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RESUMO

Os compostos quimicos no sangue sao importantes para diversas aplicagdes praticas na
bioquimica clinica e util na avaliagdo e acompanhamento da condi¢do nutricional e
metabolica de um animal. Nas analises clinicas veterinarias, a creatinina € a ureia sao
indicadores do funcionamento renal e podem ser dosadas no sangue. Visto que as doencas
renais se manifestam clinicamente com dano cronico na funcdo dos rins, novos
biomarcadores tém sido estudados a fim de facilitar o diagnostico precoce, o prognostico
de lesdo dos rins e a estratificacao de risco. O objetivo desse estudo foi avaliar os niveis
de creatinina e ureia no sangue de caes, raga indeterminada, sem idade e condigdo clinica
definidas, como indicadores da fung¢do renal. A partir de amostras de caes atendidos em
um Hospital Veterinario de Ituiutaba-MG, os niveis de creatinina (método colorimétrico)
e ureia (método enzimatico), foram dosados por cinética de dois pontos a partir de leitura
em espectrofotdmetro, utilizando kits de diagnodstico proprio para amostras veterinarias,
tendo como valores de referéncia em caes 0,5 a 1,5 mg/dL para a creatinina e 15 a 40
mg/dL para ureia. Os niveis de creatinina e ureia obtidos foram estratificados em classes,
sendo que a maioria das amostras foi identificada como normocreatinemia (55,1%) e
hiperuremia (58,1%), seguidas de hipocreatinemia (28,6%) e normouremia (38,8%).
Quando classificadas em estdgios da doenca renal cronica, prevaleceu o estagio II
(36,8%). Ainda, a azotemia foi detectada em 13,3% das amostras, nas quais foram
detectados altos niveis de creatinina e de ureia, como correlagdo significativa forte
positiva (r=0,826; p=0,0001), comprovada por meio da correlagdo de Pearson. Assim, os
marcadores utilizados demonstraram ser indicativos de disfuncao renal nas amostras de
caes, porém a auséncia de dados, como idade, raga, prontudrio e exames de imagem
dificultam qualquer conclusdo de diagnostico.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal cronica; Azotemia; Técnicas de laboratorio clinico.
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INTRODUCAO

Os compostos quimicos no sangue sao importantes para diversas aplicagdes praticas
na bioquimica clinica. O perfil plasmatico ¢ usado para analisar ndo somente um grupo
especifico de moléculas, mas também para avaliar e acompanhar a condi¢gao nutricional
e metabolica de um individuo, uma vez que oferece informagoes relevantes em relagao
aos seus estados: a) metabolismo energético e mineral; b) clinico, na analise do
funcionamento renal, hepatico, pancreatico, 6sseo € muscular, dentre outros; e ¢) na sua
produtividade (Gonzélez e Silva, 2006).

Como um 6rgado enddcrino, os rins sdo importantes na formacao da renina envolvida
na regulacdo da pressdo sanguinea, do calcitrol envolvido na homeostase do célcio e da
eritropoetina, controlando a producdo dos eritrocitos (Berne et al., 2004; Baynes e
Dominiczak, 2007).

Além disso, os rins t€ém as func¢des de regular a composicao e o volume dos fluidos
corporais, o balanco eletrolitico, a osmolalidade e o equilibrio acido-base, e excretar
produtos do metabolismo e substancias exdgenas. Assim, os rins eliminam do sangue
alguns produtos finais do metabolismo dispenséaveis para o corpo, como a ureia, acido
urico e creatinina, dentre outros. Por outro lado reabsorvem importantes nutrientes
orginicos, como a glicose, aminoacidos e lactato (Berne et al., 2004; Baynes e
Dominiczak, 2007).

Na doenga renal cronica ou insuficiéncia renal cronica, bem como na insuficiéncia
renal aguda, as fungdes homeostaticas dos rins sdo comprometidas e € possivel detectar
graves desequilibrios no volume e na composi¢do dos liquidos corporais (Baynes e
Dominiczak, 2007), bem como altera¢dao nos niveis de substancias nitrogenadas (ureia e

creatinina) (Costa et al., 2003).



Ainda, visto que as doencas renais se manifestam clinicamente quando ha 50% a
75% de dano na fung¢ao renal, novos biomarcadores tém sido estudados a fim de facilitar
o diagnostico precoce, o prognostico de lesdo renal e a estratificagao de risco (Dusse et
al., 2017), como a lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos humanos (Mishra et
al., 2003), interleucina 18 (Parikh et al., 2006), cistatina C (Krawczeski et al., 2010),
molécula-1 de lesdo renal (Han et al., 2002), proteinas de baixo peso molecular e enzimas
urinarias tubulares (Herget-Rosenthal et al., 2004), entre outros.

Por outro lado, a insuficiéncia renal pode causar consequéncias, como a azotemia
que gera um aumento nas concentracdes séricas de creatinina, ureia e compostos
nitrogenados ndo-protéicos no sangue, além da a uremia caracterizada pela presenca de
todos os constituintes da urina no sangue (Teixeira, 2013), elevando a concentragdao de
ureia sanguinea (Ribeiro, 2007).

Nas analises clinicas veterinarias, a creatinina e¢ a ureia sdo indicadores do
funcionamento renal e podem ser dosados no sangue de todos os animais, incluindo
ruminantes, equinos e os de pequeno porte, exceto em aves porque excretam acido Urico
(LACVET, 2019). Em animais que apresentam doenca renal, as concentragcdes de
creatinina e ureia sérica sao indicadores tardios da alteracdo da funcao do rim e excedem
os valores de referéncia somente ap6s a perda da funcao dos néfrons (Borges et al., 2008).

A creatinina € originaria da desidratagdo da creatina e/ou fosfocreatina derivada nos
tecidos musculares e excretada via renal. A creatina ¢ utilizada para armazenar energia
no musculo e sua quebra em creatinina ¢ constante e igual a massa muscular do animal
(Moraes, 2013), e também ¢ considerada um marcador de massa muscular, estado
nutricional e refletem a taxa de filtragdo glomerular, de modo que, niveis elevados de

creatinina apontam uma deficiéncia na funcionalidade renal (Teixeira, 2013) e a sua



diminui¢do pode se dar pela hidratacdo excessiva, doengas musculares degenerativas e
insuficiéncia hepatica (Gonzalez e Scheffer, 2003).

Considera-se que a creatinina sérica ¢ um biomarcador de fun¢do renal e nao
necessariamente de uma lesdo renal. Por essa razdo, a creatinina manifesta carater tardio
na sua elevagdo (Ximenes, 2017) podendo levar a hipercreatinemia, uma condi¢ao que
determina a velocidade da filtragdo glomerular, diminuindo a excre¢ao urinaria da desse
metabolito e aumentando a concentragao plasmatica (Motta, 2009). J4 a hipocreatinemia
¢ um critério para diagnostico de sindrome de secrecdo inapropriada do hormoénio
vasopressina ou antidiurético e esta associada a mortalidade de pacientes em hemodialise
de manuten¢do (Lopes ef al., 2010). Ainda, acredita-se que a creatinina seja influenciada
por diferentes fatores da fun¢do renal como, idade, sexo, raga e estado nutricional do
animal (Ximenes, 2017).

Outro metabdlito sintetizado no figado saudavel € a ureia, a qual se origina a partir
da amonia oriunda do catabolismo dos aminoacidos e da reciclagem de amoénia do rimen
(Teixeira, 2013; Batista, 2016). E um composto nitrogenado ndo-proteico, agrupado
quimicamente como amida, soliivel em dlcool, 4gua e compostos organicos sélidos, por
isso ¢ facilmente excretado (Meneses, 2011). Desta maneira, os niveis de ureia sdo
analisados a partir do nivel de proteina na dieta e o funcionamento renal, portanto ¢ um
indicador sensivel da ingestao de proteinas (Gonzalez e Scheffer, 2003).

As alteragdes nos niveis de ureia podem ser classificadas como hiperuremia, que €
0 aumento nos niveis de ureia plasmatica, causando lesdes renais (tubular, glomerular,
intersticial ou vascular) diferentes, e hipouremia que ocorre quando os niveis de ureia
estdo baixos, causando uma hepatopatia grave, resultando na incapacidade do figado de

sintetizar ureia proveniente da amonia do metabolismo protéico (Motta, 2009).



O aumento do nivel de ureia no plasma pode ocorrer devido a desidratagao, doenga
renal, dieta alta em proteina e dieta baixa em energia, diabetes mellitus e falha cardiaca.
Por outro lado, a diminui¢ao no nivel de ureia plasmatica pode acontecer na insuficiéncia
hepatica associada ao aumento de amonia, na dieta baixa em proteinas e na sobreidratacao
(Gonzalez e Scheffer, 2003).

O aumento nas concentracdes séricas de creatinina e ureia nitrogenada nao pode
ser aplicado para diferenciar a azotemia (Borges et al., 2008) pré-renal originada de uma
baixa perfusdo renal (Oliveira, 2004), da pos-renal provocada por obstru¢do do fluxo
urindrio ou rompimento nas vias excretoras urinarias (Oliveira, 2004), e da renal
apresentando falha na excre¢do da ureia (Oliveira, 2004). Por essa razdo, recomenda-se
que na avaliacdo da fungdo renal utilize-se o método mais especifico possivel com o
objetivo de identificar a origem do problema do animal (Oliveira, 2004; Borges ef al.,
2008).

Geralmente, os valores de concentragdao de creatinina e ureia sao analisados em
conjunto. Em cdes, os valores de referéncia para o sangue podem variar conforme o autor.
Para creatinina, os valores indicado ¢ de 0,5 a 1,5 mg/dL (Gonzalez e Silva, 2008; Labtest
Diagnostica, 2012a; R&K Diagnostico, 2019; Laborlife, 2019) e 0,5 a 1,6 mg/dL (Meyer
et al., 1995). Ja para a ureia as variacdes sdo maiores, sendo, 5 a 35 mg/dL (Laborlife,
2019), 15 a 40 mg/dL (R&K Diagnostico, 2019; Labtest Diagnodstica, 2012b), 10 a 60
mg/dL (Meyer et al., 1995) e 21,4 a 59,9 mg/dL (Kaneko et al., 1997). Por isso, se faz
importante avaliar os niveis plasmaticos seguindo os valores de referéncia indicados pelo

fabricante do reagente utilizado nas analises bioquimicas laboratoriais.



OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar a bioquimica sanguinea de caes, sem raga especifica, correlacionando os

niveis de creatinina ¢ ureia como indicadores da funcao renal.

Objetivos especificos

- Dosar os niveis de creatinina e ureia no sangue de caes;

- Avaliar a frequéncia de cdes diagnosticados com prejuizo renal por meio dos niveis
destes dois marcadores bioquimicos;

- Determinar a gravidade da doenca renal em estagios; e

- Descrever as possiveis causas das alteragdes bioquimicas sanguineas em caes, com

destaque para a creatinina e a ureia.
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METODOLOGIA

Amostra biologica

Amostras de 98 caes de racas e sexo indefinidos atendidos no Hospital Veterinario
e Clinica Veterinaria ZooVet, localizado em Ituiutaba, Minas Gerais. Esse material foi
gentilmente doado pela médica veterindria proprietaria Ms. Neila Cristina de Freitas Maia
para avaliacdo neste estudo. As amostras de sangue foram coletadas no periodo de
setembro a dezembro de 2018 apos solicitagdo em consulta médica. O sangue foi
centrifugado a x100rpm por 5 minutos e o soro foi armazenado a 4°C e acondicionado no
Laboratério de Experimentacdo Bioldgica na Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Pontal, até a sua analise. Este projeto de pesquisa foi avaliado e autorizado pelo
Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia sob o

n® A012/2019.

Dosagem de creatinina K

A concentragdo de creatinina K foi dosada pelo método colorimétrico (Picrato
alcalino — Jaffé) e aplicado cinética de dois pontos, utilizando um kit de diagndstico
proprio para amostras veterindrias, seguindo as instru¢cdes do fabricante (Labtest
Diagnostica, 2012b). O reagente picrato alcalino foi preparado misturando quatro
volumes do reagente 1 (hidroxido de sodio 200 mmol/L) com um volume do reagente 2
(4cido picrico 2,2 mmol/L).

Para anélise das amostras, o espectrofotdometro foi calibrado no comprimento de
ondas de 510 nm e zerado com agua destilada. Inicialmente o volume de 100 puL de soro
ou de padrao (creatinina 4,0 mg/dL) foram pipetados juntos a 1 mL do reagente picrato

alcalino e as absorbancias lidas ap6s 30 e 90 segundos, mantendo a solucao a 37 °C.
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A concentragdo de creatinina K em mg/dL de cada amostra foi obtida por meio da

formula abaixo.

AA do Teste ou Padrao = Ay segundos - A,, segundos

AAdo Teste
Creatinina = x4 mg/dL
AAdoPadrao

O valor de referéncia aplicado seguiu orientacdo de acordo com o fabricante, sendo

de 0,5 a 1,5 mg/dL o recomendado para a espécie canina.

Dosagem de ureia

O nivel de ureia no sangue foi dosado a partir de sistema enzimatico por fotometria
em ultravioleta aplicando cinética de dois pontos, utilizando um kit de diagndstico proprio
para amostras veterindrias, seguindo as instru¢des do fabricante (Labtest Diagndstica,
2012a). Para preparagdo do reagente de trabalho (tampdo 76 mmol/L, pH 8,0; NADH 240
umol/L; urease >10000 U/L; glutamato desidrogenase >750 U/L; a-cetoglutarato 12,8
mmol/L e azida sédica 27,5 mmol/L) foram utilizados quatro volumes do reagente 1
(tampao 20 mmol/L, pH 10,0; a-cetoglutarato 16 mmol/L; NADH 300 pmol/L; azida
sodica 30,8 mmol/L e surfactante) e um volume do reagente 2 (tampao 380 mmol/L, pH
8,0; urease >50000 U/L; glutamato desidrogenase >3750 U/L; azida sédica 14,6 mmol/L,
conservante e surfactante).

Para analise das amostras, 1 mL do reagente de trabalho foi incubado durante 1
minuto a 37 °C. Apds o tempo transcorrido, o volume de 10 pL de soro ou de padrao
(ureia 70 mg/dL e azida sodica 7,7 mmol/L) foi pipetado e as absorbancias lidas apds 30
e 90 segundos, mantendo a solugdo a 37 °C, em espectrofotdmetro calibrado no

comprimento de ondas de 340 nm e zerado com agua destilada.
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A concentragao de ureia em mg/dL de cada amostra foi obtida por meio da formula

abaixo.

AA do Teste ou Padrao = Ay segundos - A,, segundos

AATeste
Uréia (mg/dL) = x70
AA Padrao

O valor de referéncia aplicado seguiu a orientagdo do fabricante, sendo de 15 a 40

mg/dL o recomendado para a espécie canina.

Analise estatistica

Os valores obtidos foram planilhados utilizando software Excel da Microsoft®
Office e analisados por meio de estatistica descritiva considerando as frequéncias relativa
(n) e absoluta (%), bem como média, desvio padrdo e a correlacdo de Pearson entre os
niveis de ureia e creatinina, utilizando o programa BioEstat 5.0 e a significancia estatistica

foi estabelecida para p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 98 amostras sanguineas de caes de diversas ragas e sexo, atendidos na
rotina de um Hospital Veterinario e Clinica Veterinaria de Ituiutaba-MG, foram utilizadas
na dosagem sérica de creatinina e de ureia, para investigagdo da efetividade destes
marcadores veterinarios na funcao renal.

Para cada marcador foram calculados média e desvio padrao, sendo 2,7+1,5 para
creatinina (min: 0,04 mg/dL; max: 18,62 mg/dL) e 77,1£66,8 para ureia (min: 11,2
mg/dL; méax: 600,0 mg/dL).

Embora Ximenes (2017) defenda que a creatinina sérica nao detecta
necessariamente a lesdo renal, mas apenas a perda da funcdo dos rins tardiamente (Siew
etal.,2011), Sodré et al. (2007) demonstram que creatinina e ureia podem ser importantes
para a rotina e estudo laboratorial da funcdo e/ou a lesdo renal, avancos tecnologicos
reforgam que nenhum marcador estudado até o momento demonstrou ser completamente
eficaz na analise precoce da funcdo ou lesdo renal. Por isso, a necessidade de se investir
na descoberta de marcadores que auxiliem no prognostico desta disfungdo em caes.

Considerando os valores de referéncia dos kits de diagnostico utilizados,
estratificou-se os niveis de creatinina (0,5 a 1,5 mg/dL) e ureia (15 a 40 mg/dL) em hipo,
normo e hiper, sendo que a maioria das amostras foi identificada como normocreatinemia
(55,1%) e hiperuremia (58,1%), seguidas de hipocreatinemia (28,6%) e normouremia
(38,8%).

De acordo com a Sociedade Internacional de Interesse Renal (IRIS, 2019), os niveis
de creatinina podem ser classificados em quatro estdgios de evolug¢do da doenca renal
cronica (Waki et al., 2010). As amostras de cdes foram estratificadas nestes estagios,

sendo 36,8% delas no estagio II (1,4 a 2,0 mg/dL), 31,6% no estagio I11 (2,1 a 5,0 mg/dL)
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e 31,6% no estagio IV (maior que 5,0 mg/dL). Segundo Waki ef al. (2010) no estagio I
ha um estado ndo azotémico com a presen¢a de alguma alteracdo renal. O estagio II
caracteriza-se pela presenca de discreta azotemia. O estagio III ¢ definido pela presenca
de azotemia em grau moderado e a presenca de manifestacdes sist€émicas da perda de
funcdo renal. Finalmente, no estagio IV ha presenca de intensa azotemia e importante
perda da funcao renal que pode estar relacionada a faléncia renal, dentre outras alteragdes.

A insuficiéncia renal cronica ¢ uma doenca comum na espécie canina € sua
prevaléncia ¢ de 0,5 a 7% (Waki ef al., 2010), podendo persistir durante meses ou anos
(Toledo-Pinto et al., 2005). Dessa forma, o adoecimento dos cdes que apresentam
disfung¢ao renal pode ter os mais diferentes motivos e variagdes, incluindo a idade, raga,
sexo e estado nutricional do animal. Esses fatores interferem na funcionalidade dos rins,
podendo levar a azotemia (Teixeira, 2013). Esta condi¢do foi detectada em 13,3% das
amostras investigadas, nas quais foram encontrados altos niveis de creatinina (acima de
1,5 mg/dL) e de ureia (acima de 40 mg/dL), com correlacdo significativa forte positiva
(r=0,826; p=0,0001), no intervalo de confianga de 95%, comprovada por meio da
correlacao de Pearson (Figura 1).

De acordo com a quantidade de parénquima renal afetado, severidade e duragao das
lesdes, a doencga renal pode ou ndo progredir para a condi¢do de insuficiéncia, isso se da
quando 50% a 75% dos néfrons perdem sua fun¢do (Teixeira et al., 2015). Neste caso, a
ultrassonografia ¢ um exame que pode ser realizado na avalia¢do renal e ¢ importante
para obter informagdes anatdmicas, quando houver insuficiéncia cronica (Teixeira ef al.,
2015).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os biomarcadores
utilizados demonstraram ser indicativos de disfung@o renal em caes, porém devem ser

analisados em conjunto com outros exames, concordando com Ximenes (2017). A
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auséncia de dados basicos como idade e ragca do animal, bem como prontuario e exames
de imagem dificultam qualquer conclusdo de diagnostico. No caso das amostras
analisadas, ¢ possivel que a azotemia leve a lesdo de disfungdo renal, podendo ser
diagnosticada em ultrassonografia na maioria dos animais com lesao renal focal, inclusive
naqueles com niveis de creatinina e ureia normais. Desse modo, ¢ importante a
investigacao a partir de exames complementares especificos, para garantir se a patologia

¢ significativa de acordo com o estado do animal (Teixeira et al., 2015).

Ureia sérica (mg/dL)
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Figura 1 — Representacdo grafica da correlagdo (Pearson) das concentragdes séricas de

creatinina e ureia, com 1=0,826 e p=0,0001.

Vale ressaltar que alteragdes nos niveis séricos de creatinina e ureia também podem
indicar além das doencas renais, outras diferentes etiologias clinicas, sendo de maneira
primdria na leptospirose ou secunddria na gastroenterite (Bitencourt et at., 2015), na

intoxicag¢do vegetal animal (Silva et al., 2015) e nas mortes em animais portadores de
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leishmaniose (Silva et al., 2017). Por isso, a avaliagdo laboratorial da fun¢do renal
(creatinina e ureia) se faz necessaria também na prevencao e manutencao da saude dos
animais, objetivando a diminui¢ao do avango da doenca renal e melhorando o seu bem-
estar.

Ainda, a hemolise ¢ um importante fator que limita a analise bioquimica sanguinea,
podendo causar erros que potencialmente comprometam o diagndstico clinico, seja na
mensuracao de marcadores de estresse oxidativo (Morais et al., 2018), bem como na
dosagem de creatinina, ureia e outros marcadores bioquimicos, ja que interfere ndo
somente pela variacdo na absorbancia da amostra, como também pela liberagdo de
enzimas presentes nos eritrocitos (Gonzalez; Silva, 2008; Santos et al., 2017). Algumas
das amostras avaliadas nesse estudo apresentavam coloragao indicativa de hemdlise e isso
pode ter sido um dos motivos de alteragao nos valores obtidos.

Além disso, a dosagem de creatinina também pode variar dependendo do
acondicionamento da amostra. Amostras frescas e congeladas em diferentes graus de
hemolise podem apresentar variacdes inaceitdveis diante de uma rotina clinica
laboratorial (Santos et al., 2017). Ainda, segundo estes autores, amostras hemolisadas
submetidas ao congelamento por mais de 30 dias podem apresentar alteragdes na sua
coloracao, influenciando nos métodos de mensura¢ao. Esse fator deve ser considerado na
avaliagdo dos niveis de creatinina e ureia dosados nas amostras de caes utilizadas nesse
estudo, uma vez que nao eram frescas, mas estavam congeladas a -4°C ha pelo menos 90

dias (Souza, 2019).
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CONCLUSAO

O estudo revelou que a dosagem de creatinina e ureia a partir da metodologia
empregada mostrou-se eficaz e pode revelar alteracdes da fungao renal em caes desde que
acompanhada de exames complementares, como de imagem, por exemplo. Apesar de
estudos recentes indicarem investimentos na descoberta precoce de novos marcadores de
disfuncoes, os niveis de creatinina e ureia utilizados na rotina clinica laboratorial também
sdo efetivos para avaliar inicialmente a funcdo renal em animais. Além disso, alguns
fatores interferentes das analises foram indicados e devem ser considerados na analise

bioquimica, como a hemolise e o armazenamento de amostras bioldgicas.
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