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DINALLO, H.R. Perfil das proteinas de fase aguda em gatos com doenca do trato
urinério inferior obstrutiva, 2019. 55p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista (Unesp).

RESUMO: A doenca do trato urinario inferior em felinos (DTUIF) apresenta
diversos fatores etioldgicos, sendo a forma obstrutiva a mais grave. As proteinas
de fase aguda (PFAs) sao biomarcadores utilizados para avaliar processos
inflamatorios sistémicos. A Alfa-1 Glicoproteina Acida e o Amildide A Sérico s&o
PFAs positivas e major, o fibrinogénio € PFA minor e a albumina € negativa em
gatos. O objetivo deste estudo é determinar as concentracdes seéricas das
proteinas de fase aguda, Amildide A sérico, Alfa-1 Glicoproteina Acida,
fibrinogénio e albumina e utiliza-las como biomarcadores de inflamacdo no
monitoramento do processo inflamatério de gatos com doenca do trato urinario
inferior obstrutiva. Foram avaliados 25 gatos, machos, sem predilecdo de raca e
idade, divididos em dois grupos experimentais, GC - grupo controle com oito
gatos higidos e GO - grupo obstruido com 17 gatos diagnosticados com DTUIF
obstrutiva. Foram coletadas amostras para determinacdo das PFAs, bioquimica
sérica, urinalise e UP/C nos MO, M12, M24 e M48 no GO e no GC somente no
primeiro momento. As determinagdes das PFAs foram realizadas com os kits de
ELISA para SAA, Kit Cat Serum Amyloid A Elisa (LIFE-SAA-8) e AGP, Kit Cat
Alpha-1-Acid Glycoprotein Elisa (LIFE-AGP-8), ambos marca: Life Diagnostics®.
No MO houve correlacbes positivas de SAA, AGP e fibrinogénio com ureia e
creatinina e correlacdo negativa de albumina com hematuria, SAA e potassio. No
M48, houve correlagbes positivas entre SAA e AGP, AGP e ureia, fibrinogénio
com ureia, creatinina, AGP e SAA. Além disso, observou-se correlacdo negativa
de albumina com ureia e creatinina. As PFAs SAA, AGP, fibrinogénio e albumina
podem ser utilizadas como biomarcadores da inflamacdo sistémica e no
monitoramento do tratamento clinico de gatos com doenca do trato urinario

inferior obstrutiva.

Palavras-chave: Alfa 1 Glicoproteina Acida, Amildide A sérico, gato, obstrug&o
uretral.



DINALLO, H.R. Profile of acute phase proteins in cats with obstructive lower
urinary tract disease. 2019. 55p. Thesis dissertation (Master degree) — School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, Sdo Paulo State

University (Unesp).

ABSTRACT: The Feline Lower Urinary Tract Disease (FLUTD) presents several
etiologic factors, with the obstructive form representing the most severe. The acute
phase proteins (APPs) are biomarkers used to evaluate systemic inflammatory
processes. In cats, Alpha-1-Acid Glycoprotein and Serum Amyloid A are major
positive APPs, fibrinogen is a minor APP and albumin is a negative APP. This
study aims at determining the serum concentrations of acute phase proteins
Serum Amyloid A, Alpha-1-Acid Glycoprotein, fibrinogen and albumin, in addition
of using them as biomarkers of inflammation during the monitoring of the
inflammatory processes of cats with obstructive feline lower urinary tract disease.

A total of 25 male cats were recruited for the study irrespective of breed and age,
and were divided into two experimental groups: the control group (CG), comprised
of eight healthy cats; and the obstruction group (OG), comprised of 17 cats
diagnosed with obstructive FLUTD. Samples were collected for APP analysis,
serum biochemical assay, urinalysis and UP/C determination at MO, M12, M24
and M48 in the OG, and at MO in the CG. The concentrations of the APPs were
determined using commercially-available ELISA kits for SAA (Kit Cat Serum
Amyloid A Elisa, LIFE-SAA-8) and AGP (Kit Cat Alpha-1-Acid Glycoprotein Elisa,
LIFE-AGP-8) (Life Diagnostics®). At MO, there were positive correlations of SAA,
AGP and fibrinogen with urea and creatinine, as well as negative correlations
between albumin and hematuria, and SAA and potassium. At M48, there were
positive correlations between SAA and AGP, AGP and urea, fibrinogen and urea,
fibrinogen and creatinine, fibrinogen and AGP, and fibrinogen and SAA. In
addition, there was a negative correlation of albumin with urea and creatinine.
SAA, AGP, fibrinogen and albumin may be used as biomarkers of inflammatory
process in cats with obstructive FLUTD, aiding in the monitoring of the treatment.

Keywords: Alpha-1-Acid Glycoprotein, Serum Amyloid A, cat, urethral obstruction.
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1 INTRODUCAO

A doenca do trato urinario inferior dos felinos (DTUIF) obstrutiva se destaca
com maior prevaléncia dentre as doencas do trato urinario inferior dos felinos
domésticos. Consiste em alteragdes na estrutura ou funcdo da bexiga urinaria e
uretra que impedem o fluxo de urina. E uma doenca multifatorial caracterizada por
sinais clinicos como hematuria, polaquilria, estranguria e iscuria (BARTGES et al,
1996; OSBORNE, KRUGER, LULICH, 1996; WESTROPP, BUFFINGTON,
CHEW, 2005; BARTGES, 2011), que levam a perda aguda da funcédo renal,
ocasionando acumulo de eletrélitos e desequilibrio acido-béasico grave, exigindo
tratamento emergencial, que pode levar o animal a o6bito (OLIVEIRA, 1999;
WESTROPP et al., 2005; SEGEV et al., 2011).

As células epiteliais da bexiga, chamadas uroteliais, podem responder a
varios estimulos, incluindo trifosfato de adenosina e 6xido nitrico, que podem
potencializar a inflamacdo e exacerbar os sinais clinicos (BIRDER, BARRICK,
ROPPOLO, et al, 2003). Durante a resposta de fase aguda, induzidas por
citocinas pro-inflamatorias IL-1B8, TNF-a e IL-6, ha aumento da sintese proteica
nos hepatdcitos, linfonodos, bacgo e leucdcitos. Essas proteinas sdo chamadas de
proteinas de fase aguda (PFAs) (MURATA et al.,, 2004; CERON et al., 2005;
GRUYS et al., 2005; ECKERSALL 2008, TIZARD, 2013b). A funcdo destas
proteinas € modular a eficiéncia do sistema imune, agindo na defesa do
organismo na inflamagéao (PETERSEN et al., 2004).

As alteracdes nas concentragfes séricas das PFA estdo relacionadas com
a gravidade do distarbio e com a extensdo do tecido lesado, sendo positivas,
elevando a concentracdo sérica, ou negativas quando diminuem suas
concentracbes em resposta ao processo inflamatério. Desta forma, a
concentracdo das PFA proporciona informacdes importantes sobre o diagnéstico
e prognostico da doenca (SERIN; ULUTAS, 2010; ALVES et al., 2010).

Diante da alta prevaléncia e gravidade da DTUIF obstrutiva, surgiu a
necessidade da pesquisa de novos biomarcadores que auxiliem no tratamento
clinico e prognostico do paciente. O recente interesse pelo estudo das Proteinas
de Fase Aguda (PAFs) na Medicina Veterinaria demonstra a diversidade de
aplicacdo desses marcadores bioldégicos em diversas patologias (ECKERSALL;
BELL, 2010).



Em gatos, as PFAs major sdo Amiléide A sérico (SAA) e Alfa-1
Glicoproteina Acida (AGP) (SANTOS; ALBERTO, 2014). A SAA é reconhecida
como uma das principais PFAs positiva na espécie felina, sendo considerada a
proteina que responde mais rapidamente a um estimulo inflamatério e/ou
infeccioso aumentando sua concentracdo (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005), j& a AGP apresenta um aumento mais tardio (KAJIKAWA et. al.,
1999).

A concentracdo do SAA se eleva na doenca renal e em outras patologias
que acometem o trato urinario dos gatos (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).

O monitoramento das proteinas de fase aguda € util na andlise dos
processos inflamatérios ocasionados por diversas doencas, proporcionam
avaliacdo de tratamento, podem auxiliar no estabelecimento do progndstico e
sobrevida, tornando este estudo relevante diante das alteragbes apresentadas
pelos gatos com DTUIF obstrutiva viabilizando adequado monitoramento do

tratamento instituido.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Doenca do trato inferior dos felinos obstrutiva

A expressdo Doenca do Trato Urinario Inferior de Felinos (DTUIF) é
utilizada como termo diagnostico para a descricdo dos disturbios do trato urinario
inferior em felinos domésticos (OSBORNE et al., 2000), também denominada de
sindrome urolégica felina (WESTROP, DELGADO, BUFFINGTON, 2019).

Dentre as patologias felinas, DTUIF é uma das mais frequentemente
descritas, com prevaléncia de 0,34% a 0,64% em todos os felinos e com alta
recorréncia (HOSTUTLER et al., 2005; RECHE e CAMOZZI, 2015; MARTINS et
al., 2013).

Em dois tercos dos gatos com DTUIF n&o ha explicacdo para o surgimento
dos sinais clinicos no sistema urinario inferior, assim nos referimos a essas
alteracdes como cistite idiopética felina (CIF)/intersticial felina, semelhante a
cistite de seres humanos, sindrome idiopética de dor pélvica com dificuldade de
miccdo, sem causa diagnosticavel (WESTROP, DELGADO, BUFFINGTON,
2019), dificultando o diagndstico e terapia, visto que a etiologia € multifatorial
(NELSON e COUTO, 2010; MARTINS et al., 2013; RECHE e CAMOZZI, 2015).

Lund et. al., 2016, relataram que a obesidade, estresse, mudancas
frequentes na dieta foram encontrados em gatos com CIF. O conhecimento
desses fatores de risco auxilia no tratamento de acordo com as condicfes
ambientais do gato.

Os pacientes que nao apresentam evidéncias da causa de obstrucao
confirmam que pode ser secundaria ao espasmo uretral ou edema, consiste em
um processo inflamatério estérii (LARSON et al., 2011). A CIF pode estar
relacionada também a um transtorno do sistema nervoso simpatico e
hipotalamico-eixo hipofise-adrenal causada por estresse (BUFFINGTON, TENG,
SOMOGYI, 2002). Elevagdes nas catecolaminas e redu¢des no cortisol sérico em
gatos com CIF em comparagdo com gatos saudaveis durante periodos de
estresse cronico foram relatados. Baseado nesse estudo acredita-se que a CIF
pode incluir varias alteracfes, mdultiplas e complexas do sistema nervoso e
endocrino (BUFFINGTON, 2009; WESTROPP, 2003; STELLA, CRONEY,
BUFFINGTON, 2013; STELLA, LORD, BUFFINGTON, 2011)



Os sinais clinicos da CIF sdo exacerbados por fatores internos e externos
(BUFFINGTON, 2002), que levam a diminui¢do do fluxo sanguineo e liberacdo de
mediadores inflamatérios que causam edema, espasmos musculares e dor,
associadas ou ndo a plugs ou urdlitos podendo levar a obstrucdo uretral
(COOPER, 2015).

Dos gatos com DTUIF, a obstru¢ao uretral ocorre em 18 — 58% dos casos
relatados (NEVINS; MAI; THOMAS, 2015). Os fatores etioldgicos incluem agentes
infecciosos, tampéao uretral, urdlitos, cistite idiopatica, alteracdes congénitas
(persisténcia do uraco), dieta, neoplasias e traumas (BARSANTI et al., 2004).

A urolitiase constitui outra causa de DTUIF e € responsavel por 13 a 28%
da doenca do trato urinério inferior (HOUSTON, 2007). A maioria dos urdlitos em
gatos sao de oxalato de calcio ou fosfato de aménio de magnésio (estruvita). Os
urélitos de oxalato de célcio se formam quando a urina é supersaturada com
calcio e oxalato (BARTGES et al., 1999), a dissolucao terapéutica geralmente nao
€ possivel (ADAMS, 2013). Quanto aos urdlitos de estruvita, alimentos que
acidificam a urina podem impedir sua formacao, sendo fosfato de magnésio e
amonio mais soluvel em pH acido, possibilitando a dissolu¢cdo dos urdlitos em 1 a
4 semanas (OSBORNE, et al., 1990; LEKCHAROENSUK, 2001; LULICH, 2013).

As condi¢cBes epidemioldgicas que facilitam o desenvolvimento de DTUIF
sdo: raca (siameses e persas), idade (um a dez anos), estacdo do ano (no inverno
0s gatos reduzem as atividades fisicas, miccfes e ingerem menos agua), dieta
(racdo seca), obesidade, sedentarismo, confinamento e baixo consumo hidrico
(BALBINOT et al., 2006).

Um estudo realizado com gatos obstruidos por SEVEG et al. (2011),
constatou que um baixo volume urinario e baixa frequéncia de miccéo, causados
por dietas restritamente secas, pouca atividade fisica e consequentemente
obesidade, podem predispor o surgimento de tampdes uretrais, urélitos e cistite
idiopatica, principais agentes etioldgicos da enfermidade. Portanto, é necessaria a
instituicdo de um acompanhamento nutricional adequado para os felinos
acometidos por DTUIF.

Dentre as manifestacbes da DTUIF, a obstrucdo uretral € a mais grave,
pois, se nao revertida a tempo, pode levar o paciente a obito (WESTROPP et al.,

2005). E mais comum em machos, devido & anatomia da uretra, por ser mais



alongada, estreita e menos distensivel (RECHE Jr. et al., 1998; WOUTERS et al.,
1998; BARSANTI et al., 2004; GUNN-MOORE & SHENOY, 2004).

O histérico e sinais clinicos dependem da duracao da doenca e do grau da
obstrucdo. Os primeiros sinais observados sdo hematuria, disuria, polaciuria,
peridria e estranguria e a possivel obstrucdo uretral parcial ou completa
(MARKWELL et al., 1998; HOSTUTLER et al., 2005).

Ao exame fisico o animal ndo obstruido pode apresentar palpacao
abdominal dolorosa e espessamento da parede da bexiga (NELSON e COUTO
2010; RECHE e CAMOZZI, 2015). No felino obstruido os sinais clinicos séo iguais
as outras doencas do trato urinario inferior, mas sem sucesso em miccao
(GALVAO et al., 2010).

O diagnéstico ocorre pelo histérico clinico e exame fisico do paciente, além
de exames complementares, como exames radiograficos, ultrassonograficos e
cistocospia, e os exames laboratoriais (BARSANTI et al., 2004).

Coleta-se 0 sangue para hemograma completo, bioquimica sérica e
eletrdlitos, para o0s pacientes mais criticos € priorizado hematdcrito, proteina
plasmatica total, eletrdlitos, calcio ionizado, glicose sanguinea, creatinina, ureia e
hemogasometria (RECHE e CAMOZZI, 2015).

A utilizacdo da ultrassonografia no auxilio ao diagnostico da DTUIF parte
do principio da vantagem da técnica na avaliacdo da integridade do trato urinario,
fornecendo excelente avaliagdo de tamanho, formato e arquitetura interna renal
(LARSON, 2012), visibilizacao dos ureteres quando estdo dilatados por ectopias,
ureterite, obstrucdo intrinseca ou extrinseca (VAC, 2016; SILVA; MAMPRIM,;
VULCANO, 2008), fornece informacdes sobre a espessura e estratificacdo da
parede vesical e presenca de massa (OLIVEIRA et al,. 2017; VAC, 2016;
SUTHERLAN-SMITH, 2011). Além disso, auxilia na diferenciacdo de dilatacdes
pélvicas, presenca de tampdes (mucoproteinas e/ou cristais, coagulos, debris) e
urélitos que possam migrar para a uretra, e desta forma perpetuar a obstrucéo
intraluminal, (GALVAO et al, 2010; RECHE E CAMOZZI,2015; SILVA et.al, 2013).
Contudo, o trajeto da uretra ndo é totalmente visualizado devido a interferéncia do
pubis (HURLEY, 1998).

O exame radiografico incluindo todo o trato urinario deve fazer parte da

avaliacdo global do paciente com DTUIF, onde se avalia forma, tamanho,



margens, opacidade e posi¢do dos rins e bexiga (GIMENEZ; LAGUIA, 2012). A
radiografia abdominal simples é util para excluir ou identificar urdlitos radiopacos
com mais de 2-3 mm de didametro (OLIVEIRA et al., 2017), anormalidade
anatbmicas como espessamento e irregularidade da parede vesical, polipos,
tumores, resquicios de Uraco e diverticulo vesicouracal (WARE, 2006; RECHE Jr;
HAGIWARA; MAMIZUKA, 1998). A radiografia contrastada € util para evidenciar
calculos radiotransparentes, ruptura uretral ou vesical, diverticulo uracal,
neoplasias, estenoses ou obstrucdo uretral (HOLT, 1998; HOSTUTLER et al.,
2005; RECHE E CAMOZZI, 2015).

Na urindlise é observada hematuria, devido distens&do vesical e processo
inflamatério, alteracdo no pH urinario, e presenca de células inflamatorias,
bactérias e/ou cristais (HOUSTON, 2007).

Balbinot et al. (2006), relataram alta prevaléncia de 4,8% para DTUIF
dentre todos os felinos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Vigosa, sendo, dentre esses casos, 53,7% na forma obstrutiva. Na Europa, a
prevaléncia de gatos obstruidos com doenca do trato inferior, € similar, com 58%
(GERBER et al., 2005).

No Brasil, Reche et al. (1998) evidenciaram que o principal fator causador
de DTUIF obstrutiva ocorre por tampdes uretrais afetando 67% dos casos. Os
tampdes uretrais sdo constituidos por material proteico (mucoproteinas de Tam
Horsfall), cristais, matriz organica, células sanguineas ou cristais minerais
(SEGEV et al., 2011). Ainda assim, urdlitos ocorrem comumente na uretra de
gatos (BARTGES, 2016).

Se a obstrucéo nao for solucionada dentro de 36 a 48 horas ocorrem sinais
clinicos caracteristicos de azotemia, incluindo anorexia, vémito, fraqueza,
desidratacédo, depressao, estupor, hipotermia, acidose com hiperventilacéo,
bradicardia ou morte subita (NELSON e COUTO, 2010).

A interrupcdo do fluxo urinario pode ocasionar azotemia pos-renal,
danificando os néfrons e causando lesdo renal aguda com possibilidade de
progressdo a coma e morte (FINCO; BARSANTI et al., 1984). Esta evolucao
acontece devido ao acumulo de toxinas urémicas no sangue, desequilibrio
eletrolitico e acido-basico, culminando na reducgéo da taxa de filtragdo glomerular
(SEGEV et al., 2011).
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O tratamento consiste na correcdo de distarbios eletroliticos e acido-
bésicos, restabelecimento do fluxo urinério pela cateterizacdo sob anestesia,
colocagdo permanente do cateter durante 48 horas, em alguns casos retirada
cirdrgica de urolitos e no insucesso do tratamento clinico é realizada uretrostomia
perineal. O progndstico € reservado, pois alguns gatos podem atingir graus mais
avancados e/ou sofrer recidiva, podendo, assim, ser fatal (GERBER et al., 2008).

Segundo Gerber et al. (2008), na Universidade de Zurique, 9% dos gatos
vieram a oObito, 51% dos gatos com obstrucdo uretral apresentaram sinais
recorrentes de DTUIF apds a alta, independentemente da causa, 36% re-

obstruiram e 23% foram eutanasiados devido a doenca do trato urindrio inferior.

2.2 Proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda (PFAs) sdo biomarcadores de lesdes teciduais
(SANTOS; ALBERTO, 2014) que alteram as suas concentragdes durante
infeccdo, inflamacdo, trauma cirargico ou estresse (MURATA; SHIMADA,
YOSHIOKA, 2004).

Na resposta de fase aguda, ocorre aumento de producado e liberacdo de
PFAs induzidas por citocinas pro-inflamatérias (interleucina-1, interleucina-6 e
fator de necrose tumoral) que sdo sintetizadas predominantemente pelo figado
(MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; CERON et al., 2005; GRUYS et al.,
2005; ECKERSALL 2008).

Estes mediadores pro-inflamatérios ativam receptores nas células-alvos
gerando resposta sistémica, ativando o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e
reduzindo a secrecdo de hormodnios de crescimento, ocasionando alteracdes
como febre, leucocitose, alteragcbes hormonais e a reducdo de proteinas
musculares com a finalidade de reduzir danos teciduais e facilitar o processo de
reparo tecidual (ECKERSALL, 2008).

Com a influéncia de IL-1B8, TNF-a e principalmente IL-6, apds 90 minutos
da leséo, ocorre aumento da sintese proteica nos hepatocitos, linfonodos, baco e
leucocitos. Essas proteinas sdo chamadas de proteinas de fase aguda (PFAS)
(TIZARD, 2013b).
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De modo geral, a funcdo mais importante destas proteinas é na defesa do
organismo durante a inflamagédo, modulando a eficiéncia do sistema imune (C-
reativa, Complemento 3 e Complemento 4, Alfa 1 Glicoproteina Acida, Proteina
Ligadora de Lipossacarideos), carrear moléculas (Haptoglobina, Ceruloplasmina)
e proteger os tecidos contra lesdes exacerbadas ocasionadas pelos mediadores
inflamatoérios (SAA, Al-antitripsina). Entretanto, estas proteinas podem ter mais
de uma funcdo (PETERSEN et al., 2004).

As alteracfes nas concentracfes sericas das PFA estdo relacionadas com
a gravidade do distarbio e com a extensdo do tecido lesado, sendo positivas,
elevando a concentracdo sérica, ou negativas quando diminuem suas
concentracbes em resposta ao processo inflamatério. Desta forma, a
concentracdo das PFA proporciona informacdes importantes sobre o diagndstico
e prognostico da doenca (SERIN; ULUTAS, 2010; ALVES et al., 2010). Quando o
estimulo inflamatério é cessado, a concentracdo da PFA diminui rapidamente,
antes dos outros indicadores de enfermidade, os quais podem continuar elevados
até que os danos ocasionados pelos patdégenos tenham sido reparados, porém,
permanecera elevada se o patdgeno persistir, mesmo com a normalizacdo dos
parametros clinico-patologicos induzidos por terapias (PALTRINIERI, 2008).

O grupo de PFAs positivas inclui varias proteinas. As mais conhecidas séo,
a Proteina C-Reativa (CRP), Fracdes do Complemento (C3 e C4), Alfa 1-
Glicoproteina Acida (AGP), Proteina de ligacdo a lipossacarideos (LBP),
Haptoglobina (Hp), Ceruloplasmina (Cp), Amiléide A Sérico (SAA), A-globulinas
com atividade antiprotease (Al-antitripsina) e fibrinogénio (CERON et al., 2005).

Devido ao estimulo inflamatério para induzir a producédo e liberacdo de
PFAs, suas concentracdes séricas aumentam em algumas horas e atingem picos
em 24-48h, permanecendo elevadas enquanto durar o estimulo. Porém, a
intensidade desse aumento € variavel. Comparados com intervalos de referéncia,
as PFAs podem aumentar de duas a 1000 vezes. Baseado nisso, as PFAs foram
classificadas como major, moderada ou minor (BOCHSLER; SLAUSON, 2002;
MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005). Contudo,
alguns autores denominam “major ou minor’ fundamentado em qual proteina
aumenta em determinada espécie, dependendo da intensidade desse aumento
(GRUYS; TOUSSAINT, 2001). No entanto, é importante ressaltar que a
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intensidade do aumento das concentracfes séricas das proteinas varia nas
espécies e cada uma tem suas PFAs major e minor (CERON et al., 2005).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, com a concentracéo
sérica diminuindo durante a inflamacéo, devido ao desvio de aminoacidos para a
producdo de PFA positiva (CRAY et al., 2009; PALTRINIERI, 2007a)

Em algumas espécies ha PFAs consideradas como principais marcadores
para auxilio ao diagnéstico. Em gatos, as principais PFAs positivas sdo Alfa-1
Glicoproteina Acida (AGP) e Amildéide A Sérico (SAA), o fibrinogénio é uma
proteina positiva de fase aguda minor e a albumina negativa. (PETERSEN et al.,
2004; CERON et al., 2005).

Para o monitoramento correto da resposta de fase aguda deve-se
determinar as concentracdes séricas de uma proteina positiva major, uma minor e
uma negativa simultaneamente, possibilitando assim melhor analise da
inflamag&o (CERON et al., 2005).

2.2.1 Alfa-1 Glicoproteina Acida (AGP)

A Alfa-1 Glicoproteina Acida (AGP) é uma das PFAs positivas que tém sua
concentracéo elevada durante a inflamacéo sistémica (ECKERSALL; BELL, 2010;
YUKI; ITOH; TAKASE, 2010).

Foram identificadas concentracbes de AGP de aproximadamente 0,15
mg/mL em soro de gatos de pélo curto americanos saudaveis. Entretanto, as
concentracbes séricas podem atingir 5 mg/mL ou mais nos gatos doentes
(KAJIKAWA et. al., 1999; SELTING, 2000).

Pertence a familia lipocalina, subfamilia imunocalina, um grupo de
proteinas de ligacdo extracelular especificas para moléculas hidrofébicas, e que
inclui proteinas imunomoduladoras (LOEGGBERG; WESTER, 2000). A AGP é
encontrada na porcao seromucoide da fracdo soltvel em acido perclorico do soro
(EASTON, et al., 1962; GANZ, et al., 1983). E produzida pelos hepatdcitos e
linfébcitos em resposta as citocinas pré inflamatorias, como a interleucina-1,
interleucina-6 e fator de necrose tumoral (TNF-a) (GAHMBERG et al., 1978;
COOPER, 1979; BENNET et al., 1980; GANZ et al., 1983; LIBERT et al., 1994).
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AGP desempenha uma atividade antibacteriana direta (CECILIANI, 2012).
A AGP inibe a proliferacao de linfocitos, agregacao plaquetaria e exerce fungéo
neutrofilica, incluindo fagocitose, quimiotaxia e geracdo de anion superoxido, e
seus efeitos biologicos dependem de seu estado de glicosilacdo. Atua também no
mecanismo de defesa de animais contra infeccdo microbiana (KAJIKAWA et. al.,
1999).

Segundo Kajikawa et al. (1999), as concentragdes de AGP foram elevadas
em gatos internados por diversas doencas, assim como na inflamacao induzida
cirurgicamente quando cada grupo foi comparado a gatos saudaveis.

Os estudos das PFAs em felinos predominantemente sdo sobre AGP,
principalmente nas concentragdes séricas ou teciduais de gatos com Peritonite
Infecciosa Felina (PIF) (BENCE; ADDIE; ECKERSALL, 2005). O AGP felino tem
amplos polimorfismos que podem contar com diferentes glicoformas (YOSHIDA et
al., 1997) e foi demonstrado que a AGP purificada do soro de gatos com peritonite
infecciosa felina (PIF) é hipossalilada, na maioria dos gatos portadores de PIF foi
verificado elevacdo na concentracdo sérica de AGP (PALTRINIERI et. al., 2004;
CECILIANI et al., 2004; CUNNINGHAM et al., 2004).

2.2.2 Amildide A Sérico (SAA)

O Amiléide A Sérico (SAA) é uma das principais PFAs positivas em gatos,
sendo considerada a proteina que responde primeiramente a um estimulo
inflamatdrio e/ou infeccioso (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005).
Além disso, no gato, € a PFA que expressa maior magnitude em resposta a
inflamacéo, seguida pela AGP. (ROSA, MESTRINHO, 2019).

Em gatos higidos, a concentracéo sérica € de 0,1-2 pug/mL, porém pode
se elevar centenas de vezes nos casos de infec¢do, cancer ou outras doengas.
Em estudo realizado em gatos submetidos a cirurgia, a concentracdo de SAA se
elevou apos trés a seis horas, atingindo a concentracdo mais elevada em 21 a 24
horas de pés-operatério (SASAKI et al., 2003).

O SAA atua no colesterol LDL, € uma apolipoproteina que se liga ao
colesterol apos resposta aguda, o SAA associa-se ao HDL3 e substitui a ApoAl
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como apolipoproteina predominante, ocasionando a remocdo de colesterol do
sitio inflamatdério. Elimina o colesterol das células que estdo morrendo, impedindo
0 acumulo nas placas ateroscleréticas (CECILIANI et. al., 2012). Tem atividades
imunomoduladoras atraindo células inflamatdrias para os tecidos e levando a
producdo de citocinas pro inflamatérias (GRUYS et al., 2005; HE et al., 2006;
TIZARD, 2013a). Na medicina humana, a SAA ndo € somente marcador da
inflamacdo, mas também marcador prognostico de varias doencas, incluindo
doencas inflamatdrias, neoplasias e também doencas nao inflamatorias como
diabetes (DALLA, et. al., 2005; GILLMORE et. al., 2001; KAJIKAWA et. al., 1999).

Em diversos casos de doencas inflamatérias e infecciosas em gatos foi
observado aumento superior a 55 vezes na concentracdo de SAA, além disso a
concentracdo de SAA também esta elevada na doenca renal e em patologias do
sistema urinario de gatos, também aumenta nas neoplasias, hepatopatias e
diabetes (KAJIKAWA et. al.,, 1999). A elevacdo das concentracdes séricas €
geralmente maior em gatos com doencas inflamatérias do que em outras
patologias nao inflamatorias (SASAKI et al., 2003).

Segundo Tamamoto et al., 2013, analisando a curva de sobrevivéncia, a
concentracdo sérica de SAA esta relacionada a sobrevida de diversas doencas,
especialmente a sobrevivéncia a curto prazo. No entanto, estudos mais
detalhados sdo necessarios para viabilizar o uso da SAA como um marcador no

diagnéstico de inflamacao em gatos e prognostico (KAJIKAWA et. al., 1999).

2.2.3 Fibrinogénio

O Fibrinogénio € uma glicoproteina positiva minor, sua concentracdo €
constante no plasma sanguineo de animais higidos, porém, durante a fase aguda
de uma inflamacao é liberada em alta quantidade pelos hepatécitos, podendo ter
sua concentracdo aumentada em 25-50% da sua concentracdo basal
(MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). O fibrinogénio também esta envolvido na
homeostase, fornecendo substrato para formacdo de fibrina e na reparacéo
tecidual (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).
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2.2.4 Albumina

A Albumina sérica € uma PFA negativa, diminuindo em casos de
inflamacé&o e/ou infecgéo, entretanto, ndo foi comprovado se esta reducao ocorre
por extravasamento de albumina dos vasos para os tecidos inflamados ou pela
diminuicao da sintese hepatica (PALTRINIERI, 2008).

E a proteina mais abundante do sangue, constituindo 35 a 50% de proteina
do plasma de cdes e gatos sadios, sendo a maior banda observada no
eletroforetograma (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

Ha estudos que demonstraram diminuicdo da concentracdo sérica de
albumina em processos inflamatorios de felinos (THOMAS, 2000; OTTENJANN et
al., 2006). A diminuicdo da sintese permite que grande quantidade de
aminoécidos sejam utilizados na sintese das PFAs positivas (PALTRINIERI,
2008).

Considerando-se a alta incidéncia de DTUIF obstrutiva em gatos e
gravidade do quadro clinico apresentado por esses pacientes, é importante o
estudo de biomarcadores que auxiliem na avaliagdo do tratamento clinico
instituido. Dessa forma, o estudo das proteinas de fase aguda (PFASs) é relevante,
ja que a concentracdo sérica é relacionada com a severidade da lesdo e
intensidade da inflamacédo (ECKERSALL; BELL, 2010; SERIN; ULUTAS, 2010;
ALVES et al.,, 2010) e desempenham papel importante na inflamacdo em gatos
(PALTRINIERI, 2008).
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1. Objetivo

1.1. Objetivo geral

Monitoramento do processo inflamatério de gatos com doenca do trato
urinario inferior obstrutiva, pela determinacdo das concentracbes séricas das
proteinas de fase aguda, Amildide A sérico, Alfa-1 Glicoproteina Acida,

fibrinogénio e albumina.

1.2. Objetivos especificos

Correlacionar as concentracdes séricas de Amiléide A Sérico, Alfa-1
Glicoproteina Acida, Fibrinogénio e albumina em gatos com DTUIF obstrutiva com
ureia, creatinina e potassio, dados de urindlise, relacdo proteina/creatinina

urinaria, tempo de obstrucéo.



CAPITULO Il
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RESUMO: Histérico: A DTUIF é uma das patologias mais comumente encontrada na
clinica de felinos, sendo a forma obstrutiva a manifestacdo mais grave que leva a perda
aguda da funcdo renal, ocasionando acimulo de eletrélitos e desequilibrio eletrolitico e
acido-basico. AGP e SAA sdo PFAs utilizadas como biomarcadores de lesfes teciduais,
em processos inflamatorios que podem auxiliar no prognéstico e tratamento de afeccdes
em felinos.

Objetivo: Monitoramento do processo inflamatorio de gatos com doenca do trato urinario
inferior obstrutiva, pela determinacdo das concentracdes séricas das proteinas de fase
aguda, Amildide A sérico, Alfa-1 Glicoproteina Acida, fibrinogénio e albumina.
Metodologia: Foram avaliados 25 gatos, sendo oito gatos higidos (grupo controle GC) e
17 gatos com DTUIF obstrutiva (grupo GO). Para a mensuragdo das PFAs foram utilizados
kits comerciais de Elisa para AGP e SAA e a técnica foi realizada de acordo com o
fabricante. Coletadas amostras para analise das PFAs, bioquimica sérica, urinalise e
determinacdo de UP/C nos M0, M12, M24 e M48 no GO. No GC realizada apenas uma
coleta.

Resultados: No MO houve correlacGes positivas de SAA, AGP e fibrinogénio com ureia e
creatinina e correlacdo negativa de albumina com hematdria, SAA e potassio. No M48,
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houve correlagdes positivas entre SAA e AGP, AGP e ureia, fibrinogénio com ureia,
creatinina, AGP e SAA. Além disso, observou-se correlacdo negativa de albumina com
ureia e creatinina.

Conclusbes: SAA, AGP, fibrinogénio e a albumina podem ser utilizadas como
biomarcadores do processo inflamatdrio de gatos com DTUIF obstrutiva, colaborando no
monitoramento do tratamento instituido.

Palavras-chave: gato, obstrucdo uretral, SAA, AGP.

ABSTRACT: Background: FLUTD is one of the most common pathologies in felines. It
leads to an acute impairment of the renal function, leading to a buildup of electrolytes and
acid-base imbalance. SAA and AGP are APPs employed as biomarkers of tissue injuries
during inflammatory processes.

Objective: Monitor the inflammatory process of cats with obstructive feline lower urinary
tract disease through the determination of the serum concentrations of acute phase proteins
SAA, AGP, fibrinogen and albumin.

Methodology: 25 male cats were included in the study. They were divided into two
experimental groups: the control group (CG), with eight healthy cats, and the obstruction
group (OG), with 17 cats with obstructive FLUTD. The measurement of the APPs was
conducted using ELISA kits. Samples were collected for APP analysis, serum biochemical
assay, urinalysis and UP/C at M0, M12, M24 and M48 in the OG. In the CG, the samples a
single time.

Results: At MO, there were positive correlations of SAA, AGP and fibrinogen with urea
and creatinine, and a negative correlation of aloumin with hematuria, SAA and potassium.
At M48, there were positive correlations between SAA and AGP, AGP and urea,
fibrinogen and urea, fibrinogen and creatinine, fibrinogen and AGP, and fibrinogen and
SAA. In addition, there was a negative correlation of albumin with urea and creatinine.
Conclusions: SAA, AGP, fibrinogen and albumin may be used as biomarkers of
inflammatory process in cats with obstructive FLUTD, aiding in the monitoring of the

treatment.

Keywords: cat, urethral obstruction, SAA, AGP.
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INTRODUCAO

A doenca do trato urinario inferior dos felinos (DTUIF) obstrutiva consiste em
alteracdes na estrutura ou funcao da bexiga urinaria e uretra que impedem o fluxo de urina.
E uma doenca multifatorial caracterizada por sinais clinicos de hematuria, polaquidria e
isclria 1234, que leva a perda aguda da funcio renal, ocasionando actimulo de eletrolitos e
desequilibrio &cido-basico grave, exigindo tratamento emergencial.®

No Brasil, os dados de estudo clinico ou epidemiologicos sobre DTUIF sdo
escassos, entdo o médico veterinario brasileiro depende de dados de literatura estrangeira,
em estados norte-americanos a prevaléncia varia de 1,5 a 8%°.

A DTUIF obstrutiva ocorre principalmente em gatos machos, obesos, sedentarios,
alimentados com rag&o seca, com baixa ingestdo hidrica’e seu diagnostico é baseado no
exame fisico, no qual se observa distensdo da bexiga urinaria associada a iscuria e exames
de imagens®. Se a obstrugdo n&o for solucionada dentro de 36 a 48 horas ocorrem sinais
clinicos caracteristicos de azotemia, incluindo anorexia, vomito, fraqueza, desidratacéo,
depress3o, estupor, hipotermia, acidose com hiperventilagdo, bradicardia ou morte stbita®.

As células epiteliais da bexiga, chamadas uroteliais, podem responder a varios
estimulos, incluindo trifosfato de adenosina e 6xido nitrico, que podem potencializar a
inflamac&o e exacerbar os sinais clinicos®®. Durante a resposta de fase aguda, induzidas por
citocinas pro-inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6, h4 aumento da sintese proteica nos
hepatdcitos, linfonodos, bago e leucdcitos. Essas proteinas sdo chamadas de proteinas de
fase aguda (PFAs)! 12 1314

Devido a gravidade da DTUIF surgiu a necessidade de conhecimentos de novos
biomarcadores que auxiliem na avaliacdo do tratamento clinico. O recente interesse pelo
estudo das proteinas de fase aguda (PAFs) na medicina veterinaria demonstra a diversidade
de aplicagdo desses marcadores bioldgicos em diversas patologias’®. As PFAs sio
biomarcadores de lesbes teciduais de fase aguda nos animais, sendo positivas, quando a
concentracdo sérica aumenta ou negativas quando diminui em resposta ao processo
inflamatdrio. Esse mecanismo é ativado logo apds o estimulo patolégico e antes da
estimulagdo do sistema imune-especifico, sendo mais precoce do que as alteracdes de
leucocitos™®.

De acordo com os niveis das PFAs, é possivel avaliar a gravidade da inflamacao

auxiliando no diagndstico, monitoramento de doencas e prognostico. Além disso, auxiliam



21

na diferenciacio das doengas agudas e cronicas pela avaliacdo da inflamagéo subclinica.
17.

Em gatos, as principais PFAs positivas sdéo Amiloide A Sérico (SAA) e Alfa-1
Glicoproteina Acida (AGP)!. O Amildide A Sérico é a proteina que responde
primeiramente a um estimulo inflamatorio e/ou infeccioso nos gatos, além de aumentar sua
concentracdo em casos de lesdo renal e em outras doencas que acometem o trato urinario
dos felinos?. A Alfa-1 Glicoproteina Acida é umas das PFAs positivas que a concentracio
sérica aumenta durante inflamacdo sistémica aguda >!8, O fibrinogénio também é uma
proteina de fase aguda positiva com concentracdo plasmatica constante em animais
higidos, porém, durante a fase aguda da inflamacé&o ¢ liberada em grande quantidade pelos
hepatdcitos °.

Em contraste, a albumina sérica € uma PFA negativa, diminuindo durante
inflamag&o e/ou infecgdo. E a proteina mais abundante do sangue, constituindo 35 a 50%
de proteina do plasma de cies e gatos sadios?.

Considerando a alta incidéncia de DTUIF obstrutiva em gatos, a gravidade do
quadro clinico apresentado por esses pacientes e a necessidade de atendimento
emergencial, é de suma importancia o acompanhamento com exames laboratoriais e o
estudo das PFAs, como ferramentas relevantes no monitoramento do processo inflamatério
durante o tratamento clinico instituido. Sendo assim, o presente trabalho tem como
objetivo o monitoramento do processo inflamatério de gatos com doenga do trato urinario
inferior obstrutiva, pela determinacdo das concentracfes séricas das proteinas de fase
aguda, Amildide A sérico, Alfa-1 Glicoproteina Acida, fibrinogénio, albumina e
correlaciona-las com ureia, creatinina, potassio, dados de urinalise, UP/C e tempo de

obstrucéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Clinica Médica de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), no municipio de
Presidente Prudente — SP. A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica Institucional no
Uso de Animais (CEUA) sob protocolo 0266/2018. Os tutores dos animais foram
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informados de todos os procedimentos realizados, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram utilizados 25 gatos machos, sem predilecdo racial e de idade, com o peso
médio de 3,7kg. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, oito gatos
higidos do grupo controle (GC) e 17 gatos diagnosticados com doenca do trato urinério
inferior obstrutiva do grupo obstruidos (GO). Como os animais foram atendidos
emergencialmente, ndo foi possivel a realizacdo prévia de exames que excluissem doencas
virais. Os critérios de selecdo para a admissdo dos animais no estudo incluiram historico e
avaliacdo dos sinais clinicos como: iscuria, palpacdo abdominal apresentando distensao da
vesicula urinéria e dor, indicando doenca do trato urinario inferior obstrutiva total. Foram
excluidos da pesquisa pacientes que receberam antibioticoterapia nos ultimos sete-14 dias,
com neoplasias do sistema urindrio, méa-formagdo congénita e obstrucdo uretral
reincidivante.

A avaliacdo clinica dos animais foi realizada durante a fase de diagnostico de
DTUIF obstrutiva, consistindo em afericdo de frequéncia cardiaca (bpm), frequéncia
respiratoria (mpm), temperatura retal (T°C), pressdo arterial sistémica (mmHg)?°, tempo de
preenchimento capilar (TPC), hidratacdo, mucosas e pulsacdo arterial. Também foi
questionado se o animal apresentava apatia, anorexia e vomito, de acordo com o escore
estabelecido na Tabela 1.

Foi levado em consideracdo o tempo em horas que o animal ficou obstruido antes
do atendimento clinico de acordo com dado informado pelo tutor, sendo os animais
classificados segundo tempo de obstrucdo (12h, 24h, 36h, 48 e 60h).

Para exames bioquimicos e mensuracdo das proteinas de fase aguda Amildide A
Sérico, Alfa-1 Glicoproteina Acida e fibrinogénio, foram coletadas amostras de sangue,
por venopuncdo jugular ou cefélica. Obtido volume de 5 mL de amostra, imediatamente
armazenadas em tubos estéreis, 2,5mL em tubo com anticoagulante EDTA 10% (acido
etilenodiamino tetra-acético), para determinacdo fibrinogénio, e 2,5mL em tubos sem
anticoagulante, para dosagem sérica de uréia, creatinina, albumina, potassio, AGP e SAA.
As coletas foram realizadas nos momentos de diagnostico de DTUIF obstrutiva, pré
desobstrucdo uretral (MOQ), 12 (M12), 24 (M24) e 48 (M48) horas ap06s a desobstrucdo
uretral?t,

Para determinacdo de fibrinogénio e proteina plasmatica total foram preenchidos

dois microcapilares contendo sangue colhido com EDTA e posteriormente fechados com
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fogo, com intuito de selar um dos lados. Logo apos este procedimento, os capilares foram
levados a microcentrifuga durante 5 minutos a 11.500rpm. Com um microcapilar foi
aferida a proteina plasmatica total (formada pelas fracbes de albumina, globulinas e
fibrinogénio) pela técnica de refratometria (Refratbmetro ATAGO). O segundo
microcapilar foi colocado no banho-maria a 560C durante 3 minutos com o objetivo de
provocar a separacdo do fibrinogénio das demais proteinas plasmaticas. Ap6s o tempo
estipulado no banho-maria, a amostra foi centrifugada novamente durante 5 minutos com
as mesmas especificacdes de velocidade e as proteinas restantes (fraces albumina e
globulinas) foram dosadas utilizando o0 mesmo método anterior (refratometria). Com o
resultado das duas leituras, procedeu-se ao calculo do fibrinogénio pela seguinte equacao:
Fibrinogénio=PPT-PP x 1000, onde PPT € a proteina plasmatica total (albumina,
globulinas e fibrinogénio, obtidos da leitura do primeiro capilar); PP é a proteina
plasmaética (albumina e globulinas, obtida da leitura do segundo capilar) e a multiplicacéo
por 1000 se deve ao fato de transformar a unidade de g/dL em mg/dL (que é a unidade
comumente utilizada para o fibrinogénio)?.,

Para dosagem de ureia, creatinina, albumina e potassio foram utilizados os Kits
Cobas C111 Ureia kit®, kit Cobas C111 Creatinina®, kit Cobas C111 Albumina® e kit
Cobas C111 Potassio® respectivamente, no aparelho automatizado Cobas C111-Roche®,
de acordo com as normas do fabricante. Para o exame hemogasometrico foi coletado 1 mL
de sangue venoso heparinizado (heparina de alto peso molecular, ndo fracionada) em todos
0s momentos e analisados 0s gases sanguineos, célcio ionizado, sédio, pH, e hematdcrito
no aparelho Hemogasdmetro Cobas b 121, Roche Diagndstica-Brasil S.A®?!. Todas as
analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario
Unoeste.

As amostras de soro dos gatos foram acondicionadas em freezer -25°C e ficaram
armazenadas em média seis meses até a analise das proteinas SAA e AGP. As analises
foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Proteinas de Fase Aguda e Monitoramento
ndo Invasivo da Reprodugéo e do Bem-Estar Animal da FMVZ-Unesp campus Botucatu,
seguindo as normas do fabricante, com utilizacdo dos Kit Cat Serum Amyloid A Elisa
(LIFE-SAA-8) (Life Diagnostics®, EUA), adotando-se diluicdo 1:400, 1:800 e 1:2.500
para determinacdo da concentragdo sérica de SAA e Kit Cat Alpha-1-Acid Glycoprotein
Elisa (LIFE-AGP-8) (Life Diagnostics®, EUA), com diluicdo de 1:40.000 para
determinacéo da concentracdo sérica de AGP.
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Foi obtida urina por meio de puncdo transabdominal (cistocentese), em porcao
caudal do abdémen, com o animal em decubito dorsal, utilizando-se seringa de 10mL e
agulha 25x7mm estéreis. Apds, foi acondicionada em frasco plastico estéril, centrifugada a
1.200 rpm, durante 6 minutos e analisada pelo método semi-automatico. Esta urina foi
usada para urinalise pela técnica de tiras de teste reagente Combur-Test Roche® e
determinacédo da U/PC pelo método UP/C Sensiprot®.

Ap0s os animais serem classificados e divididos em grupos controle (higidos) e
obstruido (de acordo com os sinais clinicos apresentados). Os animais do grupo GO foram
submetidos ao protocolo de desobstrugédo uretral. O animal foi anestesiado com propofol
(dose 5mg/kg), via intravenosa, a urina foi colhida por cistocentese e entdo o pénis foi
exposto, e observada a presenca ou ndo de tampao uretral ou urdlitos. Massagens foram
realizadas a fim de promover a expulsdo de possiveis tampdes. Apds foi feita tricotomia e
anti-sepsia da regido peniana, foi introduzida na uretra peniana distal a sonda uretral
flexivel com mandril TomCat® e com o auxilio de uma seringa de 10 ml com solucéo
fisiolégica NaCl 0,9% acoplada na sonda realizou-se hidropulsdo suavemente para que
ocorresse a desobstrucdo uretral e o tampdo fosse empurrado para o interior da vesicula
urinéria. Em seguida realizou-se o procedimento de lavagem da vesicula urinaria com
solucdo fisioldgica NaCl 0,9% a fim de remover os tampdes e sedimentos. A sonda uretral
foi fixada e permaneceu durante 48 horas®.

Simultaneamente ao processo de sondagem uretral o tratamento clinico foi
instituido, corrigindo desequilibrios eletroliticos com base nos resultados de
hemogasometria, realizada fluidoterapia com ringer lactato e administracdo de analgésico
(Cloridrato de Tramadol 50mg/ml, dose 4mg/kg 1V BID)?.

O tratamento convencional com antibioticoterapia foi realizado apés os resultados
de urocultura e antibiograma apds os animais terem participado do projeto.

Todos os grupos de variaveis continuas foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk para comprovacdo do pressuposto de normalidade dos dados. Foram consideradas
como parameétricas, as concentracdes séricas de SAA, AGP, ureia, creatinina, albumina,
potassio, relagcdo proteina/creatinina urinaria (UP/C), contagem de leucdcitos na urina.

Foram consideradas como ndo paramétricas, as varidveis concentracdo plasmaética
de fibrinogénio, hematuria. Variaveis mensuradas como escores ndo foram submetidas ao
teste de normalidade e foram consideradas como ndo paramétricas: Sangue oculto na urina,

presenca de células renais, vesicais, pelve renal e cristais na urina.
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Para verificar a relacdo existente entre as proteinas de fase aguda e as demais
varidveis recorreu-se a analise de correlacdo de Pearson para varidveis paramétricas
(continuas) e varidveis ndo paramétricas (escores). Para comparar 0s resultados do SAA,
AGP e albumina entre momentos recorreu-se ao teste de Analise de Variancia para
medidas repetidas com contrastes pelo método de Tukey e ajustes pelo método de
Bonferroni?®. As comparagOes entre momentos para as concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio foram realizadas pelo teste de Friedman. As analises foram conduzidas no

Programa R v. 3.6.1 e pacotes acessorios. Considerou-se valor de significancia de 5%2.

RESULTADOS

A avaliacdo do score clinico ocorreu de acordo com a tabela 1. A pontuagdo do
score clinico para gatos higidos foi 11 e para os gatos com DTUIF obstrutiva foram
pontuados, 11,7% (2/17) dos gatos com 10, 23,5% (4/17) dos gatos com 9, 5,8% (1/17) dos
gatos com 8, 5,8% (1/17) dos gatos com 7, 11,7% (2/17) dos gatos com 6, 5,8% (1/17) dos
gatos com 5, 11,7% (2/17) dos gatos com 4, 11,7% (2/17) dos gatos com 2, 5,8% (1/17)
dos gatos com 1 e 5,8% (1/17) dos gatos com 0. Dentre essa classificacdo, 17,6% (3/17)
dos gatos apresentaram normorexia, 35,2% (6/17) apresentaram hiporexia, 47% (8/17)
apresentaram normorexia, 53% (9/17) dos gatos apresentaram émese, 47% (8/17) dos gatos
ndo apresentaram émese, 64,7% (11/17) dos gatos apresentaram letargia, 5,8% (1/17) dos
gato apresentou inconsciéncia e 29,5% (5/17) dos gatos apresentaram estado mental
normal, 23,5% (4/17) dos gatos apresentaram ventroflexdo e 76,5% (13/17) apresentaram
posicao de cabeca normal, 11,7% (2/17) dos gatos estavam normohidratados, 23,5% (4/17)
estavam levemente desidratados, 47% (8/17) estavam moderadamente desidratados e trés
17,6% (3/17) estavam gravemente desidratados.

O tempo em horas de obstrucao uretral até 0 momento do atendimento clinico foi
mensurado nos 17 gatos com DTUIF obstrutiva, sendo que, 17,6% (3/17) dos animais
apresentaram 12 horas de obstrucdo uretral, 23,5% (4/17) dos gatos ficaram obstruidos
durante 24 horas, 11,7% (2/17) apresentaram obstrucdo uretral de 36 horas, 41,1% (7/17)
permaneceram obstruidos durante 48 horas e 5,8% (1/17) apresentaram obstrucdo de 60
horas.

Os resultados das médias de tendéncia central, valores minimos e méximos e

dispersdo dos dados de exames bioquimicos (creatinina, ureia, albumina e potassio),
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proteinas de fase aguda, urinédlise e UP/C avaliados nos gatos obstruidos (Grupo GO) e
gatos higidos (Grupo GC), que foram correlacionados, estdo sumarizados nas tabelas 2 e 3.

Quando comparadas as concentracdes séricas de SAA e AGP nos gatos obstruidos,
as medias foram significativamente maiores do que no grupo GO no MO (Figura 1).

Em relacdo as concentracBes sericas das PFAs quando comparadas entre 0s
momentos de coleta, houve diferenca significativa apenas nas concentracdes de AGP
(p=0.0109), no M24 (Figura 2). As outras PFAs analisadas ndo apresentaram significancia,
SAA (p =0.1778) (Figura 3), Fibrinogénio (p =0,6688) (Figura 4), aloumina (p = 0,193)
(Figura 5).

Quanto as analises entre momentos das variaveis ureia e creatinina houve diferenca
significativa (p < 0.05) entre MO e M48 para ureia e entre M0 e M12, MO e M24, MO e
M48 para creatinina (Tabela 2).

N&o houve diferenca significativa entre momentos das variaveis de urinalise
(sangue oculto, células da pelve, células renais, células vesicais, leucdcitos, hemacias e
cristais) (Tabela 3).

As correlagdes entre as concentracOes séricas de Amildide A Sérico e as variaveis
do Grupo Obstruido (GO) nos M0, M12, M24 e M48 estdo descritas na tabela 4. As
correlacBes entre as concentracdes séricas de Alfa 1 Glicoproteina Acida nos M0, M24 e
M48 estdo sumarizados na tabela 5. As correlacdes entre as concentragcdes plasmaticas de
fibrinogénio e as variaveis do Grupo Obstruido (GO) nos M0 e M48 estdo apresentadas na
tabela 6. As correlagdes entre as concentragcdes séricas de albumina e as variaveis do
Grupo Obstruido (GO) nos M0, M12, M24 e M48 estdo descritas na tabela 7.

DISCUSSAO

Na ocorréncia de inflamacdo sistémica ha elevacdo das concentracdes séricas das
proteinas de fase aguda positivas®?, no presente estudo foi observado que a concentracio
sérica de Amildide A Sérico no MO0 do grupo GO aumentou 13x em relacéo a concentracdo
sérica de SAA no grupo GC e que a concentragio sérica de Alfa 1 Glicoproteina Acida no
MO do grupo GO elevou-se em 19x comparada a concentragdo sérica do grupo GC, estes
resultados corroboram com a literatura que classifica a SAA e a AGP como proteinas de
fase aguda positivas principais na espécie felina®®, além de contribuir no monitoramento

clinico do processo inflamatorio causado pela DTUIF obstrutiva.
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A concentracdo plasmatica de fibrinogénio apresentou aumento de 1,5x
comparando o MO do grupo GO com o grupo GC, concordando com Martinez-Subiela et.
al., 2001*° que afirmam que o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda positiva minor e
também evidencia a sua reacdo ao processo inflamatério dos gatos com DTUIF obstrutiva.

A concentracdo sérica de Amildide A Sérico apresentou-se elevada nos M0, M12
e M24, apresentando reducdo somente no M48, corroborando com SAZAKI et. al., 2013?°
que também observaram o aumento na concentracdo sérica de SAA 3 a 6 horas apoés
inducdo de inflamagdo e pico em 21 a 24 horas ap6s. Houve diferenca significativa na
concentracdo de Alfa 1 Glicoproteina Acida somente no M24 do grupo GO comparada aos
outros momentos avaliados, dado que corrobora com Kajikawa et. al.,1999% que também
observaram aumento mais tardio na concentracdo sérica de AGP. Baseado neste
desempenho das PFAs é possivel avaliar o perfil da inflamagdo e a recuperagdo clinica
apresentada pelos gatos com DTUIF obstrutiva.

A concentracdo sérica de albumina no grupo GO se manteve abaixo dos
parametros de referéncia para a espécie nos quatro momentos avaliados indicando que 0s
gatos com obstrucdo uretral apresentaram inflamacgdo sistémica e corroborando com a
literatura que a classifica como uma proteina de fase aguda negatival?.

Durante a obstrucdo uretral ocorre interrupcdo do fluxo urinario, reducdo da taxa
de filtracdo glomerular e acumulo de toxinas urémicas no sangue, culminando em azotemia
pos renal 2’ 2, Neste estudo foram observadas diferencas significativas das concentragoes
séricas de uréia e creatinina apds desobstrucdo uretral, no M48 houve reducédo de 42,33%
da concentracdo sérica de uréia e 68,05% da concentracdo sérica de creatinina relacionadas
ao MO, corroborando com estudo previamente realizado onde Neri et. al., (2016)%°
observaram aumento significativo de creatinina antes da desobstrucdo uretral e reducdo
apos o tratamento clinico.

Ainda em relacdo a ureia e creatinina, neste estudo foram observadas correlacdes
positivas de SAA com ureia, creatinina e tempo de obstrucdo nos M0 e M12, o que
corrobora com estudo realizado por Kajikawa et. al., (1999)% que relataram elevagio da
concentracdo serica de SAA em pacientes com afeccdes do sistema urinario e doenga renal.
Além disso, um estudo realizado em seres humanos com cistite observou que 90% dos
pacientes apresentaram concentra¢fes seéricas de amiloide A sérico acima do limite de

deteccdo®®, demonstrando a sensibilidade da SAA frente as alteragdes do sistema urinario.
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A Amildide A sérica é uma proteina de fase aguda positiva aumentando sua
concentracdo durante o processo inflamatorio sistémico e a albumina € uma proteina de
fase aguda negativa, que diminui sua concentracdo sérica na inflamacdo. A reducdo da
sintese de albumina permite que os aminoacidos sejam utilizados na producdo das PFAS
positivas'®, corroborando com os dados deste estudo que SAA e albumina apresentaram
correlacdo negativa moderada no MO, que pode estar relacionado com a reducdo da sua
sintese, alem da correlagdo negativa moderada de albumina com hematdria indicando
reducdo da sua concentragdo no periodo de inflamagdo no MO e posteriormente apresentou
correlacdo negativa moderada com ureia, creatinina, demonstrando recuperagdo clinica no
M48.

Em gatos obstruidos, a reacdo inflamatoria no trato urinario estimula uma resposta
sistémica de citocina pré-inflamatoria, suficiente para ativar os mecanismos hepaticos que
sintetizam as proteinas de fase agudal® 121314 No presente estudo a AGP correlacionou-se
positivamente com tempo de obstrucdo no MO e ainda houve correlagcdo positiva moderada
de AGP com ureia, creatinina no MO, com ureia no M24 e M48, indicando assim que 0
aumento dessa proteina esta relacionada com quadro de reacdo inflamatoria sistémica mais
intensa tendo em vista que esta correlacionada com o tempo de obstrucdo, onde ocorre
diminuicdo do fluxo sanguineo e liberacdo de mediadores inflamatorios, causando
espasmos musculares, edema e dor3"

Ocorreu também correlacdo positiva moderada de AGP com ureia, creatinina no
MO, com ureia no M24 e M48 corroborando com Kajikawa et. al., (1999)%, que
observaram que as concentracbes de AGP foram elevadas em gatos internados que
apresentaram inflamacdo induzida.

Devido ao blogueio do fluxo urinario ocorre diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular ocasionando desequilibrio eletrolitico e acido-basico, no presente estudo foram
observadas correlacGes positivas entre AGP e potassio no MO, indicando a gravidade do
estado clinico, corroborando com estudo prévio onde foi observado que a hiperpotassemia
é um achado comum em gatos obstruidos®®

Em relacdo aos achados de urindlise nenhum é patognomonico para DTUIF,
sendo assim é possivel identificar hematuria e proteindria que podem piorar ao longo do
dia, neste estudo os gatos apresentaram correlacdo positiva entre SAA e células vesicais no
M24 o que pode indicar trauma na parede da bexiga ocasionado pela sonda uretral

piorando o quadro de inflamag&o sistémica apresentada por estes pacientes®.
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A concentracdo plasmatica de fibrinogénio apresentou no MO correlagdo positiva
com ureia e creatinina, além de correlagbes positivas no M48 com AGP, SAA, UP/C e
glicosuria, demonstrando relacdo com as alteracGes sofridas pelos gatos com DTUIF
obstrutiva, ainda, o fibrinogénio esta envolvido na homeostase e na reparagéo tecidual'! na
ocorréncia de inflamagdo sistémica sua concentracdo plasmética pode aumentar em até
25%7°,

CONCLUSAO

As proteinas de fase aguda Amildide A sérico, Alfa 1 Glicoproteina Acida,
fibrinogénio e a albumina podem ser utilizadas como biomarcadores do processo
inflamatorio sisttmico de gatos com doenca do trato urinério inferior obstrutiva,
colaborando no monitoramento do tratamento clinico instituido.
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do estado clinico nos animais com DTUIF obstrutiva antes da

Variavel Unidade
Apetite 0 = anorexia; 1 = hiporexia; 2 = normorexia
Vomito 0 = presente; 1 = ausente

Estado Mental

Posicédo da cabeca

normal
0 = ventroflexdo; 1 = normal

0 = inconsciente/excitacdo; 1 = deprimido; 2 = letargico; 3 =

Pontuacdo maxima animal higido: 7

Tabela 2: Médias e desvios-padrdo das varidveis paramétricas e medianas e desvios-
interquartilicos das variaveis ndo paramétricas, valores minimos e maximos de exames
bioquimicos e proteinas de fase aguda dos gatos obstruidos (Grupo GO) nos momentos
MO, M12, M24, M48 e dos gatos controles (Grupo GC).

Parametro Momentos GO (N=17) Média + Desvio Padrdo
Min. — Méx. Gatos controle
(GC) (N=8)
0 12 24 48
Creatinina~ (mg/dL) 10,08+6,28* 6,01+5,06® 5,27+5,248 3,22+4,55® 1,36+0,22
2,00 -20,80 0,9 - 15,50 0,9 - 15,55 0,8 - 16,60 1-17
Uréiax (mg/dL) 284,69+146,06 4 223,70+130,86 219,15+155,80 164,17+157,925 51,7+8,0
52,5 — 449,46 36,10 — 390,7 37,20 — 489,30 35,60 — 554,20 44,40 - 60,1
Albumina (mg/dL) 3,24+0,55 3,22+0,62 2,96+0,82 3,14+0,48 3,840,31
2,10 -4,00 1,7-4,00 21-39 2,3-39 34-41
Potassio (mg/dL) 7,11+2,28 5,66+1,85 5,29+1,43 5,10+1,45 4,36+0,2
3,14-113 2,96-9,7 3,46 - 8,17 2,44 - 8,99 4,00-4,8
PFA
SAA (ng/ml) 440945090 7846+9931 10492+11938 8097+13417 3194563
94,8 - 15752,5 189,6 — 15110,00 592,5 — 937,00 94,8 - 427225 89 — 189,6
AGP (ng/ml) 1083472+691507 1303334+695567 1378480+737340 1226260+690070 559890+298060

44560 - 2093720 31440 - 2093720 2093720 - 171640

2093720 - 341400

7599600-173520

*Valores expressos como mediana + desvio interquartilico.

Letras diferentes apresentam diferenca estatistica entre momentos.
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Tabela 3: Médias e desvios-padrdo das variaveis paramétricas e medianas e desvios-
interquartilicos das variaveis ndo paramétricas de urinalise dos gatos obstruidos (Grupo
GO) nos momentos M0, M12, M24, M48 e dos gatos controles (Grupo GC).

Parametro Momentos GO (N=17) Gatos controles (GC) (N=8)
0 12 24 48

UP/C 1,49+0,86 1,65+1,18 1,55+1,20 1,32+0,88 00
Sangueoculto* 3,58+0,87 3,56+0,72 3,43+0,81 3,41+0,79 0+0
Celulaspelve* 0,23+0,56 0,06+0,25 0,25+0,77 0,05+0,24 0£0
Celulasrenais- 1,00+0,70 0,87+0,34 0,80+0,67 1,00+0,61 0£0
Celulasvesicais 1,11+0,60 1,00+0,36 0,75+0,44 0,82+0,39 0£0
Leucocitos(/campo)  19,88+22,67 12,93+6,29  43,41+122,03  18,11+13,32 0+0
Hemacias(campo) ~ 451,17+140,35 422,18+172,65 354,50+223,16 331,58+217,93 020
Cristais+ 0,70+1,04 0,06+0,25 0,25+0,57 0,41+1,00 0£0

« Valores expressos como mediana * desvio interquartilico.

Tabela 4: Correlagdes de concentracGes séricas de Amildide A Sérico (SAA) e variaveis
do Grupo Obstruido (GO) nos M0, M12, M24 e M48.

VARIAVEIS rho p- value
MO
Creatinina 0.695 0.002
Ureia 0.611 0.011
AGP 0.629 0.008
Fibrinogénio 0,616 0,010
Tempo de obstrucao 0,545 0,028
Albumina -0.511 0.04
SAA Leucocitdria 0,531 0,033
M12
Creatinina 0.558 0.024
Uréia 0.546 0.028
M24
Células vesicais 0,664 0,006
M48
AGP 0.540 0.030
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Tabela 5: CorrelagBes de concentragdes séricas de Alfa 1 Glicoproteina Acida (AGP) e
variaveis do Grupo Obstruido (GO) nos M0, M24 e M48.

VARIAVEIS rho p- value
MO
Creatinina 0.672 0.003
Ureia 0.614 0.008
Potéassio 0.510 0.043
Tempo de obstrucao 0,569 0,016
AGP M24
Uréia 0.534 0.026
Potassio 0.533 0.049
M48
Ureia 0.470 0.056

Tabela 6: CorrelagGes de concentraces plasmaticas de fibrinogénio e variaveis do Grupo
Obstruido (GO) nos MO e M48.

VARIAVEIS ‘ rho ‘ p- value
MO
Creatinina 0,544 0,023
Ureia 0,616 0,010
M48
o Creatinina 0,602 0,013
Fibrinogénio Ureia 0,640 0,007
Potassio 0,699 0,002
AGP 0,583 0,017
UP/C 0,496 0,050
Glicosuria 0,570 0,020
SAA 0,748 0,001




Tabela 7: Concentraces séricas de albumina e varidveis do Grupo Obstruido (GO) nos

MO, M12, M24 e M48.

VARIAVEIS rho p- value

MO

Hematuria -0,557 0,019

SAA -0,563 0,022

Potassio -0,642 0,024
M12

Células vesicais 0,519 0,039

Albumina Uréia -0,481 0,050
M24

Hematuria 0,600 0,013
M48

Creatinina -0,514 0,034

36



Lista de figuras

37

A B
SAA AGP

4500,00 1200000
1000000

000,00 B00000
GO0000

| SAA m AGP

1500,00 400000
200000

0,00  — 0

Controle Obstruido

Controle

Obstruido

Figura 1: Concentracdo sérica media de SAA em gatos controles e gatos com doenca do

trato urinario inferior obstrutiva no MO (A). Concentracdo sérica média de AGP em gatos

controles e gatos com doenca do trato urinario inferior obstrutiva no MO (B).
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Figura 2: Concentracdo de AGP entre momentos em gatos com doenga do trato urinério

inferior obstrutiva.

* Indica que houve diferenca estatistica neste momento em relacdo aos outros momentos.
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Figura 3: Concentracdo de SAA entre momentos em gatos com doenca do trato urinario
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CONCLUSOES FINAIS

As proteinas de fase aguda, Amildide A Sérico, Alfa 1 Glicoproteina
Acida, fibrinogénio e albumina podem ser utilizadas como biomarcadores da
inflamacéo sistémica e no monitoramento do tratamento clinico de gatos com
doenca do trato urinario inferior obstrutiva.
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