o fluxo diastdlico arterial reduzido indica
um aumento generalizado da resisténcia vascular, sugerindo que a avaliacédo
Doppler e a mensuragao do indice de resistividade sao uteis no diagnostico
de cades e gatos azotémicos com afecgbes que levam ao aumento da
resisténcia vascular, tais como: necrose tubular aguda, pielonefrite, nefrite
intersticial e hidronefrose (CARVALHO, 2009; SANTOS, 2012).

3.3.1.3 Urinalise

A analise da urina faz parte da avaliacdo da saude do animal,
e oferece informagdes valiosas sobre condicdes sistémicas. A composicao da

urina depende basicamente de trés fatores: quantidade e composigao do plasma
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que chega aos rins e fungdes renais como filtracdo, secrecao e absorcao
(NELSON & COUTO, 2001). De acordo com ROSA, 2008, a realizagao do exame
de urina associado aos dados da resenha e sinais clinicos é indispensavel na
identificacdo de diversas doencas. Entretanto, embora esse exame seja uma
ferramenta acessivel e barata para o diagndstico e tratamento de diversas
anormalidades do trato urinario, ainda € muito negligenciado na medicina
veterinaria (PARRAH et al., 2013).

3.4 Eletroforese de proteinas séricas

A técnica laboratorial conhecida como eletroforese atua
fracionando proteinas existentes em varios tipos de fluidos, para tanto esse
procedimento leva em conta as cargas elétricas e/ou o0 peso molecular das
mesmas. Em medicina veterinaria, essa técnica laboratorial possui utilizagao
valiosa, auxiliando no diagnostico e progndéstico de inUumeros males na area
clinica; todavia a eletroforese tem atuacéo importante em muitas outras areas
(OLIVEIRA, 2015).

A Eletroforese de Proteinas Séricas (EPS) ¢ um método
laboratorial simples, que permite separar proteinas do plasma em fracodes,
trazendo informagdes uteis para a investigacdo e diagnostico de diversas
doengas, mais utilizado para investigagao de anormalidades protéicas presentes
no sangue (MCPHERSON, 1999). O exame consiste em aplicar a amostra do
soro em um meio soélido e submeté-la a um potencial elétrico. As proteinas
percorrem distancias diferentes, formando bandas denominadas: albumina, alfa-
1-globulina, alfa-2-globulina, beta-globulina e gama-globulina, que sdo em
seguida, quantificadas (PAULA E SILVA, 2008).

Todas as moléculas de proteinas sao formadas por uma cadeia
de aminoacidos, unidos entre si por ligagbes pepitidicas. Esses, aminoacidos
possuem uma estrutura em comum, contendo um grupo amino € um grupo
carboxil e o chamado grupamento lateral. Este ultimo é a estrutura que fornece

identidade ao aminoacido. A combinagao de diferentes aminoacidos, bem como
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a quantidade de aminoacidos presentes em uma molécula de proteina, confere
a ela peso e carga elétrica distinta (PAULA E SILVA, 2008).

A eletroforese € uma técnica de separacdo de proteinas
utilizando-se de forgas eletroforéticas e eletroendosmoticas presentes no
sistema. As fragdes separadas séo visibilizadas a partir de corante sensivel a
proteinas. Os resultados devem ser sempre expressos sob forma percentual e
de concentracédo das diversas fracbes e em forma grafica. A amostra de soro,
rica em proteinas, € aplicada sobre um meio composto de acetato de celulose
ou gel de agarose e, em seguida, sofre a agao de um potencial elétrico gerado
por um polo positivo (anodo) e outro negativo (catodo), provocando a migragao
das proteinas em direcdo ao anodo e, de acordo com o peso molecular e carga
elétrica, elas percorrem distancias distintas, gerando diferentes bandas,
representadas por albumina e as globulinas alfa, beta e gama. Em seguida, é
realizada a revelagao das fragdes protéicas corando-se as bandas, o que gera o
aspecto visto na Figura 2 (BURTIS, 1998, MOURA, 1998, PAULA E SILVA,
2008).

Além disso, a EPS pode ser uma ferramenta importante para
monitorar pacientes por longos periodos, quando existem alteragdes especificas
nos niveis de determinadas proteinas, como no mieloma multiplo, sindrome
nefrética e cirrose, por exemplo (MOURA, 1998 E PAULA E SILVA, 2008).
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Figura 2: Representagao esquematica da separagao de proteinas plasmaticas
por sistema Hi-Phore (Gelman Science). Fracionamento em doze bandas
(CELM, 99).
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RESUMO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) apresenta susceptibilidade a uma série de
moléstias infecciosas, inflamatorias e neoplésicas. A eletroforese das proteinas séricas
pode auxiliar no diagndstico dessas doengas, identificando as proteinas séricas através da
separacao das mesmas, entretanto ndo ha registro de padrao da eletroforese sérica para a
espécie. Deste modo, o estudo objetivou avaliar o eletroforetograma de proteinas séricas
em cachorros-do-mato (C. thous) higidos, comparando-o ao de cdes domésticos (Canis
lupus familiaris), por meio do fracionamento das proteinas séricas pela técnica de
eletroforese unidimensional vertical em gel de poliacrilamida a 7% NATIVE-PAGE.

Foram avaliados treze cachorros-do-mato, machos, adultos, higidos e mantidos em
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cativeiro, e sete caes domésticos, machos, adultos, higidos. Os perfis de proteinas séricas
das duas espécies apresentaram diferengas em relagdo as fragdes encontradas e nas
quantificagdes dessas fragdes. Os cdes domésticos apresentaram quantidades superiores
de albumina sérica, albumina total e relagdo albumina/globulina, enquanto os cachorros-
do-mato apresentaram quantidade superior de globulinas totais. Este ¢ o primeiro relato
que descreve as fragdes proteicas séricas fracionadas pela técnica de eletroforese
unidimensional vertical em gel de poliacrilamida 7% NATIVE-PAGE em cachorros-do-
mato higidos, em comparagdo a caes domésticos, podendo esses dados serem usados
como de base para a espécie.

PALAVRAS CHAVE: Bioquimico, sérico, diagnostico, padronizagao.

ABSTRACT

The Crab-eating fox (Cerdocyon thous) is susceptible to a series of infectious,
inflammatory and neoplastic diseases. The electrophoresis of serum proteins can help in
the diagnosis of these diseases by identifying the serum protein and separating it;
however, there is no record of standard values of serum electrophoresis for the species.
Thus, the study aimed to evaluate the electrophoretogram of serum proteins in healthy
crab-eating fox comparing to domestic dogs (Canis lupus familiaris) by fractionating
these proteins using the one-dimensional electrophoretic gel technique 7% NATIVE-
PAGE polyacrylamide. Thirteen healthy male crab-eating fox kept in captivity, and 7
domestic dogs were evaluated. The serum protein of the two species showed differences
in the presentation and quantification of fractions. Domestic dogs had higher amounts of
serum albumin, total albumin and albumin / globulin ratio, while crab-eating fox had

higher amounts of total globulins. This is the first report describing the serum protein
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fractions separated by the 7% NATIVE-PAGE electrophoresis gel technique in healthy
wild dogs compared to domestic dogs, which can be used as reference values for the

species.

KEY WORDS: Biochemistry, serum, diagnosis, standardization
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INTRODUCAO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) pertence a Familia Canidae, Ordem
Carnivora (subordem Caniformia, superfamilia Canoidea) (Barroso, 2016). Sao
canideos de médio porte, onivoros, generalistas e oportunistas, com dieta composta
por pequenos mamiferos, frutas, répteis, aves e insetos (Heleno et al., 2011). Sao
classificados como “least concern” pela International Union for the Conservastion of
Nature (IUCN, 2015), porém sofrem reducao populacional com atropelamentos em
rodovias, baixa variabilidade genética, e contagio por doengas caracteristicas da
espécie ou transmitidas por animais domésticos (Barroso, 2016).

O cachorro doméstico (Canis lupus familiaris) ¢ a Uinica espécie da familia
Canidae completamente domesticada, ou seja, foram modificados véarios tracos
fisiologicos e comportamentais através das geragdes. Um dos ancestrais do cdo € o
lobo cinzento (Canis lupus), porém € pouco provavel que a gama de fenotipos nas
racas caninas tenha sido herdada através de um Unico grupo local. Sua distribui¢do ¢
mundial e o seu crescimento rdpido gera aumento na susceptibilidade a moléstias
infecciosas, e podem transmitir mais de 100 doengas, como a raiva, leishmaniose e

cinomose (Lopes, 2012; Rangel, et al., 2013).
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A presenca de animais selvagens em Centros e Hospitais Veterinarios esta cada
vez mais comum, porém a deficiéncia de informagdes sobre parametros das espécies
dificulta o atendimento (Barroso, 2016). Na rotina clinica ¢ comum a comparagdo de
animais silvestres com as espécies domésticas mais proximas (Lorenzao et al., 2016).
Devido a escassez de dados laboratoriais para Cerdocyon thous, valores de referéncia
para caes domésticos (Canis lupus familiaris) sdo usados, como no estudo de um caso
de insulinoma maligno em cachorros-do-mato (Malta et al., 2008). Também,
comparagOes sobre a anatomia macroscopica de canideos selvagens tém sido feitas
com base na literatura canina (Lorenzao et al., 2016).

Apesar de permitir tracar um paralelo entre os animais domésticos e selvagens
e a compreensdo dos aspectos evolutivos das familias, em muitos casos essa
comparagdo entre espécies selvagens e domésticas ndo ¢ correta (Lorenzao et al.,
2016). Os cachorros-do-mato e os domésticos pertencem a mesma subfamilia
Canidae, entretanto, estdo posicionados em diferentes linhagens da arvore
filogenética: o cdo doméstico no tipo lobo e cachorro-do-mato nos ancestrais sul-
americanos (Lantyer-Araujo et al., 2019).

A eletroforese € técnica laboratorial que atua fracionando proteinas existentes
em varios tipos de fluidos (Oliveira et al., 2015). Quanto as proteinas séricas, pode
auxiliar no diagndstico de amplo espectro de doengas, como as infecciosas,
inflamatorias, distirbios renais ou gastrointestinais, estados de imunodeficiéncia, bem
como proteinemias causadas por neoplasias (Tothova et al., 2016). A eletroforese de
proteinas séricas separa as proteinas por tamanho e carga elétrica, amplamente
fracionadas como albumina e globulinas alfa, beta e gama, sendo essas fragdes

conhecidas por conter varias proteinas que atuam na fase aguda da inflamagao e nas
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respostas imunes adquiridas (Yoon et al., 2020). Entretanto, a avaliagdo de proteinas
séricas ainda ¢ ferramenta diagnodstica pouco utilizada na medicina veterinaria
(Tothova et al., 2016).

Diversos estudos avaliam a eletroforese sérica em caes, suas aplicacoes
clinicas e padroes em determinadas doencas (Escribano et al., 2017; Yoon et al., 2020),
mas nao foram encontrados estudos que avaliem a eletroforese das proteinas séricas
em cachorros-do mato. Assim, o presente estudo objetivou avaliar o eletroforetograma
de proteinas séricas em cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) higidos, comparando-
o ao de cdes domésticos (Canis lupus familiaris) para auxiliar no estudo mais

aprofundado das proteinas incluindo as proteinas de inflamagao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
protocolo 0052/2019, e pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO), nimero 68707-1.

Foram avaliados 13 cachorros do mato (Cerdocyon thous), machos, adultos,
higidos, peso médio de 6,25 Kg, cativos, advindos de atropelamentos nas rodovias e
alguns nascidos no proprio recinto, alimentados com racdo para caes domésticos e frutas
(maga, banana, mamao) todos os dias, proteina (ovo, coragdo, pescoco de frango, figado
ou carne de porco) 3 vezes por semana e animal abatido (rato) 1 vez por semana, com
enriquecimento ambiental oferendo frutas, sementes e rato morto dentro de caixas de
papeldo para instigar o instinto de caga dos animais; e sete caes domésticos (Canis lupus
familiares) domiciliados, machos, adultos, higidos, peso médio de 8,9 Kg, alimentados

com racdo comercial, provenientes do atendimento de um Hospital Veterinario
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Universitario, em consultas para check up. Os proprietarios dos cdes domésticos estavam
cientes das coletas e procedimento, assinando termo de consentimento. Os critérios de
inclusdo no estudo foram a normalidade do exame fisico, hemograma completo, glicemia
em jejum (12 horas), urinalise e perfil bioquimico (creatinina e uréia). Os critérios de
exclusao foram caes com doencas cronicas ou evidéncias clinicas de doenca sistémica, e
alteragdes nos exames citados.

Para a manipulagdo e coleta de material dos cachorros-do-mato foi realizada a
contengdo quimica, com a associacdo de cetamina (20,0 mg/Kg) e midazolam (2,0
mg/Kg), em administragdo por via intramuscular, ap6s jejum alimentar de 12 horas e
hidrico de 2 horas. Para a manipulagdo dos caes domésticos foi realizada apenas a
contengao fisica sob jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 2 horas.

A coleta de sangue foi realizada por venopunc¢ao jugular em ambas as espécies.
As amostras foram acondicionadas em tubos sem anticoagulante, centrifugadas a 2.000
rpm por 5 minutos, para obtengdo do soro e congeladas a -20°C até o processamento.
Apo6s obtengdo do soro, as concentragdes de proteinas totais foram determinadas pelo
método do biureto.

As corridas foram realizadas com técnica de eletroforese unidimensional em gel
de poliacrilamida a 7% NATIVE-PAGE (Laemmli, 1970). O gel de separacao foi
composto de 2,5ml de Bis-Acrilamida, 2,5ml de solucdo tampao Tris-HCL pH 8,8, 5,2ml
de agua Milli-Q, 50uL de Persulfato de Amoénio e 10uL de TEMED. O gel de
empilhamento foi composto de 665uL de Bis-Acrilamida, 1250uL de solucdo tampédo
Tris-HCL pH 6,8, 3,1ml de agua Milli-Q, 25uL de Persulfato de Amdnio e 10uL de

TEMED.
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As amostras de soro (10uL) foram diluidas em 30uL de tampao fosfato (PBS) e
20pL de gel mix (10% agua, 10mM de écido etileno diamino tetracético, 20mM fosfato-
tris de pH 9,5, 5% glicerol e 0,001% azul de bromofenol como corante). A corrente
elétrica utilizada, foi programada em 400 mA, 40V/H. Apos o fracionamento, o gel foi
corado em solucdo de azul de Coomassie brilhante 0,2% por 24 horas. Posteriormente, os
géis foram colocados em solu¢do descorante (metanol, &cido acético, agua, 1/1/8,
volume/volume) por 24 horas até o aparecimento das fragdes proteicas; por fim, foi
realizada a leitura em programa Imagemaster VDS Software. As bandas proteicas
encontradas foram identificadas de acordo com sua mobilidade eletroforética (Rf),
conforme padroes da literatura disponivel. A quantificacdo em porcentagem das proteinas
reveladas foi feita através da densitometria. A quantificagao foi realizada com base na
quantidade total de proteinas e sua porcentagem de expressao na amostra.

Para analise dos dados, foi utilizado o teste t de Student ndo pareado para
comparacdo do perfil eletroforético para comparacao entre canideos domésticos e
cachorros-do-mato. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A quantificagdo das proteinas totais diferiu entre os dois grupos de canideos
(p=0,049), sendo superior nos caes domésticos (Tabela 1). Na avaliagcdo do fracionamento
eletroforético, pode-se observar que foram separadas 10 fracdes em cdes domésticos e 15
fracdes em cachorros-do-mato (Tabela 1 ¢ 2).

Nos cachorros-do-mato as fragdes observadas foram: IgG (fragdo gama), IgA,

beta-lipoproteina, hemopexina e transferrina (fracdo beta), pré-beta lipoproteina,
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globulina soluvel, GC globulina, ceruloplasmina, haptoglobina e alfa-2-macroglobulina
(fragdes alfa-2), alfa-antitripsina e orosomucdide (fragdes alfa-1), albumina sérica e pos-
albumina (Figura 1). Nos canideos domésticos, observaram-se as seguintes fragdes: IgM
(fragdo gama), Trasferrina (fragao beta), alfa-1 antiquimiopetripsina, haptoglobina e alfa-
2-macroglobulina (fragdes alfa-2), alfa-antitripsina e oropsomucoéide (fragdo alfa-1), p6s-
albumina, albumina sérica e pré-albumina (Figura 1).

As fragdes IgM, alfa-1 antiquimiotripsina e pré-albumina foram observadas
apenas nos caes domésticos, enquanto apenas os selvagens apresentaram as fragdes IgG,
IgA, beta-lipoproteina, hemopexina, pré-beta lipoproteina, globulina soluvel, GC
globulina e ceruloplasmina (Figura 1). Os dados da determinagdo proteica total, do
fracionamento eletroforético das proteinas séricas observadas e a relacdo
albumina/globulina total (relacdo A/G) para as amostras dos cachorros-do-mato e caes
domésticos encontram-se descritos nas Tabelas le 2.

Enquanto os caes domésticos apresentaram fragdes de pré-albumina, albumina e
pos-albumina, os cachorros do mato apresentaram apenas a albumina e a pds-albumina.
Na comparagdo entre os grupos, os cdes domésticos revelaram quantidades superiores de
albumina sérica, albumina total e relagdo albumina/globulina, e os cachorros-do-mato
apresentaram quantidade superior de globulinas totais (porcentagem e g%) (Tabela 1).
Em relagdo as globulinas (gamma, beta, alfa-1 e alfa-2), os cachorros-do-mato
apresentaram quantidades superiores aos domésticos para as fragdes de orosomucoide
(porcentagem e g%) e alfa-2-macroglobulina (porcentagem e g%). Os cdes domésticos
apresentaram quantificagdes superiores (porcentagem e g%) para as fragdes de

haptoglobina e transferrina (Tabela 2).
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o fracionamento eletroforético das proteinas séricas em
Cerdocyon thous e Canis lupus familiaris, revelando algumas diferengas no perfil das
espécies estudadas. A eletroforese vem sendo utilizada como ferramenta diagndstica ha
décadas no homem e espécies como caes e gatos, entretanto, em espécies selvagens a
interpretagdo de alteragdes no perfil das proteinas plasmaticas tem sido descontinua e
irregular (Melillo, 2013).

Na determinagdo da proteina total, o valor obtido nos cachorros-do-mato, de
5.89+0.54, foi inferior ao obtido nos caes domésticos, e também ao reportado na
literatura, de 6.32+1.2 (Mattoso et al., 2012) e de 7.50 = 0.56 (Novais et al., 2005), para
animais da espécie.

A relagdo A/G entre os grupos diferiu estatisticamente, mostrando valores
inferiores nos cachorros-do-mato. A relagdo A/G pode ter sua modulagdo influenciada
pelo aumento ou diminui¢do da albumina ou globulina, porém quando se constata
diminui¢do da relacao A/G, esta é relacionada a diminui¢ao da albumina (Kaneko, 2008).
No presente estudo, os valores inferiores da relacdo A/G foram decorrentes das
concentragdes de albumina total estatisticamente inferiores e de globulinas totais
superiores nos cachorros-do-mato (Tabela 1).

A eletroforese ¢ o principal método de fracionamento das proteinas séricas e, em
Medicina Veterinaria, as técnicas mais comumente utilizadas empregam separagdo em gel
de agarose ou em acetato de celulose, sendo essas limitadas, pois permitem a separacao
de apenas cinco a sete grupos de proteinas (Santana et al., 2008). Por outro lado, a
eletroforese em gel de poliacrilamida permite a identificagdo de mais de 20 proteinas,

utilizando volume de amostra extremamente pequeno, a custo relativamente baixo
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(Satake; Faglieri, 2006). De fato, com a técnica empregada no presente estudo, foi
possivel identificar 10 fragdes em cdes domésticos e 15 fragdes em cachorros-do-mato.
Apds uma agressdo tecidual ocorre a resposta de fase aguda, uma reagdo
inflamatoria que inclui mudangas na concentragao de proteinas plasmaticas denominadas
proteinas de fase aguda (PFA), podendo ocorrer aumento ou reducao da concentragdo das
mesmas (Ceron et al., 2005). Algumas PFAs sdao evolutivamente muito bem conservadas,
e mesmo espécies distintas filogeneticamente produzem PFAs semelhantes em resposta a
inflamacao, e com base nesse alto grau de conservagao filogenética ¢ hipotetizado que as
proteinas conhecidas de espécies convencionalmente estudadas também poderiam servir
como indicadores de infec¢do e inflamagdo em espécies selvagens (Bertelsen et al. 2009).
No presente estudo, o padrao tipico de separagdo na eletroforese em Cerdocyon
thous demonstrou a separagcdo em cinco fragdes basicas, que incluiram a albumina, alfa-
1, alfa-2, beta e gamma globulinas, assim como em Canis lupus familiaris (Keay; Doxey,
1982; Fayos et al., 2005). Entretanto, algumas diferengas foram observadas em fra¢des
especificas. Os caes domésticos nao apresentaram algumas proteinas, como
Ceruloplasmina, GC-globulina, Globulina soluvel, Pré-beta lipoproteina, Hemopexina,
Beta-lipoproteina, IgA e IgG, os cachorros-do-mato ndo apresentaram quantidades
detectaveis de Pré-Albumina, Alfa-1 antiquimiotripsina e IgM. Deve-se considerar que
variagdes no perfil de proteinas séricas podem decorrer de alteragdes fisioldgicas, como
idade, alteracdes hormonais, estresse (Tothova et al., 2016), ambiente e dieta (Keay,
1982), o que poderia explicar as diferengas em algumas fragdes proteicas detectadas ou
ndo nos caes domésticos e cachorros-do-mato do presente estudo. Em caes, a literatura
sugere grande variabilidade na eletroforese de proteinas séricas (Abade et al., 2000), fato

confirmado no presente estudo.
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Dentre as fragdes encontradas apenas em cachorros-do-mato, a ceruloplasmina ¢
uma proteina de fase aguda positiva da fragdo alfa-2-globulina (Kaneko, 2008),
geralmente diminuida em pacientes desnutridos, com nefrose e intoxica¢do por cobre;
enquanto seu aumento ocorre em processos inflamatorios, infecciosos, virais ou
parasitarios (Jain, 1993). A GC-globulina ¢ uma proteina de ligacdo a vitamina D
(Tothova et al., 2016). As pré-beta-lipoproteinas representam no plasma as lipoproteinas
de densidade muito baixas (VLDL). No homem, o aumento destas pode estar associado
a condigdes como diabetes, pancreatite, alcoolismo, doenca de armazenamento de
glicogénio, hipotireoidismo, sindrome nefrética, gestacdo (Bartley, 1980). Quanto as
Beta-lipoproteinas, a diminui¢do ¢ rara, enquanto o aumento ocorre por excesso de
colesterol sérico, alguns casos de diabetes mellitus, hipotireoidismo ou ictericia obstrutiva
(Lima, 1985). A IgA ¢ o principal responsavel pelos processos de defesa localizados no
nivel da mucosa (Melillo, 2013). Em animais domésticos, ¢ importante como anticorpo
secretorio dentro do trato intestinal e dos pulmoes, capaz de neutralizar virus e prevenir
aderéncias de patogenos bacterianos aos tecidos alvo (Gershwin, 2008).

A determinagao das concentracdes das PFAs ¢ método util para a detecgao precoce
de doencas subclinicas em animais higidos, e mudangas nas concentracdes séricas dessas
proteinas indicam a necessidade de uma avalia¢ao detalhada do animal, além de ser uma
forma de monitorar o manejo e o tratamento do paciente (Schmidt et al., 2013).

As concentragdes de PAFs em caes adultos saudadveis foram descritos por diversos
autores (Martinez-Subiela et al., 2002; Ceron et al., 2005). Entretanto, tais resultados
devem ser interpretados com cautela, pois podem ser influenciados pelo método de
analise, de modo que cada laboratério estabeleca e use os seus proprios valores (Ceron et

al., 2005). O estudo de Yarim et al. (2007), difere do presente estudo, uma vez que nos
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cdes sadios, os valores de Albumina, Beta e Gama, foram menores em nosso estudo. Esta
diferenca pode ter ocorrido pelo fato de a metodologia do estudo referido ter sido
realizada em gel poliacrilamida 10%, onde os poros sdo menores, havendo compactacao
das proteinas; e o presente estudo em gel poliacrilamida 7% (Figura 1), que contém poros
maiores, facilitando a migragdo das mesmas. Tal fato ressalta e confirma a importancia
da padronizagdo das técnicas para interpretagdo dos resultados.

Dentre as limitagdes do presente estudo podemos citar a avaliagdo apenas de
animais em cativeiro, ndo sendo abordados os animais de vida livre. Abre-se uma lacuna
para futuros estudos comparando animais de vida livre e cativeiro. Também, neste estudo
optou-se por avaliar apenas animais machos para evitar interferéncias hormonais, de
composi¢ao corporal, etc., carecendo assim de avaliacdo em fémeas, para comparagao.

Valores de referéncia do perfil de proteinas de fase aguda para animais selvagens
sdo raros, especialmente na América do Sul, de modo que para verificar alteragdes nas
concentragdes de PFA em animais doentes, ¢ necessario determinar parametros de
referéncia em animais saudaveis (Schmidt et al., 2013). A andlise das proporcdes dessas
proteinas apos o fracionamento oferece informacdes importantes sobre a fisiologia do
organismo, possibilitando a correlacdo diante do desenvolvimento de doencas (Vavricka
et al., 2009). Conforme descrito, tais parametros ndo foram encontrados para a espécie
Cerdocyon thous, de modo que os valores encontrados no presente estudo podem ser

usados como base de referéncia para a espécie.

CONCLUSOES
O perfil de proteinas séricas de cachorros-do-mato e caes domésticos

apresentaram diferencas na apresentacdo das fracdes e quantificagdes, ressaltando a
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importancia da obtengdo de um padrao de eletroforese de proteina sérica para Cerdocyon
thous higidos e do estudo das fragdes nas inflamagdes. Considerando que os animais
estudados estavam em boas condi¢des nutricionais, todos do mesmo local geografico, em
manejo sanitario ideal, os dados obtidos podem ser usados como base de comparagao para

animais desta espécie, em analises que utilizem técnica de processamento similar.
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Figura 1- Eletroforese nativa em Gel de poliacrilamida a 7% de concentragao no gel de

separa¢do num sistema descontinuo de tampdes alcalinos, de amostras de soro sanguineo

de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous — 1, 2, 3 e 4) e cachorros domésticos (Canis

lupus familiaris — 5, 6,7 ¢ 8).
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Tabela 1- Médias e desvios-padrao dos parametros proteina total (g/dL), porcentagens
(%) e quantidades (g%) das fragdes protéicas de albumina, albumina total, globulina total
e relagcdo albumina/globulina (A/G) obtidas pela separagao eletroforética de amostras de
proteinas séricas de canideos selvagens (Cerdocyon thous, n=13) domésticos (Canis

lupus familiaris;, n=T7).

% g%
N Média+DP P Média+DP P
Cerdocyon 5.9+0.5 -
PT (g/dL) 0.049 -
Canis 6.4+0.3 -
Cerdocyon 0 - 40.6+12.6
Pré-Albumina - -
Canis 7 8.4+1.6 71.9£19.9
Cerdocyon 13 6.9£2.3 3.3£5.5
Albumina 0.001 0.001
Canis 7 11.3£3.1 7.7+4.6
Cerdocyon 5 0.6=0.9 48.8+10.0
Pos-albumina 0.13 0.11
Canis 6 1.2+0.7 132.4+24.9
Albumina Cerdocyon 7.5£1.9 <0.001 142.7+40.1 <0.001
total Canis 20.9£3.8 113.3+14.7
Globulina Cerdocyon 24.7+5.9 0.01 0.3+0.1 0.08
Total Canis 17.6£1.9 1.2+0.3
Relacdo A/G Cerdocyon 0.3+0.1 <0.001 - <0.001
Canis 1.240.3 53.8+10.5

n: numero de animais que expressaram a fra¢ao na eletroforese; P: p value.
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Tabela 2- Médias e desvios-padrdo das porcentagens (%) e quantidades (g%) das
diferentes fracdes protéicas de globulinas obtidas pela separagdo eletroforética de

amostras séricas de canideos selvagens (n=13) e domésticos (n=7).

% g%
N MédiatDP P MédiatDP P
Cerdocyon 13 10.01£3.49 57.02+26.13
Orosomucoide <0.001 <0.001
Canis 2 0.14+0.25 0.88+1.55
Cerdocyon 8 1.77£2.61 10.12+14.84
Alfa-antitripsina 0.52 0.61
Canis 7 1.09+0.99 7.04+6.28
Alfa-2- Cerdocyon 13 4.87£3.66 28.89+21.86
0.04 0.05
macroglobulina Canis 7 1.7241.26 11.05+7.93
Cerdocyon 5 0.67+1.10 3.81+6.23
Haptoglobina <0.001 <0.001
Canis 7 4.43+1.06 28.11+6.72
Cerdocyon 9 0.30+0.37 1.854+2.44
Ceruloplasmina - -
Canis 0 - -
Alfa-1 Cerdocyon 0 - -
antiquimiotripsina Canis 7 1.1440.23 7.24+1.28
Cerdocyon 5 0.93+1.23 5.45+7.26
GC-globulina - -
Canis 0 - -
Cerdocyon 9 2.03£1.55 12.1349.67
Globulina soluvel - -
Canis 0 - -
Pré-beta- Cerdocyon 11 0.53+0.72 2.36+4.86
lipoproteina Canis 0 - -
Cerdocyon 1 0.01+0.03 0.07+0.21
Transferrina <0.001 <0.001
Canis 7 6.00+1.20 38.40+9.27
Cerdocyon 13 2.734+2.40 16.16£14.07
Hemopexina - -
Canis 0 - -
Cerdocyon 8 0.15+0.22 0.93+1.44 -
Beta-lipoproteina -
Canis 0 - -
Cerdocyon 1 0.00+0.01 0.02+0.09 -
IgA -
Canis 0 - -
IgM Cerdocyon 0 - - - -
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Canis 7 3.07+1.43 19.44+9.29
IgG Cerdocyon 5 0.68+1.00 3.93+£5.69
Canis 0 - -

n: numero de animais que expressaram a fra¢ao na eletroforese; P: p value.
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Resumo

Os canideos selvagens como o Cerdocyon thous podem ser acometidos por
diversas doengas renais. Na rotina clinica de atendimento a esses animais é
comum usar espécies domésticas proximas, como os cdes domésticos, para
interpretar dados laboratoriais e de imagem. Perante a necessidade de
estabelecer valores de referéncia para a espécie, o presente estudo objetivou
avaliar o indice de resistividade (IR) renal e a concentragao sérica de SDMA em
cachorros-do-mato cativos higidos, por meio de avaliagdes laboratoriais e de
imagem, confrontando os achados com os parametros estabelecidos para caes
domeésticos. Foram estudados 8 cachorros-do-mato machos, adultos, peso
médio 6,25 kg, higidos, alimentados com ragdo para cédes domésticos e frutas
(macga, banana, maméao) todos os dias, proteina (ovo, coragao, pescogo de
frango, figado ou carne de porco) 3 vezes por semana e animal abatido (rato) 1
vez por semana, mantidos com enriquecimento ambiental em cativeiro, em
recinto com area aberta e parte reservada coberta. Os animais foram
anestesiados com a associagdo de cetamina e midazolan para as coletas e
avaliagbes. Os valores de SDMA obtidos oscilaram entre 6 a 9 ug/dL. O IR foi
obtido a nivel da artéria interlobar, com valores médios de 0,52+0,10 e 0,50+0,05,
para os rins esquerdo e direito, respectivamente. Como conclusao, o marcador
SDMA em Cerdocyon thous higidos apresentou valores similares aos de cédes
domeésticos, abaixo de 14 pg/dL. O IR renal foi passivel de mensuragéo na
espécie, ao nivel da artéria interlobar, sendo obtido com maior facilidade no rim
esquerdo e apresentando valores similares aos descritos em literatura para caes.
Os dados obtidos contribuem para a avaliagao da funcao renal em cachorros-do-
mato, auxiliando assim no diagndstico precoce de afecgdes renais.

PALAVRAS CHAVE: funcdo renal; SDMA; ultrassonografia Doppler;

biomarcadores renais.
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Abstract

Several kidney diseases can affect wild canids including Crab-eating fox. In the
clinical routine for these animals, it is common to use domestic dogs as a base
to interpret laboratory and image data. In view of the need to establish reference
values for the species, the present study aimed to evaluate the renal resistivity
index (RI) and the serum concentration of SDMA in healthy captive crab-eating
fox, through laboratory and image evaluations comparing the findings with the
established parameters for domestic dogs. Eight male, adultos, peso médio 6,25
kg, higidos, alimentados com ragao para caes domésticos e frutas (Maga,
banana, maméao) todos os dias, proteina (Ovo, coragdo, pescogo de frango,
figado ou carne de porco) 3 vezes por semana e animal abatido (Rato) 1 vez por
semana, mantidos com enriquecimento ambiental em cativeiro, em recinto com
area aberta e parte reservada coberta. healthy and captive crab-eating fox were
studied. The animals were anesthetized with the combination of ketamine and
midazolan for gathering matherial and evaluations. The obtained SDMA values
ranged from 6 to 9 ug / dL. The RI was obtained from the interlobar artery, with
mean values of 0.52+0.10 and 0.50%0.05, for the left and right kidneys,
respectively. In conclusion, the SDMA values in healthy Crab-eating fox showed
similar values to those of domestic dogs, below 14 ug / dL. Renal Rl was possible
to measure in the species, in the interlobar artery, being more easily obtained in
the left kidney and showing values according to the valores similares aos
descritos em literature for dogs. The data obtained contribute to the evaluation of
renal function in wild dogs, assisting to an early diagnosis of renal disorders.
KEY WORDS: Renal funccion; SDMA; Doppler ultrassonography; Kidney

biomarkers.

INTRODUGAO

Os canideos silvestres apresentam particularidades bastante especificas
da espécie, podendo estes fatores convergir como um ponto determinante na
sobrevivéncia e perpetuacéo deste grupo animal (GOMES, 2007). Entre as seis
espécies de canideos conhecidas no Brasil, temos o Cerdocyon thous, também
conhecido como cachorro-do-mato, lobinho, lobete e graxaim-do-mato
(BEISIEGEL et al., 2013), com ampla distribuicdo na América do Sul (LEMOS,
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2007), sendo esta espécie um exemplo de sucesso ecologico em adaptabilidade
relacionada a alimentacgao e reprodugcao (MASSARA, 2009).

A espécie foi classificada no Brasil como de baixo risco de extingao pela
International Union for Conservation of Nature (IUCN) (COURTENAY; MAFFEI,
2008), e também pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade
(ICMBio), devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, grande tolerancia a
disturbios antrépicos e estabilidade populacional (BEISIEGEL et al., 2013).
Entretanto, sofrem redugdo populacional principalmente em decorréncia de
atropelamentos (BARROSO, 2016) e contagio por doengas infecciosas, que
frequentemente resultam da aproximagao com animais domésticos (LANTYER-
ARAUJO et al., 2019).

Os Cerdocyon thous podem ser acometidos por diversas doengas
infecciosas que culminam em alteragdes renais, como a leishmaniose Visceral
(LV), sendo essa espécie considerada um reservatério selvagem da
leishmaniose; essa doenga infecto-contagiosa, a partir da deposicdo de
imunocomplexos no glomérulo renal, pode causar glomerulonefrite (JUSI et al.,
2011). Também podem ser acometidos por leptospirose, com predominéncia dos
sorovares Hardjobovis e Grippotyphosa na espécie; nos animais que sobrevivem
a fase aguda da doenga, os microrganismos alcangam os rins e passam a ser
excretados pela urina por periodos de tempo variados, caracterizando-os como
portadores convalescentes (OLIVEIRA; ARSKY; CALDAS, 2013). Outras
doencas renais sao descritas, como Agenesia Renal Unilateral em um cachorro-
do-mato cativo de trés meses de idade (LINS, 2020).

O parasitismo por Dioctophyme renale, um verme gigante que parasita os
rins, para o qual canideos selvagens e domésticos atuam como hospedeiros
definitivos, também pode acometer os cachorros-do-mato, o que pode culminar
em destruigao total do parénquima renal, atrofia e fibrose dos tubulos renais,
dilatacdo da pelve renal e obstrugédo uretral (RIBEIRO; VEROCAI; TAVARES,
2009). Outros canideos selvagens, como o lobo guara (Chrysocyon brachyurus)
também podem ser acometidos pelo parasita (DUARTE et al., 2013).

Doencas renais acomentendo outras espécies de canideos selvagens
também foram descritas, como em duas raposas-vermelhas idosas em cativeiro
eutanasziadas, apresentando osteoartrite e disfuncdo renal com caracteristicas

similares as de canideos domésticos idosos (LAWLER et al., 2017), além de
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nefrolitiase por calculos de cistina em pelve renal em um lobo guara (MUSSARD,;
COPPO, 1999). Um estudo que avaliou as causas mais comuns de mortalidade
em cées selvagens africanos (Lycaon pictus) em cativeiro, ao longo de quase 40
anos, detectou que, dentre os animais com idade avancada, a doenca renal
cronica (DRC) foi a principal causa de mortalidade (LAMGLAIT et al., 2015).

Em cées domésticos (Canis lupus familiaris), a DRC €é considerada a
doenca renal mais comum (POLZIN, 2017). Embora a DRC seja uma doencga
progressiva, o diagndstico precoce e 0 manejo podem modificar a taxa de
progressao e melhorar o tempo e a qualidade de vida do paciente (GRAUER,
2005; BARTGES, 2012). O diagnostico da insuficiéncia renal geralmente é
baseado na combinacdo de histérico compativel, exame fisico, dados
laboratoriais e exames de imagem (CHEW; DIBARTOLA, 2011).

Na rotina clinica de atendimento a animais selvagens é comum realizar
um paralelo de comparagdo com as espécies domeésticas mais proximas
(LORENZAO et al., 2016). Ha uma certa escassez de parametros fisioldgicos e
anatdmicos para Cerdocyon thous, sendo comum o uso de diretrizes e valores
de referéncia para caes domeésticos, tanto em estudos experimentais, como nos
atendimentos clinicos da espécie (LORENZAO et al., 2016; MALTA et al., 2008).

A determinacdo da ureia e creatinina sdo os marcadores mais utilizados
como indicadores de dano renal (VEENA et al., 2020), sendo a creatinina sérica
um dos principais indicadores (DAHLEM et al., 2017), mas esta é marcador
insensivel de disfuncéo renal (DAHLEM et al., 2017). A ureia e creatinina séricas,
mesmo em conjunto com a quantificagdo da produgdo de urina, ndo sao
eficientes em identificar danos renais em estadios iniciais da insuficiéncia renal
aguda (IRA) (SOUZA, 2017; VIEIRA, 2018). A Dimetilarginina simétrica (SDMA)
€ um importante biomarcador recentemente descoberto para detec¢éo precoce
de disfungao renal, que tem sido usada para diagndstico da DRC em caes e
gatos (DAHLEM et al., 2017).

O uso de testes laboratoriais associados ao exame ultrassonografico
modo B e Doppler sdo fundamentais para a detecgao precoce da doencga renal
(TORROJA, 2007). A ultrassonografia € o exame de imagem de escolha para
avaliagao renal, pois fornece informacgdes sobre a posicéo, tamanho, forma,
arquitetura interna e hemodinamica dos rins. O uso do Doppler complementa o

exame modo B, permitindo a avaliagdo da perfusdo renal a partir do calculo dos
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indices hemodinamicos (BRAGATO et al.,, 2017). A avaliagdao do indice de
resistividade (IR) intrarrenal pode auxiliar na confirmagédo da doenga renal em
caes e gatos (NOVELLAS et al., 2010).

Uma vez que os canideos selvagens como o Cerdocyon thous podem ser
acometidos por diversas doengas renais, e perante a necessidade de
estabelecer valores de referéncia para a espécie, o presente estudo objetivou
avaliar o indice de resistividade renal e a concentracido sérica de SDMA em um
grupo homogéneo de cachorros-do-mato cativos higidos, por meio de avaliagdes
laboratoriais e de imagem, confrontando os achados com os paréametros

estabelecidos para caes domésticos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 08 cachorros do mato, machos, 1 a 5 anos de idade,
peso médio 6,25 kg, clinicamente saudaveis, provenientes do Centro de
Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS), alimentados com ragao
para cades domésticos e frutas (macga, banana, mamao) todos os dias, proteina
(ovo, coragéo, pescocgo de frango, figado ou carne de porco) 3 vezes por semana
e animal abatido (rato) 1 vez por semana, mantidos com enriquecimento
ambiental em cativeiro, em recinto com area aberta e parte reservada coberta.
O processamento das amostras laboratoriais foi realizado no Laboratério de
Patologia Clinica, e os exames de imagem no Setor de Diagndstico por imagem,
pertencentes ao Hospital Veterinario da FMVZ, UNESP/Botucatu-SP. O presente
estudo teve autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio), nimero: 68707-1, e autorizagdo do Comité de Etica
pelo Protocolo CEUA 0052/2019.

Os critérios de inclusdo no estudo foram o sexo (somente machos), a
idade (animais adultos, entre 1 e 5 anos de idade), a normalidade do exame
fisico, hemograma completo, glicemia em jejum (12 horas), urinalise, perfil
bioquimico renal (creatinina e uréia) e hepatico (Alamina aminotransferase — ALT,
aspartato aminotransferase — AST), proteinas totais, albumina e globulina
séricas. Os critérios de exclusdo foram caes com idade abaixo de 1 ano e acima
de 5 anos, fémeas, presenga de doengas crdnicas ou evidéncias clinicas de

doenca sistémica, e alteracdes nos exames citados.
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Os animais passaram por um periodo de jejum alimentar de 12 horas e
hidrico de 2 horas. Foram contidos fisicamente em seus proprios recintos, com
a ajuda de pugas e colocados em caixas de transporte de madeira apropriadas
para a espécie. Para manipulacdo dos animais foi realizada contencédo quimica
com a associagao de cetamina (20 mg/Kg) e midazolam (2,0 mg/Kg), por via
intramuscular (GOMES, 2007).

Foi preenchida uma ficha de identificacdo para cada animal, contendo:
data da avaliagdo; sexo; peso corporal; presenca de ectoparasitas; dados do
exame fisico (frequéncia cardiaca; frequéncia respiratoria; temperatura corporal;
estado de hidratagcdo; palpagdo abdominal; ausculta cardio-respiratéria;
coloragao das membranas mucosas; e tempo de preenchimento capilar).

A Pressao Arterial foi avaliada logo apdés a contengdo quimica e
constantemente durante o periodo de sedacao, até serem finalizadas as analises
e 0 animal comecgar a apresentar sinais de recuperagdo anestésica e ser
colocado na caixa de transporte para retorno ao recinto.

Foram colhidos 5ml de sangue por venopuncdo jugular, utilizando
seringas descartaveis e agulha 30mm x O0,7/mm. As amostras foram
acondicionadas em 2 tubos: 3 mL em tudo com EDTA e 2 mL em tubo com gel
precipitador e sem anticoagulante. As amostras com EDTA foram encaminhadas
ao Laboratério imediatamente apds a coleta para processamento. As amostras
sem anticoagulante foram centrifugadas para obten¢do do soro e congeladas a
-20°C até o processamento. A urina foi coletada por cistosentese guiada por
ultrassonografia, e encaminhada imediatamente para analise. O hemograma,
urinalise e os exames bioquimicos séricos, usados na triagem dos animais foram
realizados de acordo com as técnicas padronizadas pelo laboratério Clinico da
FMVZ, Unesp, Botucatu, SP.

A analise do SDMA foi realizada por espectrometria de massa com
cromatografia liquida (analisador Idexx Brasil®). Foi usado uma curva padrédo
para quantificacao de SDMA, utilizando calibragbes validadas para caes.

A avaliagdo radiografica foi realizada com Equipamento de Raio X Digital
Direto (DR-F, GE Health care Unit, USA). O exame radiografico abdominal foi
realizado em duas incidéncias: lateral (direita e esquerda) e ventrodorsal. Para

a projecgao lateral os animais foram posicionados com os membros em paralelo;
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e para a projegao ventrodorsal os animais foram posicionados com membros
toracicos e pélvicos estendidos. Foram avaliados os rins (tamanho e posigao).

Para a ultrassonografia (US), o equipamento utilizado foi 0 modelo Logic3
(GE Healthcare) e transdutores multifrequenciais linear, modelo 10LB (faixa de
frequéncia: 6- 10MHz) e convexo, modelo 3.5C (faixa de frequéncia: 2-5MHz),
modelos SL1543 e AC2541, respectivamente para avaliagao dos rins e bexiga.
Apés aplicagao de gel acustico sobre a pele, a varredura para leitura ocorreu em
modo B convencional. O rim foi analisado em plano de exames sagital e
transversal. Foram avaliados: ecogenicidade, ecotextura, vascularizagéo,
dimensodes, formato/arquitetura e contornos dos rins. Foram calculados o indice
de resistividade (IR) renal por Doppler colorido, com probe micro convexa de 5
a 8 MHz. Os IRs foram obtidos na artéria interlobar. Foram selecionados
espectros de onda de cada artéria interlobar, de ambos os rins, apds serem
obtidas trés ondas consecutivas de qualidade, sem interferéncia de artefatos. O
pico de velocidade sistélica e a velocidade diastdlica final foram identificados em
cada onda do espectro, resultando em trés valores de IR para cada artéria renal,
calculados pelo aparelho (Figura 1). Também foi realizada a busca do verme
Dioctophyma renale, que pode ser encontrado no rim, figado ou livre na cavidade
abdominal.

Os dados quantificados foram expressos como médias + desvios padrao.
Foi realizada a analise descritiva dos dados qualitativos, como exames

ultrassonografico e radiografico.

RESULTADOS

Foram avaliados 8 cachorros-do-mato, higidos, todos machos. A idade
dos cées foi de 1 a 5 anos. Na avaliagdo do exame fisico todos apresentaram
parametros dentro da normalidade para a espécie, assim como os dados
laboratoriais, que incluiram hemograma completo, urindlise, bioquimica renal
(uréia e creatinina séricas) e hepatica (Alamina aminotransferase — ALT e
Aspartato aminotransferase - AST), proteina total, albumina e globulina séricas.

As mensuragdes do peso corporal, idade média, parametros do exame
fisico (frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (f), pressao arterial
sistélica (PAS), tempo de preenchimento capilar (TPC) e temperatura corporal)

e a glicemia estdo expressos na Tabela 1. Todos os animais estavam ha pelo
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menos 12 horas de jejum para avaliagao da glicemia. Foi verificado durante o
exame que os todos os caes apresentavam mucosas roseas e umidas, TPC
normal (< 2 segundos), e estado de hidratacdo adequado. Ndo apresentaram
linfonodos reativos (submandibular, pré-escapular, popliteo). Palpagao
abdominal sem aumentos de volume ou abdominalgia. Ausculta cardiaca com
bulhas cardiacas normorritmicas e normofénicas e campos pulmonares limpos.

A avaliagdo do hemograma revelou normalidade em todos os caes, nao
sendo observada qualquer alteragao no eritrograma, leucograma e contagem de
plaquetas, estando os valores de acordo com o padronizado para a espécie. A
urinalise foi realizada em 6 dos 8 animais, devido a possivel esvaziamento da
bexiga durante a captura dos animais e/ou manipulagdo. No exame fisico, todas
as urinas apresentaram coloragdo amarelada, aspecto turvo e odor “sui generis”.
A densidade média foi de 1,04+0,005 e o pH 6,33+0,94. O exame quimico das
urinas estava normal. Nao foram observados sedimentos ativos (auséncia de
células e cilindros). Hemacias, leucécitos e bactérias apresentaram rara
ocorréncia (400x) e um cao com cristais de fosfato triplo.

Na avaliacdo da bioquimica sérica, os valores de uréia variaram entre 27
e 48 mg/dL; a creatinina entre 0,65 e 0,93 mg/dL; a Alamina aminotransferase
(ALT) entre 28 e 71 mg/dL; a Aspartato aminotransferase (AST) entre 31 e 70
mg/dL; Proteina sérica (PT) entre 5,5 a 6,5 mg/dL; Albumina variou entre 2,3 a
3,7 mg/dL; e Globulina entre 2,3 a 3,5 mg/dL. A média e desvio padréo (DP) dos
parametros bioquimicos séricos estdo descritos na Tabela 2.

A determinacao de SDMA para cachorros-do-mato (C.thous) revelou
valores médios de 6,88+1,05 pg/dL, variando entre 6 e 9 ug/dL (Tabela 3), sendo
que os valores entre 0 e 14 pg/dL sdo valores considerados normais para caes
domeésticos (IRIS, 2019).

Na ultrassonografia (US) renal, o rim direito estava posicionado na fossa
renal do lobo caudado do figado e o rim esquerdo medialmente ao bago. Os
dados obtidos para rim esquerdo e rim direito variaram entre 4,06 e 5,71cm; a
cortical do rim esquerdo e direito variaram entre 0,41 e 1,11cm e a medida da
camada medular do rim esquerdo e direito variou entre 0,41 e 0,88 sendo que
em 2 animais de 8 avaliados, nao foi possivel a mensuragédo da cortical e da
medular do rim direito; o indice de resistividade (IR) da artéria interlobar do rim

esquerdo e direito dos animais variaram entre 0,43 e 0,72cm sendo que em 3 de
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8 animais nao foi possivel a mensuracao do IR do rim direito. Os valores médios
dos parametros US dos animais estudados estao descritos na Tabela 4.

Os raios-x (RX) abdominais ndo apresentaram alteracdo de silhuetas
renais em nenhum dos animais. A média e DP do comprimento do eixo maior no
RX do rim esquerdo foi de 5,59+0,43.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os parametros renais concentragéo sérica de
dimetilarginina simétrica (SDMA) e indice de resistividade (IR) renal em
cachorros-do-mato, machos, higidos, mantidos em cativeiro. Em comparagéao
aos parametros para a espécie ou valores de referéncia para caes domésticos,
nenhum dos animais do estudo apresentou sinais de disfungdo renal,
documentada pela normalidade das concentragdes de uréia e creatinina séricas,
urinalise e imagens ultrassonograficas dos rins, bem como nao apresentaram
alteragdes do estado geral de saude, comprovadamente pela normalidade do
histérico, exame fisico, hemograma e bioquimica sérica.

As concentragbes séricas de SDMA obtidas no estudo estdo de acordo
com os valores obtidos para caes (IRIS, 2019). Pelo conhecimento dos autores,
nao foram encontrados estudos que avaliem as concentragcbes de SDMA em
Cerdocyon thous, de modo que os dados apresentados podem auxiliar no
diagnéstico precoce de patologias renais na espécie.

Tradicionalmente, a bioquimica sérica é o principal meio usado para
diagnosticar e monitorar a disfuncdo renal, e a ureia e creatinina sdo os
marcadores mais utilizados como indicadores de dano renal (VEENA et al.,,
2020). A doenca renal é diagnosticada principalmente com base na elevacao da
concentracdo de creatinina sérica (DAHLEM et al., 2017). Entretanto, esta pode
ser afetada pela idade, sexo, massa muscular e estado de hidratacdo e, para
gue ocorra elevacdo acima do intervalo superior da normalidade, € necessario
gue ocorra perda de cerca de 75% da funcéo renal (BRAUN et al, 2003). Deste
modo, a creatinina € geralmente considerada um marcador insensivel e tardio
(DAHLEM et al., 2017).

Neste cenério, a SDMA € um potencial marcador endégeno da TFG, que
aumenta meses a anos antes da creatinina em gatos com DRC (NABITY et al.,

2015). SDMA é um importante biomarcador recentemente descoberto para
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deteccao precoce de disfuncao renal no homem, nao influenciado pela massa
muscular, eliminado principalmente por excrecdo renal, sendo, portanto, um
marcador enddgeno da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e que tem sido usado
com sucesso para diagnosticar DRC em caes e gatos (DAHLEM et al., 2017).

As concentracbes de SDMA sérica para caes domésticos adultos
saudaveis foram estabelecidos como <14ug/dL, ou seja, de 0 a 14ug/dL como
valor de referéncia para a espécie (RELFORD, 2016; IRIS, 2019). No presente
estudo, os valores obtidos oscilaram entre 6 e 9 pg/dL, com valor médio de 6,88,
revelando que estes valores estao de acordo com o intervalo de referéncia para
caes domésticos. Valores acima de 14ug/dL indicam disfungéo renal, e o SDMA
em conjunto com a concentragao sérica de creatinina, permite a classificacdo da
DRC em quatro estadios, de acordo com a Sociedade Internacional de Interesse
Renal (Internacional Renal Interest Society - IRIS), e aceitos pela Sociedade
Americana e Europeia de Nefrologia e Urologia Veterinaria, auxiliando assim nas
medidas terapéuticas a serem adotadas e na previsdao do progndstico (IRIS,
2019).

Para NABITY et al., 2015 e HALL et al., 2016a, a SDMA avaliada em cées
com DRC progressiva também esta intimamente correlacionada com a TFG. A
TFG do grupo de caes nefropatas apresentavam resultados similares entre si por
meio do clearance de iohexol, enquanto a SDMA apresentou valores maiores
neste mesmo grupo, considerando-se um marcador mais confiavel e de
diagnostico precoce na avaliagdo da TFG. Também ja foi comprovado que o
SDMA nao se altera em caes e gatos que apresentaram baixos indices de massa
muscular (HALL et al., 2014b; HALL et al.,, 2015; HALL et al, 2016a),
comprovando que os animais desse estudo ndo apresentaram alteracido no
SDMA mesmo estando um pouco abaixo do escore ideal, sendo o uso desse
marcador mais indicado para avaliar a fungcao renal, uma vez que a creatinina
sérica € um biomarcador limitado e insensivel para a monitoragao da funcéao
renal em caes com baixo escore corporal e/ou idosos, devido a sua extrema
dependéncia correlacionada a massa muscular (NABITY et al., 2015).

Além dos dados laboratoriais que auxiliam na identificacdo precoce da
disfungao renal, o uso da ultrassonografia modo Doppler avalia a anatomia e a
hemodinamica do fluxo sanguineo renal (SANTOS et al., 2013). Em animais

selvagens existem poucos estudos que determinem as caracteristicas
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ultrassonograficas dos diferentes orgaos (AUGUSTO, 2001).
Consequentemente, relatos da avaliagdo ultrassonografica dos rins em
cachorros-do-mato s&do escassos (SILVA et al, 2014, DOURADO, 2018).
Entretanto, pode-se considerar que as espécies selvagens apresentam
ecogenicidade de o6rgaos relativamente semelhante as espécies domesticas
(AUGUSTO; HILDEBRANDT, 2014). De acordo com DOURADO, 2018, houve
maior semelhanga na avaliagao ultrassonografica entre Cerdocyon thous e o céo
doméstico em seu estudo, do que o observado em uma comparagao com o lobo-
guaréa (Chrysocyon brachyurus) (GUIMARAES et al., 2013).

No presente estudo, o tamanho do comprimento renal ao US foi de
4,76x0,44 e 4,68£0,34 para os rins esquerdo e direito, muito similares aos
obtidos em cachorros-do-mato no estudo de SILVA et al., 2014, com médias de
4,61+0,45 e 4,56+£0,38 para os rins esquerdo e direito, respectivamente.
Entretanto, valores inferiores foram relatados para a espécie, como 4,09+0,31 e
4,16%0,27 para os rins esquerdo e direito (DOURADO, 2018).

Os valores do IR obtidos no presente estudo foram inferiores aos obtidos
por SILVA et al., 2014, em Cerdocyon thous, de 0,64+0,10 e 0,65+0,16, para os
rins direito e esquerdo, respectivamente. Entretanto, esses autores avaliaram o
IR na artéria renal e nao no interior do parénquima, enquanto nosso estudo
determinou o IR a nivel da artéria interlobar. Em cdes domésticos, o IR acima de
0,70 é considerado aumentado e pode indicar altera¢des na resisténcia vascular
renal (MORROW et al., 1996), embora CHANG et al., 2010, tenha proposto o
valor de 0,73 para esta variavel. Em cadelas com piometra foi estabelecido o
valor limitrofe de 0,70 para o IR de todas as artérias renais avaliadas, incluindo
a artéria renal principal e interlobares cranial, média e caudal (SANTOS, 2012).

OSTROWSKA et al., 2016, avaliaram o IR na artéria interlobar em cées
domésticos em estado de vigilia, obtendo o valor de 0,64+0,10. No presente
estudo, o valor médio do IR da artéria interlobar, foi de 0,50 para o rim direito e
0,52 para o rim esquerdo, estando de acordo com os limites estabelecidos por
esses autores. Entretanto, os cédes do presente estudo foram anestesiados com
a associacao cetamina e midazolan. Foi possivel mensurar o valor do IR em
todos os rins esquerdos, com valores que oscilaram entre 0,43 e 0,55, entretanto,
nos rins direitos, em 3 dos 8 animais nao foi possivel mensurar o IR, que variou
entre 0,45 e 0,6.
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Para avaliar o IR é necessario que ndo haja movimentacdo do animal,
sendo, ocasionalmente, necessaria a sedagdo para a obtengcdo da imagem,
principalmente em animais inquietos, de dificil conten¢ao ou agressivos, uma vez
que a movimentacao das artérias resulta da movimentagao voluntaria do animal
durante a avaliacdo com Doppler (NEUWALD et al., 2019). De modo geral, em
animais domésticos a contengdo quimica ndo € usada para a avaliagao
ultrassonografica (PESSOA et al.,, 2018). Entretanto, como os cachorros-do-
mato sdo animais selvagens, optou-se pela sedagdo com a associagcdo de
cetamina e midazolan, visando evitar o estresse dos animais e a movimentagao
durante o exame. Para animais selvagens, a contengdo quimica é necessaria
para adequada avaliagao ultrassonografica, além minimizar o estresse e garantir
a seguranca da equipe (DOURADO, 2018).

Alguns sedativos e anestésicos podem afetar o IR (NOVELLAS et al.,
2007). Assim, um protocolo de anestesia deve ser padronizado para
acompanhamento e diversas associacdes quimicas devem ser avaliadas para
elucidar os efeitos sobre o IR (SILVA et al., 2016). A cetamina produz aumento
na frequéncia cardiaca, débito cardiaco e pressao arterial como efeitos colaterais
(AKKERDAAS et al., 2001; NEUWALD et al., 2019), enquanto o midazolam pode
reduzir diminuicdo do fluxo sanguineo com aumento da resisténcia vascular
(NOVELLAS et al., 2007). A combinagdo desses farmacos poderia produzir
aumento do IR, o que provavelmente nao ocorreu no presente estudo, uma vez
qgue os valores da PAS nao foram alterados em nenhum dos cachorros-do-mato,
e os valores médios do IR ficaram abaixo dos valores maximos relatados na
literatura para cdes domésticos. Novos estudos que avaliem diferentes
protocolos anestésicos na determinagdo do IR podem contribuir para a
padronizacao do IR sob sedacao/anestesia na espécie.

Dentre as limitagdes desse estudo destaca-se a auséncia de animais de
vida livre, o que abre uma lacuna para estudos futuros, comparando os dados
aos de animais mantidos em cativeiro. Também, neste estudo optou-se por
avaliar apenas animais machos para nao haver interferéncias hormonais,

podendo ser interessante avaliar fémeas para comparagao.
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CONCLUSOES

O marcador SDMA em Cerdocyon thous higidos apresentou valores
similares aos de caes domésticos, abaixo de 14 ug/dL. O IR renal foi passivel de
mensuragado na espécie, ao nivel da artéria interlobar, sendo obtido com maior
facilidade no rim esquerdo e apresentando valores de acordo com a literatura
para caes. Os dados obtidos contribuem para a avaliagdo da fungao renal em

cachorros-do-mato, auxiliando assim no diagndstico precoce de afecgdes renais.
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Tabela 1. Médias e desvios padrao da idade, peso corporal, frequéncia cardiaca

(FC) e respiratodria (f), pressao arterial sistélica (PAS), tempo de preenchimento

capilar (TPC) e temperatura (T) e glicemia de cachorros-do-mato (Cerdocyon

thous), machos (n=08), comparados com valores de referéncia para caes.

Valores de Referéncia

Parametro Cerdocyon thous U
caes

Idade (meses) 295+15,3 -
Peso corporal (Kg) 6,3+1,0 -

FC (bpm) 140 + 38,1 60-160
F (mpm) 253+124 18-36
TPC (seg) 1,9+0,5 1-2 seg
PAS (mmHg) 99,6 £ 10,8 90-140
T (°C) 37,7+1,6 37,5-39,2
GLICEMIA (mg/dL) 99,1 +24,3 60-125**

*FEITOSA, 2014; **TILLEY & SMITH, 2003.
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Tabela 2: Valores de médias, desvios padrao (DP) dos dados bioquimicos renais
e hepaticos, proteina total, albumina e globulina de cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous), machos (n=08), comparados com valores de referéncia para
a espécie (MATTOSO et al., 2012).

Mattoso et al,

Parametro Espécie Média £ DP 2012*
Uréa (mg/dL) C.thous 38,38+8,67 45,29+16,97
Creatinina (mg/dL) C.thous 0,71+0,18 1,05+0,25
ALT (lU/L)? C.thous 48,63+12,51 37,63+45,27
AST (IU/L)® C.thous 46,75+14,99 51.45+61,85
PT Sérica (g/dL)® C.thous 5,93+0,32 6,32+1,22
Albumina (g/dL) C.thous 3,04+0,44 3,00+0,89
Globulina (g/dL) C.thous 2,89+0,36 3,324+1,06

* Valores de referéncia para Cerdocyon thous.



68

Tabela 3. Valores individuais de SDMA obtidos em cachorros-do-mato

(Cerdocyon thous) (n=08).

Animais Espécie Valores pg/dL
Animal 1 C.thous 6
Animal 2 C.thous 8
Animal 3 C.thous 7
Animal 4 C.thous 7
Animal 5 C.thous 6
Animal 6 C.thous 6
Animal 7 C.thous 9
Animal 8 C.thous 6
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Tabela 4. Valores de médias e desvios padrao (DP) dos dados US renais dos

cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), machos (n=08).

Parametro Espécie Média * DP
Rim Esquerdo comprimento (cm) C.thous 4,76+0,44
Rim Direito comprimento (cm) C.thous 4,68+0,34
Cortical Rim Esquerdo (cm) C.thous 0,66+0,19
Cortical Rim Direito (cm) C.thous 0,70+0,22
Medular Rim Esquerdo (cm) C.thous 0,57+0,14
Medular Rim Direito (cm) C.thous 0,57+0,13
I.R. Esquerdo (cm)’ C.thous 0,52+0,10
I.R. Direito (cm)’ C.thous 0,50+0,05

“I.R. Indice de resistividade
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Figura 1: Representagdo ultrassonografica da vasculatura renal obtida por
Doppler e abaixo os espectros de onda da artéria interlobar, para calculo do
indice de Resistividade. VPS: velocidade do pico sistélico; VDF: velocidade

diastolica minima.
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