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Resumo

A diabetes mellitus (DM) é a doenca mais comum do pancreas enddcrino no céo. E
uma sindrome caracterizada por hiperglicemia crénica, glicosuria, polifagia,
polidria/polidipsia e perda de peso. A nefropatia diabética (ND) corresponde a uma possivel
complicacdo da DM que, no caso dos humanos, corresponde a principal causa de doenca
renal crénica nos paises ocidentais. A ND é caracterizada por microalbumindria, proteinuria,
hipertenséo arterial sistémica e perda de funcdo renal. Os estudos realizados no ambito da
ND canina sdo escassos e, apesar da sua existéncia estar documentada, a sua expressao
na prética clinica é baixa, 0 que a torna um topico pouco discutido.

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a funcdo renal em cdes com
diagnéstico de DM, assim como a ocorréncia de proteindria, de modo a identificar a
presenca, ou ndo, de ND. Foi também avaliada a correlac@o entre estas variveis e o tempo
desde o diagnostico de DM e a dose de insulina instituida.

O estudo incluiu 18 cées diabéticos e 17 cades saudaveis de idades e pesos
idénticos. Nos cédes diabéticos, 38,9% apresentaram um RPCU superior a 0,5. Este grupo
apresentou ainda uma razdo de possibilidades (odds ratio) de 10,87 (95% IC, 1,71-127,08, p
<0,05) de desenvolver proteindria em relacdo aos saudaveis. Apesar de 0s niveis de ureia
nao diferirem significativamente entre os dois grupos, o grupo diabético apresentou
concentracdes de creatinina e DMAS inferiores as encontradas no grupo saudavel (p<0,05).
N&o foi encontrada uma correlagéo significativa entre as concentragdes de ureia, creatinina,
DMAS ou 0 RPCU e a duragéo do diagnéstico de DM, ou com a dose de insulina em curso.

Apesar de a ND clinica ser improvavel em cées, os resultados obtidos evidenciam o
possivel efeito da DM a nivel renal. Os niveis inferiores de creatinina e DMAS nos cées
diabéticos sugerem a ocorréncia de hiperfiltracdo glomerular, 0 que pode indicar a presenca
de alteragcbes hemodinamicas renais. Além disto, estes cdes apresentam uma maior
possibilidade de desenvolver proteinaria, o que refor¢ca a importancia da monitorizacdo do
RPCU nestes animais.

Este é o primeiro estudo de que temos conhecimento que ndo sé avalia os valores
de DMAS em cdes diabéticos, como também os compara com 0s encontrados em caes
saudaveis. Dos resultados obtidos poderemos inferir que os animais do nosso estudo com
DM se possam encontrar numa fase de pré-nefropatia diabética, numa fase silenciosa, ou
numa fase de nefropatia diabética incipiente. Continuam a ser necessarios mais estudos que
elucidem o impacto da DM sobre os biomarcadores de funcédo e lesédo renal de modo a

melhor esclarecer a sua relevancia na pratica clinica veterinaria.

Palavras-chave: diabetes mellitus, nefropatia, cao, biomarcadores, proteindria.



Abstract

Diabetes mellitus (DM) is the most common disease of the endocrine pancreas in
dogs. It's a syndrome characterized by chronic hyperglycaemia, glycosuria, polyphagia,
polyuria/polydipsia and weight loss. Diabetic nephropathy (DN) is a possible complication of
DM that, in humans, is the main cause of chronic kidney disease in western countries. DN
includes microalbuminuria, proteinuria, systemic hypertension and impaired kidney function.
There are only a few studies regarding canine DN and, even though there are some reports
of its occurrence in dogs, it isn’t a popular topic because of how rare it is in clinical practice.

The aim of this study was to evaluate the renal function of dogs diagnosed with DM,
as well as the occurrence of proteinuria, in order to identify the presence or absence of DN.
We also tested if there was a correlation between these biomarkers and the time of diagnosis
of DM and the insulin dosage they were being treated with.

The study included 18 diabetic dogs and 17 healthy dogs with similar ages and
weights. 38,9% of the diabetic dogs had an UPC ratio higher than 0,5. This group had an
odds ratio of 10,87 (95% IC, 1,71-127,08, p<0,05) of developing proteinuria when compared
to healthy ones. Even though the serum urea concentration didn’t differ between the two
groups, diabetic dogs had significatively lower serum concentrations of creatinine and SDMA
(p<0,05). There was no significant correlation between serum urea, creatinine or SDMA and
UPC ratio and the time of diagnosis. We also didn’t find an association between any of these
variables and insulin dosage.

Even though the occurrence of clinical DN is unlikely in dogs, our results show the
possible impact of DM on the kidney. The lower levels of serum creatinine and SDMA seen
in diabetic dogs when compared to healthy ones suggest that glomerular hyperfiltration is
present, which may be related with hemodynamic changes in the kidney. Besides, these
dogs showed a higher chance of developing proteinuria, which reinforces the importance of
UPC ratio assessment when monitoring these patients.

To our knowledge, this is the first study that not only evaluates SDMA levels in
diabetic dogs, but also compares them to those found in healthy ones. Our results suggest
that the diabetic dogs in our study can be in a pre-diabetic nephropathy phase, in a silent
phase or in an incipient diabetic nephropathy phase.

More studies are needed in order to better understand how DM impacts kidney’s

function and injury biomarkers and their relevance in veterinary practice.

Key words: diabetes mellitus, nephropathy, dog, biomarkers, proteinuria.
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| — Relatério de Atividades de Estagio

O estégio curricular foi realizado no Hospital Escolar Veterinario (HEV) da Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-ULisboa), no periodo de 10 de
Setembro de 2018 a 8 de Marc¢o de 2019. Durante este periodo, foram realizadas diferentes
atividades clinicas nos servicos de Medicina Geral, Medicina Interna, Oftalmologia,
Dermatologia, Oncologia, Radiologia, Ecografia, Cirurgia e na Unidade de Isolamento de
Doencas Infecto-Contagiosas em turnos rotativos, compreendidos em horarios das 8h as
15h e das 14h as 21h. J& as atividades na area do Internamento foram realizadas em turnos
de 12 horas, das 8h as 20h ou das 20h as 8h, com supervisdo de um médico veterinario
responsavel e enfermeiros/auxiliares veterinarios. No total, foram realizadas 949 horas de

estagio.

Medicina Geral

Em Medicina Geral, realizaram-se 203 horas de assisténcia aos medicos veterinarios
de servico. Nesta area, contactou-se com 0s proprietarios dos pacientes, no sentido de
desenvolver técnicas de comunicagdo e estabelecer empatia com os clientes, de modo a
permitir a recolha de uma historia clinica correta e completa. Na maioria das consultas foi
feita a anamnese e o exame fisico dos pacientes com posterior verificacdo pelo médico
veterinario assistente. Foi feita a contencdo dos animais, a colocacdo de colares isabelinos
e de acaimes, a administragéo de vacinas e de diversos farmacos, foram feitas colheitas de
sangue, colheitas de urina por cistocentese e por algaliacdo, colheitas de amostras por
puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF) para citologia, colocacdo de cateteres
endovenosos, preparacdo de sistemas de soro, prescricdo de receitas e preenchimento de
requisicdes de andlises clinicas.

As consultas observadas mais frequentemente foram as de rotina (vacinacédo e
desparasitacao), bem como as de exame clinico de animais novos que vieram pela primeira
vez ao HEV. Foram, também, frequentes as consultas cujo estimulo iatrotrépico estava
relacionado com problemas do foro digestivo, urinario, neurolégico ou musculo-esquelético.
Assistiu-se, igualmente, a consultas de urgéncia, sobretudo de animais em estado
convulsivo, com traumatismos diversos, com crises de dispneia ou com obstrucdo do trato
urinario inferior. Nestes casos, auxiliou-se o médico veterindrio assistente na
disponibilizacdo de uma via endovenosa aberta, na preparacdo e administracdo de
farmacos, na realizacdo de oxigenoterapia, entubacéo, técnicas de reanimacdo e exames

complementares de diagndstico.



Medicina Interna

Nesta area realizaram-se 70 horas de assisténcia ao médico veterinario de servico.
Assistiu-se maioritariamente a consultas de referéncia ou de segunda opinido e de
acompanhamento do tratamento. A maioria dos casos tratavam-se de doengas enddcrinas,
mas também gastroenterite cronica por causas variadas e doencas do aparelho respiratorio,
em fase de diagndstico ou jA em tratamento. Também foi observada a realizacdo de
endoscopias digestivas altas e baixas e endoscopias do aparelho respiratério, algumas com

recolha de bidpsias, lavagens broncoalveolares ou remocao de corpos estranhos.

Oftalmologia

Em Oftalmologia, realizaram-se 49 horas de assisténcia ao médico veterinario de
servico. Foram realizados exames oftalmolégicos, com verificacdo dos reflexos palpebral,
pupilar e de ameaca, realizacdo do teste de Schirmer, tonometria, biomicroscopia e exame
do fundo do olho, com posterior verificacdo pelo médico veterinario responséavel. As afectes
mais frequentemente observadas foram Ulceras de cOrnea, catarata, glaucoma e luxagcdes
do cristalino. Foi, também, observada a realizacdo de eletrorretinografia e de cirurgias
oculares, nomeadamente enucleacdo do globo ocular, correcdo de entrépion e
facoemulsificacdo do cristalino com implantacdo de uma lente intraocular para correcdo de

cataratas.

Dermatologia

Em Dermatologia, realizaram-se 35 horas de assisténcia ao médico veterinario de
servico. Foram realizados exames dermatolégicos com recolha de amostras para citologia
por meio de fita-cola, por aposicdo com lamina e com recurso a zaragatoa, com posterior
coloracdo e observacdo ao microscopico O6tico. Foi observada também a realizacdo de

testes intradérmicos. A dermatite atopica foi a doenca mais frequentemente observada.

Oncologia

Nesta area realizaram-se 63 horas de assisténcia ao médico veterinario e ao
enfermeiro de servico. Muitas destas consultas consistiram na explicagdo aos proprietarios
do processo de quimioterapia, os cuidados a ter, possiveis efeitos secundarios, a taxa de
sucesso, 0 prognostico e a sua relagdo com a qualidade de vida do animal. Foi também
prestada assisténcia ao enfermeiro responsavel pelos animais sujeitos a quimioterapia, com
a rececao e pesagem dos animais, colocacdo de cateteres endovenosos, recolha de sangue
para hemograma, colocacao de colares isabelinos, preparacédo dos quimioterapicos e a sua

administracdo. Neste ambito, foi-se familiarizado com os perigos associados a



administracdo e manipulacdo de quimioterapicos e com 0s equipamentos de protecdo

individual adequados.

Radiologia

Nesta &rea realizaram-se 49 horas de trabalho, divididas pelas areas de raio-X e
tomografia axial computorizada (TAC). No raio-X, foi feita a conteng&o e posicionamento dos
animais. Quando necessario, foi feita a sedacdo ou anestesia geral dos animais, com
posterior monitorizacdo anestésica dos mesmos. Na TAC, foi observada a redacédo de
relatérios dos exames realizados e foi realizada a cateterizagdo, inducdo anestésica,
entubacdo, monitorizagdo anestésica e preparacdo e administracdo de contraste

endovenoso.

Ecografia

Foram realizadas 56 horas de trabalho nesta area. Aqui, procedeu-se a tricotomia e
contencdo dos animais e auxiliou-se na realizagdo de cistocenteses, colecistocenteses,
bi6psias pulmonares, hepéaticas, esplénicas e vesicais. A grande maioria dos exames

observados consistiam em ecografias abdominais de cariz diagnéstico ou de monitorizacao.

Cirurgia

Foram realizadas cerca de 152 horas neste servigo. Foi feita a rececdo dos animais,
a sua pesagem e a sua conducdo até a sala de preparacdo pré-cirirgica. Quando os
animais o permitiam, era feita a sua cateterizacao. Caso contrario, era administrada a pré-
medicacdo anestésica antes disto. Na preparagdo dos animais para a cirurgia, era feita a
inducdo anestésica, entubacédo, acoplacdo do tubo endotraqueal ao sistema de anestesia
volatil e, por fim, a tricotomia e desinfecdo da area a intervencionar. A administracdo de
antibidticos e anti-inflamatorios era feita durante esta fase.

Uma vez dentro do bloco operatério, foram cumpridas as condi¢cdes de assepsia
necessarias. Quando circulante, foi feito o posicionamento do animal na mesa de cirurgia, a
colocacao do pulso-oximetro, do termémetro esofagico e do medidor de pressédo arterial.
Auxiliou-se também na preparacgédo do cirurgido e do ajudante de cirurgido e na abertura dos
pacotes cirdrgicos. Quando anestesista, monitorizou-se a cor das membranas mucosas, 0
tempo de replecdo capilar, a frequéncia cardiaca e a frequéncia respiratéria, o pulso, a
temperatura, o grau de estrabismo, a saturacdo de oxigénio, a capnografia e a presséo
arterial. Enquanto teve a funcdo de ajudante de cirurgido, auxiliou na exposicéo de 6érgaos,
vasos ou acidentes 6sseos a intervencionar, na hemostase e na realizagédo de laqueacdes e

suturas. Foi ainda possivel realizar a gonadectomia de alguns animais como cirurgia.
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Apoés a cirurgia, foi feita a monitorizacdo dos animais até a sua recuperacao poés-
anestésica. Procedeu-se ao contacto telefénico dos proprietarios e a redacao de fichas de

alta cirurgica de acordo com as indica¢des do médico-cirurgido responsavel.

Internamento

Foram realizadas no total 216 horas de Internamento ao longo do estagio curricular.
Neste servico, participou-se na passagem de casos feita no inicio de cada turno de trabalho,
onde era feita a apresentacdo e discussdo dos casos entre os médicos veterinarios
presentes. Ap6s a passagem de casos, era feita a monitorizagdo dos animais, onde era
avaliada a cor das mucosas, o tempo de replecdo capilar, os linfonodos, o grau de
hidratacdo, a frequéncia cardiaca e a frequéncia respiratoria, a palpacdo abdominal, o pulso
arterial e a temperatura retal. Esta monitorizacdo era feita, pelo menos, duas vezes por dia.
Era também feito o registo da emissdo de urina e da emissédo de fezes assim como a
alimentacdo dos animais, a qual, por vezes era realizada por meio de uma sonda
nasoesofagica. Quando era necessario, fez-se a limpeza das jaulas e das caixas de areia no
caso dos gatos, a realizacao de colheitas de sangue, colheitas de urina, medi¢do da pressao
arterial, algaliacdo, medicéo do volume de urina em animais algaliados, e o transporte dos
animais internados para os servicos de Imagiologia ou de Cirurgia. Quando possivel, era
feita a preparac@o da medicac@o a administrar por animal num periodo de 8 horas, de modo

a facilitar a sua administracdo na hora estipulada.

Unidade de Isolamento de Doencas Infecto-Contagiosas (UIDI)

Na Unidade de Isolamento de Doencgas Infecto-Contagiosas (UIDI) foram executadas
56 horas. Devido ao caracter contagioso, e por vezes zoonético das doencas dos pacientes
deste servico, a manipulacdo destes implicava a utilizacdo de equipamentos de protecdo
individual e a sua substituicdo entre animais. As doencas mais frequentes observadas neste
servico foram a panleucopénia felina, a parvovirose canina e a leptospirose. Os animais
internados eram monitorizados trés vezes ao dia por meio do exame fisico, dum registo da
frequéncia e aspeto quer da urina, quer das fezes emitidas e, ainda pela atitude face ao
alimento oferecido. Quando foi necessario, transportou-se 0s animais aos servicos de
Imagiologia ou Cirurgia. Durante o dia, era feita a preparacdo das medicacBes necessarias,
sendo depois administradas as horas estipuladas. Participou-se também na realizagdo de
consultas de alta médica, ou, entdo, consultas onde era feita a explicacdo dos cuidados a
ter, da medicacdo a administrar em casa e a monitorizagdo da sua evolugdo clinica para

determinada doenca.



Il — Reviséo bibliogréfica

1. Diabetes mellitus no cao

1.1. Epidemiologia

A diabetes mellitus (DM) é a doenca mais comum do pancreas endocrino no céo e
no gato, com uma prevaléncia de 0,4 a 1,2% (Nelson & Reusch 2014). E mais
frequentemente diagnosticada em cées entre os 5 e 0s 12 anos de idade, mas é mais

comum entre 0s 7 e os 10 anos (Guptill et al. 2003).

1.2. Fisiopatologia

A DM é um sindrome caracterizado por hiperglicemia cronica que tem como origem
uma deficiéncia da producao de insulina (deficiéncia absoluta em insulina), uma diminui¢ao
da sensibilidade dos tecidos-alvo a insulina (deficiéncia relativa em insulina), ou uma
combinacgdo de ambos (American Diabetes Association 2013). Existem varios processos que
podem levar ao desenvolvimento de DM, desde a destruicdo autoimune das células 3 do
pancreas da qual resulta uma deficiéncia absoluta em insulina, até doencas que causem
insulinorresisténcia, como é o caso do hipersomatotropismo ou do hiperadrenocorticismo. E
comum que a diminuicdo da producdo de insulina e a resisténcia dos tecidos a sua acao
coexistam no mesmo individuo, e por vezes é impaossivel determinar qual é a causa primaria
da hiperglicemia (Gilor et al. 2016).

A deficiéncia em insulina conduz a uma diminuicdo da captacdo da glucose,
aminodacidos e acidos gordos livres (AGL) pelas células, a um aumento da glicogendlise e
gluconeogénese hepaticas e, consequentemente, hiperglicemia (Nelson 2015). Quando a
glicémia ultrapassa o limiar de excre¢do renal (renal threshold), ocorre glicosuria. A
glicosuria leva a diurese osmoética e ao aparecimento de polidria (PU) e, com a perda de
agua, ha ativacdo do mecanismo da sede, surgindo deste modo a polidipsia (PD). Devido a
incapacidade das células em captar a glucose e a perda de glucose na urina, gera-se um
balanco energético negativo, o que conduz a polifagia (Fracassi 2017).

No que diz respeito ao metabolismo proteico, hA um aumento da protedlise e uma
diminuicdo da sintese proteica, o que contribui, adicionalmente, para a hiperglicemia, mas
gue também leva a perda de massa muscular e possivel caquexia (Nelson 2015).

A continua deficiéncia em insulina e em glucose intracelular leva a um aumento do
catabolismo lipidico e a um aumento da concentracdo de AGL em circulacdo. Estes séo
transportados para o figado, onde passam pela B-oxidacdo e originam acetilcoenzima A

(acetil-CoA), a qual &, por sua vez, direcionada para o ciclo de Krebs ou para a producao de



corpos cetdnicos. O excesso de corpos cetdnicos leva a cetoacidose diabética, uma
complicacdo importante da DM. A mobilizacdo de AGL em grandes quantidades para o
figado leva a um aumento da producéo de triglicéridos, o que origina hipertrigliceridémia e
lipidose hepatica (Fracassi 2017).

1.3. Classificacao da diabetes mellitus

Na medicina veterinaria, ao contrario do que ocorre na medicina humana, nao existe
um consenso internacional em relagéo a classificacdo da DM (Catchpole et al. 2008). Com
efeito, houve uma tendéncia para adotar a classificagédo utilizada na medicina humana, mas
esta tem sofrido alteracdes ao longo dos anos devido ao melhor entendimento das varias
etiologias possiveis da DM. A classificacdo etioldgica da DM aqui apresentada € a sugerida
pelo projeto ALIVE da European Society of Veterinary Endocrinology, apoiada pela Society

for Comparative Endocrinology.

1.3.1. Diabetes mellitus tipo 1

A DM tipo 1 corresponde a uma forma de DM onde existe uma deficiéncia em
insulina permanente e uma necessidade absoluta de administracdo de insulina exégena de
modo a controlar a glicémia, os sinais clinicos e prevenir a cetoacidose (Nelson & Reusch
2014; Gilor et al. 2016). Este tipo de DM pode estar associada a uma redugéo da secregdo
de insulina devido & destruicdo, & apoptose, a aplasia, a abiotrofia ou a hipoplasia das
células B, ou ainda a uma secregdo de insulina anémala (European Society of Veterinary
Endocrinology 2018) (Tabela 1).

Nos cées, a DM tipo 1 é uma doenca de etiologia multifatorial, para a qual
contribuem varios fatores genéticos, factores ambientais e ainda a autoimunidade, para o
inicio e progressdo da doenca. Atendendo ao facto de que a DM tipo | canina ocorre
normalmente a partir dos 7 anos de idade, parece assemelhar-se a diabetes autoimune
latente humana (latent autoimmune diabetes in adults ou LADA) (Nelson & Reusch 2014),
gue corresponde a uma forma de DM tipo 1 de desenvolvimento lento e progressivo que
ocorre em adultos. Esta designagdo é utilizada para descrever os pacientes humanos
adultos no momento do diagnéstico de DM, nos quais € possivel detetar autoanticorpos
contra a insulina ou contra os ilhéus pancreéaticos, mas que ainda nao necessitam de
insulinoterapia (Tuomi et al. 1993). Também nos cées diabéticos esta descrita a detecéo de
anticorpos contra as células dos ilhéus pancreéticos, contra a insulina e contra a pro-insulina
(Hoenig and Dawe 1992; Davison et al. 2003; Davison et al. 2011).



1.3.2. Diabetes mellitus tipo 2

A DM tipo 2 corresponde a uma DM associada a insulinorresisténcia, com deficiéncia
relativa em insulina. No Homem, pelo menos numa fase inicial, ndo existe necessidade de
administracdo exdgena de insulina (American Diabetes Association 2013).

A insulinorresisténcia pode ser devida a fatores enddcrinos (hormona do crescimento
(GH), glucocorticoides, progesterona e progestagéneos, catecolaminas, e hormonas
tiroideias), obesidade, farmacos (diuréticos tiazidicos, agonistas [(-adrenérgicos),
mediadores inflamatdrios ou alteracdes dos recetores e vias de sinalizacéo intracelulares

(European Society of Veterinary Endocrinology 2018) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagao etioldgica da DM sugerida pelo projeto ALIVE (adaptado).

DM tipo 1 DM tipo 2
(deficiéncia na producao de insulina) (resisténcia a insulina)
1. Reducéo da secrecéo 1. Influéncia endécrina
a. Destruigédo a. Hormona do crescimento (GH)
¢ Imunomediada i. Hipersecrecéo enddgena
e Destruicdo por doenca do pancreas e Origem pituitaria
exdcrino  (pancreatite, neoplasia, e Origem mamaéria
idiopatica) i. GH exdgena
¢ Toxicidade (diazéxido) b. Esterdides
e Infecéo i. Glucocorticoides
o |diopético e Hipersecrecdo enddgena
b. Apoptose e Glucocorticoides exdgenos
¢ Glucotoxicidade ii. Progesterona/progestagéneos
e Lipotoxicidade e Fase litea
¢ |diopética = Gravidez
c. Aplasia/abiotrofia/hipoplasia = Diestro (céo)
e Progestagéneos exdgenos
2. Secrecao de insulina anémala iii. Outros

c. Catecolaminas
d. Hormonas tiroideias
i. Hipertiroidismo

N

Obesidade

3. Farmacos

a. Diuréticos tiazidicos

b. Agonistas B-adrenérgicos

4. Mediadores infamatorios

5. AlteracBes de recetores celulares e da
comunicacdao intracelular




No Homem, a maior parte dos pacientes com DM tipo 2 sdo obesos. No entanto,
apesar da obesidade provocar resisténcia a insulina, ndo é por si sé a causa de DM tipo 2.
Em individuos obesos nao diabéticos, ha uma resposta compensatéria das células e um
aumento da producao de insulina (Butler et al. 2003). A DM tipo 2 é consequente, entdo, de
uma alteracdo intrinseca das células B que as impede de responder corretamente numa
situacéo de resisténcia a insulina (Gilor et al. 2016). No caso dos cées, apesar do aumento
da prevaléncia da obesidade nos ultimos anos, ndo existe evidéncia de que tal resulte em
DM, ao contrario do que ocorre nos gatos. Os caes obesos desenvolvem resisténcia a
insulina, mas respondem apropriadamente com um aumento da sua producéo (Verkest et al.
2012).

1.4. Historia e sinais clinicos

Os sinais clinicos classicos incluem PU/PD, polifagia e perda de peso (PP) (Nelson
and Reusch 2014). Os animais diabéticos podem ter uma condi¢éo corporal (CC) normal,
baixa ou aumentada, dependendo do momento do diagnostico e da causa que conduz a
DM. A palpacéo abdominal, pode ser possivel detetar hepatomegélia. Também, podem ser
observaveis repercussfes oculares como a presenca de cataratas em cdes ho momento do
diagnostico (Behrend et al. 2018), a presenca de uveite anterior e/ou queratoconjuntivite

seca (Fracassi 2017). Pode também ser detetada hipertenséao sistdlica (Herring et al. 2014).

1.5. Diagnéstico

Em pacientes que se apresentem a consulta com sinais clinicos sugestivos de DM, é
aconselhada a realizacdo de um exame fisico, hemograma, andlises bioquimicas diversas,
doseamento de eletrolitos, urina tipo Il, urocultura, racio proteina-creatinina urinario (RPCU),
medicdo da pressdo arterial sistémica (PAS) e medicdo da tiroxina (T4), de modo a
confirmar o diagndstico de DM e excluir outros diagnésticos diferenciais (Behrend et al.
2018).

O diagnéstico é feito quando a glicémia € igual ou superior a 200 mg/dl (11 mmol/L)
na presenca de sinais clinicos de hiperglicemia sem outra causa plausivel (European
Society of Veterinary Endocrinology 2018). Nos casos em que seja detetada hiperglicemia
sem sinais clinicos de DM, é importante considerar a possibilidade de uma administracao de
glucocorticoides ou progestagéneos, a presenca de insulinorresisténcia e/ou hiperglicemia
de stress (Behrend et al. 2018). A hiperglicemia devida a stress pode ser descartada através
da medicdo seriada da glicémia em jejum num ambiente onde o animal se encontre calmo e
confortavel, da monitorizagdo da glicosuria ou do doseamento de frutosamina (European

Society of Veterinary Endocrinology 2018). Caso todas estas possiveis causas sejam



eliminadas, num animal hiperglicémico e assintomatico, o paciente pode ser classificado
como em perigo de desenvolver DM (Behrend et al. 2018).

As alterag@es laboratoriais tipicas da DM consistem em hiperglicemia persistente, em
glicosuria, na presenca de um leucograma de stress, em hipercolesterolémia e em
hipertrigliceridémia. Nos cées, é frequente existir um aumento da fosfatase alcalina sérica
(FAS) e da alanina aminotransferase (ALT). Na urina tipo Il, pode existir glicosuria, mas,
muitas vezes, também pode ser detetvel a presenca de proteindria, cetondria, bacteriaria
elou cilindros. Devido a glicosuria, as infe¢cdes do trato urinario (ITU) sdo muito frequentes
na DM, e como muitas vezes sao assintomaticas, € importante realizar uma urocultura, por
rotina (Behrend et al. 2018).

1.6. Tratamento

O tratamento da DM clinica baseia-se em insulinoterapia, na modificacdo da dieta e
no exercicio moderado. Nos caes, a primeira escolha para a insulinoterapia deve ser uma
insulina porcina de acao lenta, numa dose inicial de 0,25 Ul/kg BID, arredondado a Ul mais
préxima. A administracdo de insulina deve ser feita em conjunto com a oferta de uma
refeicdo de quantidade sempre idéntica (Behrend et al. 2018).

No que diz respeito a dieta, a sua modificacdo tem como objetivo a perda de peso
em animais obesos ou, ao inverso, impedir a perda de peso nos restantes animais. Qualquer
gue seja a dieta recomendada para caes diabéticos, ela deve ser equilibrada e completa,
oferecida em quantidade idéntica em todas as refeicGes e a intervalos regulares. Podem ser
privilegiadas as dietas com quantidade elevada de fibras sollveis e insolGveis, pois estas
reduzem a hiperglicemia pés-prandial e restringem o aporte calérico em cédes diabéticos com
CC normal ou obesos. Em cdes com CC baixa, deve ser oferecida uma dieta de alta
gualidade de manutencdo, ou uma dieta formulada para animais diabéticos rica em fibra e

nao direcionada a perda de peso (Behrend et al. 2018).

2. Nefropatia diabética

A nefropatia diabética (ND) é uma das complicacdes vasculares da DM, assim como
a hipertensdo sistémica e a retinopatia (Herring et al. 2014). A ND corresponde as
alteracdes morfolégicas e funcionais que ocorrem em consequéncia dos efeitos da
hiperglicemia crénica no rim. A ND é a principal causa de doenca renal crénica (DRC) no

Homem, em paises ocidentais (Bloom and Rand 2013).



2.1. Fisiopatologia

2.1.1. Alteracfes bioquimicas

2.1.1.1. Stress oxidativo

O stress oxidativo, provocado pela hiperglicemia, parece ser o ponto de partida para
o desenvolvimento ndo s6é de ND, mas das restantes complicagdes microvasculares
associadas a DM (Brownlee 2005).

Numa situacdo de hiperglicemia, hd um aumento da glucose intracelular,
nomeadamente nas células que possuem uma menor capacidade de controlar a entrada de
glucose, como é o caso das células mesangiais do glomérulo renal. Este fenémeno provoca
uma sobrecarga da cadeia de transporte de eletres mitocondrial devido a um excesso da
producdo de NADH e FADH; no ciclo do acido tricarboxilico, que é alimentado pela glucose.
O excedente de eletrbes é captado pelo oxigénio molecular, originando superédxido, uma
espécie reativa de oxigénio (ERO) (Brownlee 2005).

Por sua vez, a lesdo do &cido desoxirribonucleico (ADN) pelas ERO leva & ativacao
da poli (adenosina trifosfato-ribose) polimerase (PARP), uma enzima responsavel por
reparar lesdes no material genético. Esta enzima vai interagir com uma enzima glicolitica
fulcral para a glicélise, a gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GAPDH), e adicionar-lhe
polimeros de ADP-ribose (Du et al. 2003), o que a torna inativa, interfere com o processo de
glicolise e, por sua vez, leva a uma acumulagcdo de todos os produtos intermediarios da
glicélise que se encontram a montante. Estes produtos intermediarios vao alimentar 4 vias
bioquimicas que contribuem para o desenvolvimento das lesbes microvasculares que
conduzem a ND: a via dos polidis, a via da hexamina, a via da proteina cinase C e a via dos
produtos terminais de glicagdo avancada (advanced glycation end products - AGE)
(Brownlee 2005) (Figura 1).

2.1.1.2. Viados polioés

A via dos poli6is recai maioritariamente sobre a enzima aldose redutase. A principal
funcéo da aldose redutase é reduzir os aldeidos toxicos na célula em alcoois inativos. No
entanto, é também responsavel por reduzir a glucose em sorbitol, o qual é depois oxidado e
da origem a frutose. Numa situacao de hiperglicemia, a aldose redutase acaba por consumir
NADPH ao reduzir a glucose, o qual é, também, um cofator na regeneracdo de um
antioxidante intracelular crucial: a glutationa (Lee and Chung 1999). Assim, a hiperglicemia,
por interferir na producdo de glutationa, aumenta a suscetibilidade da célula a danos

oxidativos através da via dos polidis (Brownlee 2001; Brownlee 2005).
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2.1.1.3. Produtos terminais de glicacdo avancada (advanced glycation end
products - AGE)

Os AGEs constituem uma grande variedade de moléculas que advém de reacdes
nao enzimaticas entre aclcares redutores ou lipidos oxidados e proteinas, aminofosfolipidos
ou acidos nucleicos (Barbosa et al. 2008; Silva & Costa 2008; Barbosa et al. 2009). Como
esta reacdo ndo requer a participacdo de enzimas, a sua ocorréncia depende apenas da
concentracao de glucose e de proteina, da semi-vida da proteina e da sua reatividade com
0s grupos amina (Junior & Lemos 2007; Kanwar et al. 2008).

Os AGEs podem ser produzidos através de varias vias. A via classica corresponde a
reacao de Maillard, que se inicia com a formacéo de base de Schiff que, sequencialmente,
sofre rearranjos e origina os produtos iniciais da reacdo de Maillard: os produtos de
Amadori. Dois exemplos destes produtos sdo a hemoglobina glicada e a frutosamina. Os
produtos de Amadori possuem grupos carbonilo reativos, que se condensam com grupos
amina, originando os AGEs (Bem & Kunde 2006; Silva & Costa 2008; Ferreira et al. 2011).

A via alternativa é chamada de via do “stress carboxilico”. Neste caso, a oxidacao de
lipidos ou de aclcares gera compostos dicarbonilicos intermediarios altamente reativos,
como o metilglioxal e o glioxal (Huebschmann et al. 2006). Este compostos podem chegar a
ser 20 mil vezes mais reativos do que a glucose, e correspondem aos principais
intermediarios da formacdo de AGEs (Meade et al. 2003). Adicionalmente, a estimulacao
inflamatéria de neutréfilos, mondcitos e macréfagos, que induz a producdo de
mieloperoxidase e da enzima NADPH oxidase, podem induzir a producédo de AGEs por meio
da oxidag&o de aminoé&cidos (Barbosa et al. 2008; Barbosa et al. 2009).

Durante algumas das reacdes que originam os AGEs, ocorre a formacdo de EROs
gue promovem, em conjunto com 0s primeiros, stress oxidativo e danos estruturais e
funcionais em macromoléculas (Brownlee 2005).

A formacdo de AGEs ocorre lentamente em condi¢des fisiol6gicas, estando
associada ao processo de envelhecimento, mas é acelerada em condi¢gdes de hiperglicemia
ou stress oxidativo, como é o caso da DM (Barbosa et al. 2008).

Os AGEs podem exercer os seus efeitos atravées de 3 mecanismos principais
(Brownlee 2005):

a) Modificacdo de estruturas intracelulares e interferéncia na transcricdo genética,
interferindo na funcéo celular;

b) Interacdo com proteinas da matriz extracelular, modificando a sinalizacdo entre as
moléculas da matriz e a célula;

¢) Moadificacdo das proteinas e lipidos circulantes, permitindo que estes se liguem a
recetores especificos e causem a producao de citoquinas inflamatorias e fatores de

crescimento.
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Os AGEs podem atuar atravées de recetores na superficie celular ou
intracelularmente (Sakurai et al. 2003; Di Naso et al. 2010; Tan et al. 2010). Os recetores
RAGE (receptors for advanced glycation end products) sdo provavelmente os mais bem
caracterizados. O RAGE é minimamente expresso em condi¢fes fisioldgicas mas, quando
existe um excesso de AGEs, a sua expressao encontra-se aumentada em macréfagos,

mondacitos, células musculares lisas, células endoteliais e astrocitos (Lin 2006).

2.1.1.4. Viadaproteinacinase C

A hiperglicemia aumenta a sintese de diacetilglicerol, que € um cofator ativador das
isoformas da proteina cinase C, 3, 6 e a (Koya and King 1998). Quando a proteina cinase C
€ ativada, afeta a expressao génica de citoquinas, hormonas e outros fatores envolvidos na
regulacdo de varias fungdes vasculares (Schaan 2003). Alguns dos efeitos conhecidos séo a
diminuicdo da producdo de monoxido de azoto (NO), os aumentos da producdo de
transforming growth factor 3 (TGF-B), do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
do fator nuclear kappa B (NF-kB), os quais conduzem a vasoconstricdo, a oclusédo capilar e

a expressao de genes proé-inflamatorios (Brownlee 2005).

2.1.1.5. Viadahexamina

A maior parte da glucose intracelular € metabolizada através da glicolise (Figura 1).
Parte da frutose-6-fosfato que é originada € utilizada noutra via bioguimica, onde a enzima
glutamina:frutose-6 fosfato amidotransferase (GFAT) a converte em glucosamina-6 fosfato
e, finalmente, em uridina difosfato (UDP)-N-acetil glucosamina (Brownlee 2005). Este
produto final é adicionado a residuos de serina e treonina de certos fatores de transcrigdo.
No entanto, quando a UDP-N-acetil glucosamina é produzida em excesso, 0s residuos
sofrem uma modificacdo exacerbada e inadequada, conduzindo a altera¢des patolégicas na
expressao génica (Sayeski & Kudlow 1996; Kolm-Litty et al. 1998; Wells & Hart 2003). Por
exemplo, sabe-se que a modificacdo do fator de transcricdo Spl em humanos resulta num
aumento da expressdo de TGF-B1 e do inibidor do ativador do plasminogénio-1, 0os quais

sdo deletérios para os vasos sanguineos (Du et al. 2000).
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Via dos poliois
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v
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Figura 1. O papel da hiperglicemia no stress oxidativo, o seu impacto na glicélise e as vias
bioquimicas que conduzem a lesdo microvascular na DM (adaptado de Brownlee 2001 e
Brownlee 2005). Legenda: AGEs: produtos terminais de glicacdo avancada; ERO: espécies
reativas de oxigénio; GAPDH: gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase; NAD™: nicotinamida
adenina dinucleétido oxidado; NADH: nicotinamida adenina dinucledtido reduzido; PARP:

poli(ADP-ribose) polimerase.

2.1.2. Hiperfiltragao

Um dos marcos iniciais do desenvolvimento de ND é a hiperfiltracdo glomerular. A
hiperfiltragéo glomerular pode ser definida de trés formas diferentes: um aumento da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) total (“whole-kidney” hyperfiltration), um aumento da TFG por
nefrénio (“single-nephron” hyperfiltration), ou um aumento da frac&o de filtracdo (FF) (racio
entre a TFG e o fluxo efetivo de plasma no rim) (Helal et al. 2012). Este fenbmeno é
provocado por um conjunto de modificacdes ao nivel do nefronio em consequéncia de
alteracdes hemodindmicas no proprio rim, as quais ocorrem em resposta a estimulos
metabdlicos e (neuro)hormonais e/ou em resposta a reducdo do numero de nefrénios
funcionais. Estas modificages aumentam a pressao hidrostatica glomerular assim como o
fluxo transcapilar de ultrafiltrado e de macromoléculas, das quais se destaca a albumina. A

hiperfiltragdo glomerular conduz a hipertensdo glomerular, a lesdo endotelial, das células
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mesangiais e dos podocitos. Subsequentemente, ocorre glomerulosclerose e,
consequentemente, existe uma diminuicdo do numero de nefrénios funcionais com
agravamento da hipertensao glomerular nos restantes. Este evento contribui para o inicio e
a progressao de doenca renal (Arima & Ito 2003; Oliveira et al. 2010; Tonneijck et al. 2017;
Vaden 2017).

Os mecanismos especificos que conduzem a hiperfiltracdo ndo estdo completamente
esclarecidos no caso da DM, mas pensa-se que existam trés conjuntos principais: as
alteracbes ultraestruturais, as alteracdes hemodinamicas glomerulares e, ainda, as
alteracdes tubulares. Estes mecanismos sobrepdem-se e, assim, atuam como um todo
(Tonneijck et al. 2017).

As alteracdes ultraestruturais incluem uma hipertrofia renal por hipertrofia dos
nefrénios (particularmente do tdbulo contornado proximal) (Vallon & Komers 2011), um
aumento da producdo de matriz extracelular pelas células mesangiais e a sua apoptose
(Papadopoulou-Marketou et al. 2017) e, por fim, 0 espessamento da membrana glomerular
basal (Umanath and Lewis 2018). Estas alteracdes comprometem a eficacia da barreira de
filtrac&o glomerular.

De facto, o stress oxidativo e as vias bioquimicas descritas anteriormente contribuem
fortemente para estas alteracdes. A membrana basal glomerular, as células mesangiais, 0s
podécitos e as células tubulares renais acumulam altos niveis de AGEs. Os AGEs, a
proteina cinase C, e a via da hexamina, aumentam a producdo de TGF-3, o que favorece a
sintese dos componentes da matriz de colagénio e contribui para o espessamento da
membrana basal glomerular (Vlassara & Palace 2002). A formacao de liga¢bes cruzadas
entre os AGEs e o colagénio tipo | ou a elastina, também contribui para o espessamento da
membrana basal glomerular, 0 que vai provocar um aumento da rigidez vascular (Goldin et
al. 2006). As células mesangiais, por sua vez, respondem aos niveis elevados de AGEs com
um aumento da sintese de proteinas da matriz extracelular e de colagénio tipo IV, levando a
expansao da sua matriz extracelular (Vlassara & Palace 2002).

Além destes factos, a interagdo dos AGEs com os RAGE nas células endoteliais
aumenta a expressao de endotelina-1, de VEGF e de citoquinas proé-inflamatérias, como a
interleucina (IL) 1a e a IL-6, o que promove a transdiferenciacdo das células epiteliais em
miofibroblastos e a ocorréncia de fibrose tubulointersticial (Oldfield et al. 2001; Goldin et al.
2006). Verifica-se, também, uma “down-regulation” da expresséo de nefrina pelo poddécitos
(Carranza et al. 2015).

Para além das alteragbes ultraestruturais, ocorrem, também, alteracbes
hemodindmicas importantes ao nivel glomerular. De facto, existe um desequilibrio dos
mecanismos responsaveis pelo controlo do ténus arteriolar, isto é, prevalecem aqueles que

favorecem a vasodilatacao da arteriola aferente (disfuncdo dos canais de calcio voltagem-
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dependentes e aumento da expressdo de canais de potassio nas células musculares lisas
vasculares, aumento da sensibilidade ao NO, deficiéncia em insulina, excesso de péptido
natriurético atrial, diminuicdo da resposta miogénica, AGEs, entre outros) e a vasoconstricao
da arteriola eferente (angiotensina Il, ERO). Deste modo surge hipertensdo glomerular e
consequente hiperfiltragcdo (Arima and Ito 2003; Vallon and Komers 2011; Sasson and
Cherney 2012; Tikellis et al. 2014).

A nivel tubular, numa situacéo fisioldgica, o aumento da TFG iria levar a um aumento
do aporte de sddio e cloreto de sédio ao tubulo contornado distal e, consequentemente a
macula densa. A captagdo de uma maior quantidade de cloreto de sédio pelas células da
macula densa conduz a libertacdo de adenosina trifosfato (ATP) pelas mesmas, o que
suprime a libertacdo de renina pelas células justaglomerulares e aumenta a resisténcia na
arteriola aferente, de modo a reduzir a TFG ao nivel do nefrénio e prevenir que haja um
fluxo de fluido tubular que ultrapasse a capacidade de reabsorcdo dos tubulos renais. Este
mecanismo tem o nome de feedback tubuloglomerular (Verlander 2013). Na presenca de
hiperglicemia, a elevada concentracéo de glucose presente no filtrado tubular conduz a um
aumento da reabsorcao de sodio e de glucose no tubulo contornado proximal. Deste modo,
o filtrado tubular que alcanca a macula densa apresentara uma baixa concentracdo em
sodio e, consequentemente, cloreto de sddio. Esta ocorréncia conduz a uma inativagdo do
feedback tubuloglomerular e leva a vasodilatacdo da arteriola aferente, contribuindo para a
hiperfiltragdo glomerular (Tonneijck et al. 2017). Por outro lado, a hiperplasia e hipertrofia
tubular, induzida pela DM, e a hiper-reabsorcéo tubular proximal reduzem a pressao intra-
tubular e a presséo hidrostatica no interior da capsula de Bowman, o que perpetua a
hiperfiltragdo glomerular por aumentar o gradiente de pressdo no nefrénio (Persson et al.
2010; Vallon & Komers 2011).

Estas alteracbes, quando persistentes, contribuem a longo prazo para a ocorréncia
de glomerulosclerose, albumindria, hipertensdo arterial sistémica e insuficiéncia renal
(Umanath and Lewis 2018).

2.2. Formas clinicas de nefropatia diabética em humanos

A primeira descricdo clinica de desenvolvimento da ND foi feita no final dos anos 70
por Kussman, Goldstein e Gleason. Com base em vérios relatdrios de exame de autopsia de
pacientes humanos com DM tipo 1, e cuja causa de morte tinha sido insuficiéncia renal, foi
possivel descrever a sequéncia de acontecimentos que conduzem a esta fase terminal da
ND. Segundo este estudo, foi definido que a ND era caracterizada por uma progressao
linear de normoalbumindria para microalbumindria (MA), proteindria, aumento da creatinina
sérica e, por fim, insuficiéncia renal terminal (Umanath and Lewis 2018). Atualmente, sabe-

se que a incidéncia de ND é elevada durante os primeiros 10 a 20 anos desde o diagndstico
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de DM (Magee et al. 2017), e que, tipicamente, 6rgdos como os rins, os olhos e 0s nervos
demoram cerca de 15 anos até serem afetados pelos efeitos da hiperglicemia. Entre 20 e
40% dos pacientes diabéticos acabam por desenvolver DRC (Nelson et al. 1996;
Papadopoulou-Marketou et al. 2017), e um namero significativo acaba por desenvolver
mesmo insuficiéncia renal terminal com necessidade de realizacdo de hemodialise ou de um
transplante renal. Por outro lado, caso ndo existam sinais de lesdo renal ao fim de 20 a 25
anos apés o diagnéstico de DM, a probabilidade de ocorrerem complicacdes renais é
reduzida (Magee et al. 2017).

Apesar de inicialmente se considerar que a proteindria antecedia o aumento da
creatinina sérica, existem alguns individuos diabéticos que mostram sinais de perda de
funcdo renal sem que apresentem, no entanto, proteindria (Silva et al. 2017). Deste modo,
considera-se que a ND pode apresentar uma forma proteindrica e uma forma nao-

proteinurica, descritas abaixo.

2.2.1. Forma proteinurica
A forma proteindrica da ND é considerada a apresentacdo classica da ND, e é
caracterizada por uma progressao linear de normoalbumindria, para MA, e proteindria, que
culmina no desenvolvimento de insuficiéncia renal terminal (Pugliese 2014). A progressao
da ND proteinurica foi descrita em 5 fases por Mogensen, Christensen e Vittinghus em 1983.
O intervalo de tempo, desde o diagnéstico de DM, até que cada uma das fases se instale
esta descrita por Caramori e Mauer (2009) e David J. Polzin (2017a):
e Fase pré-nefropatia: caracterizada por hipertrofia renal e hiperfiltracdo glomerular. As
alteracdes sao pelo menos parcialmente reversiveis com a insulinoterapia (0-5 anos);
e Fase silenciosa: corresponde a uma fase sem sinais clinicos de doenga, mas onde ja
existem alteragfes ultraestruturais importantes. H4 um aumento da TFG. Pode
ocorrer MA transitéria, nomeadamente durante o exercicio. Esta fase pode
prolongar-se durante varios anos, e alguns dos pacientes nunca chegam a progredir
para as fases seguintes (3-7 anos);
¢ ND incipiente: caracterizada pela ocorréncia de MA persistente e TFG aumentada ou
normal (7-15 anos);
¢ ND patente: caracterizada por proteinuria persistente, hipertensdo arterial sistémica e
TFG diminuida (15-20 anos);

¢ Insuficiéncia renal terminal: urémia (apés 15-25 anos).

No caso dos pacientes com DM tipo 2, é dificil fazer uma previsdo do momento de

desenvolvimento destas alteracdes, uma vez que nem sempre € possivel determinar quando
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surgiu a DM, para além do facto que muitos destes pacientes ja apresentam sinais de lesédo
renal no momento do diagnéstico (Umanath and Lewis 2018).

Apesar de esta sequéncia de acontecimentos ser vista como a tipica, existem
estudos que mostram que a MA nem sempre evolui para proteindria, e que, por vezes,
ocorre remissao para normoalbuminuria, nomeadamente quando existe um bom controlo da
glicémia e da PAS (Gaede et al. 2004; Araki et al. 2005).

2.2.2. Forma néao-proteinurica

A possibilidade da existéncia de uma forma ndo-proteinurica da ND foi proposta apés
véarios estudos mostrarem a ocorréncia de uma diminuicdo da TFG em pacientes com DM
tipo 2, sem que, no entanto, apresentassem proteindria (Silva et al. 2017).

A prevaléncia desta forma de ND em pacientes diagnosticados com DM tipo 2 varia
entre estudos, e pode ir de 51% (Retnakaran et al. 2006) a 91,9% (Afghahi et al. 2011). Os
fatores de risco associados ao desenvolvimento desta forma sdo a idade avangada, o sexo
feminino, a obesidade, a hipertensao arterial sistémica, a hipertrigliceridémia, a doenca
cardiovascular e o tabagismo (Yokoyama et al. 2009).

Diferentes autores sugerem diferentes mecanismos que explicam a sua ocorréncia,
nomeadamente:

1. A possibilidade destes pacientes conseguirem reabsorver toda a proteina perdida no
glomérulo renal, ndo sendo a mesma detetada na urina (Robles et al. 2015);

2. A perda de funcéo renal observada pode dever-se a episédios de insuficiéncia renal
aguda (IRA) devido a glomerulosclerose senil, a émbolos lipidos e/ou isquémia néo
relacionados com a ND (Ninomiya et al. 2009);

3. Ou, ainda, devido ao facto destes pacientes desenvolverem preferencialmente lesbes

macroangiopaticas e ndo microangiopaticas (Penno et al. 2012).

O facto de o diagndstico e tratamento da DM serem, agora, relativamente acessiveis
podem, por isso, ser um fator importante para esta mudanca de paradigma. Atualmente, é
possivel ter um bom controlo da glicémia, da colesterolémia e da PAS destes pacientes, e
como tal, pode-se prevenir a ocorréncia de proteintria. Com efeito, ja Dalla Vestra, Saller,
Bortoloso, Mauer e Fioretto (2000) demonstraram que o aumento da hemoglobina glicada
era um fator de risco para o aumento da albuminuria, mas ndo para a reducdo da TFG,
razdo pela qual o desenvolvimento deste quadro de perda de funcao renal sem albumindria,
pode ser independente da hiperglicemia e, assim, desenvolver-se, mesmo quando 0
controlo da mesma é ideal. Ndo obstante, Bash, Selvin, Steffes, Coresh e Astor (2008)
mostraram que existe uma associacao entre a incidéncia de DRC e a hemoglobina glicada

mesmo quando a albumindria esta ausente.
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A ND n&o-proteinurica ndo é amplamente reconhecida pela comunidade médica,
pelo que sdo necessarios mais estudos de investigacdo de modo a esclarecer a sua
epidemiologia, a patogénese, os fatores de risco, o tratamento e o prognéstico (Silva et al.
2017).

2.3. Alteracdes histopatologicas

As lesdes histopatolégicas classicas de ND foram descritas pela primeira vez em
1936 por Kimmelstiel e Wilson. O padrdo classico € descrito como maioritariamente
glomerular e nodular (nédulos ou lesBes de Kimmelstiel-Wilson). Apesar de este ser
apresentado como o padrdo tipico, o padrdo de lesdo glomerular difuso € o mais comum no
Homem, e é caracterizado por um espessamento da membrana basal glomerular e uma
expansdo da matriz mesangial. Também, pode ser visivel hialinose, presenca de
microaneurismas e uma arteriosclerose das arteriolas aferentes e eferentes (Umanath &
Lewis 2018), assim como tubulopatia. A tubulopatia diabética é caracterizada por hipertrofia
das células tubuloepiteliais, com espessamento da membrana basal tubular,
transdiferenciacao epitelial-mesenquimatosa e acumulacdo de glicogénio. A expansédo do
espaco intersticial e infiltracdo de miofibroblastos e macréfagos também sao outras lesées
encontradas (Brownlee et al. 2011).

Tervaert et al. (2010), propuseram um esquema de classificacdo patologica da ND
onde as lesBes glomerulares eram o seu foco principal (Anexo 1). Atualmente, este método
de classificacdo tem sido posto em causa, na medida em que existe a evidéncia de que,
apesar de grande parte dos pacientes com DM tipo 1 apresentarem uma glomerulopatia,
alguns pacientes com DM tipo 2 apresentam uma estrutura glomerular normal e lesbes
maioritariamente tubulointersticiais e vasculares (Brocco et al. 1997). Nestes individuos,
pode ser utilizado o esquema de classificacdo proposto por Fioretto e Mauer (2007) para os
casos de DM tipo 2, que os separa em estrutura normal ou quase normal, nefropatia

diabética tipica e em padrdes de lesdo renal atipicos (Anexo 2).

2.4. Diagnéstico

Segundo a American Diabetes Association (2019), a monitorizacdo da MA é
considerado o melhor teste ndo invasivo para detetar e monitorizar a ND, em conjunto com a
estimativa da TFG. No Homem, recomenda-se que estes procedimentos sejam feitos
anualmente a partir dos 5 anos ap6s o diagnostico, desde o diagnéstico da DM tipo 1, e a
partir do momento do diagndstico na DM tipo 2. No caso do Homem, a TFG pode ser
calculada a partir da concentracdo sérica de creatinina, pela formula baseada no estudo
“Modification of Diet in Renal Disease” (MDRD) (Klahr 1989) ou no “Chronic Kidney Disease-
Epidemiology Collaboration” (CKD-EPI) (Levey et al. 2009).
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Tanto a MA como a reducdo da TFG podem ser devidas a outras causas que nao a
ND. Assim, de modo a contextualizar estes achados, é importante ter em conta a sequéncia
de acontecimentos descrita por Mogensen et al. (1983), pelo menos para os casos de DM
tipo 1. Nos casos de DM tipo 2, nem sempre se verifica esta sequéncia classica de
acontecimentos. Assim, deve-se ter em conta a historia clinica, o exame fisico e, caso seja
oportuno, realizar outros exames complementares de diagnostico. Um exame til, mas
pouco realizado, é a biépsia renal. No entanto, no caso da histéria e do momento de inicio
da proteinaria apoiarem o diagnéstico de ND, ndo é necessario recorrer a este
procedimento, dado que os achados histopatoldgicos ndo sao patognomonicos de ND
(Umanath & Lewis 2018).

A existéncia de uma forma néo-proteinarica de ND levanta a questdo de a MA poder
nao ser o modo de rastreio ideal de ND, pois nestes casos existe uma diminuicdo da TFG e
0 desenvolvimento de DRC sem que a mesma seja precedida por MA. Alguns autores
defendem que a diminui¢do da TFG é o sinal clinico mais predominante da ND, e ndo a MA,
pelo que redugbes da TFG, ainda que dentro dos limites de referéncia, devem ser tidas
como relevantes (Krolewski 2015).

Atualmente, existem em estudo outros marcadores urinarios e circulantes de ND,
nomeadamente podocitlria, nefrinaria, WT1, VEGF-A, podocalixina, glicosaminoglicanos,
citoquinas do grupo tumor necrosis factor (TNF) e TGF, liver-type fatty acid binding protein
(L-FABP), adiponectina urinaria de alto peso molecular, microRNA, transferrina, colagénio
de tipo IV, CKD273, KIM-1, NGAL, a-1 microglobulina e a proteina transportadora do retinol
(loannou 2017; Silva et al. 2017). Porém, até que estes novos biomarcadores sejam
validados e incluidos nas “guidelines” de controlo dos pacientes diabéticos, é aconselhada a
realizacdo de avaliagcbes anuais dos mesmos, com medicdo da MA, estimativa da TFG e
medicdo da PAS (Vassalotti et al. 2016).

2.5. Contexto meédico-veterinario

A ocorréncia de ND clinica em cdes com DM néo induzida experimentalmente é rara.
Tal facto pode ser devido a que a DM seja uma doenca de caes de idade mais avancada,
muitos dos quais ndo vivem mais do que cinco anos apos o diagnostico e, deste modo, o
intervalo de tempo pode ndo ser suficiente para o desenvolvimento deste tipo de
complicagcbes (Feldman & Nelson 2004; Polzin 2017a). Apesar de alguns dos sinais
associados a ND terem sido relatados em cées diabéticos, como a hipertensdo arterial
sistémica e a proteindria, assim como lesdes glomerulares ultraestruturais, ndo existe
evidéncia de que ocorra progressdo para DRC nestes casos (Polzin 2017a).

Esta descrita a ocorréncia de hipertensao sistélica em 35 a 58,82% dos cdes com

DM néo induzida experimentalmente, normalmente moderada (150-160 mmHg) (Mazzi et al.
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2008; Herring et al. 2014; Marynissen et al. 2016; Priyanka et al. 2018). Por sua vez, a MA
ocorre em 55% a 59% dos cdes com DM nédo induzida experimentalmente (Mazzi et al.
2008; Herring et al. 2014). Ja Herring et al. (2014) relataram que 2 dos 3 caes diabéticos
com MA, no seu estudo, acabaram por desenvolver proteindria. Assim, a semelhanca do
qgue ocorre na ND humana, a determinacdo da MA parece ser um possivel indicador de
lesdo renal precoce (Mazzi et al. 2008).

A proteinaria esta descrita em cdes com DM nao induzida experimentalmente, com
uma prevaléncia que varia entre 30 e 55% consoante o estudo (Hess et al. 2000; Mazzi et
al. 2008; Herring et al. 2014; Marynissen et al. 2016). Porém, Marynissen et al. (2016) ndo
encontraram diferencas significativas entre o0 RPCU de cées diabéticos e o RPCU de caes
saudaveis. Também, parece ndo existir evidéncia de uma variacdo significativa da
proteindria com a duracao do diagnéstico de DM (Herring et al. 2014).

Até agora, os estudos realizados sobre ND em caes, ndo detetaram uma perda de
funcdo renal nestes animais, avaliada por meio do doseamento de ureia, creatinina e
cistatina C séricas ou da determinacédo da TFG (Herring et al. 2014; Marynissen et al. 2016).

No que diz respeito as lesdes histopatologicas, estdo descritas alteracdes que se
assemelham as encontradas nos humanos com ND. Com efeito, também foi observado,
quer em animais com DM induzida experimentalmente (Engerman et al. 1977; Steffes et al.
1982), quer em animais com DM né&o induzida experimentalmente (Patz et al. 1965), lesdes
histopatoldgias, nas quais se observaram espessamento da membrana basal glomerular e
da membrana basal tubular, expansdo da matriz mesangial, glomerulosclerose nodular e/ou
difusa e hialinose das arteriolas glomerulares.

Mais recentemente, Priyanka et al. (2018), descreveram que em cdaes diabéticos,
ecograficamente, existia um aumento significativo da resisténcia renovascular, avaliada
através dos indices de resisténcia e pulsatilidade. Neste estudo, foi também observada uma
correlacdo positiva entre o aumento da resisténcia renovascular e a glicémia em jejum e,
ainda, com os niveis de hemoglobina glicada. Estes dados indicam o possivel efeito
deletério da hiperglicemia sobre o equilibrio hemodinamico renal nestes animais. Por outro
lado, este estudo ndo detetou uma associacao entre a resisténcia renovascular e a PAS, ou
0 RPCU nestes cdes. Também, nao foi encontrada uma correlacdo entre a PAS e o RPCU,
ou a PAS e a glicémia.

A relevancia clinica da ND na DM canina mantém-se ainda por esclarecer (Fracassi
2017).
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3. Avaliacao laboratorial do aparelho urinario

3.1. Funcéo renal

3.1.1. Ureia e creatinina

A ureia é um produto do metabolismo proteico. A sintese da ureia ocorre nos
hepatdcitos através do ciclo da ureia, o qual permite incorporar a amoénia formada nos
tecidos e no intestino em compostos azotados nao proteicos passiveis de serem excretados
(Salazar 2014). A ureia pode ser excretada através do aparelho digestivo ou do aparelho
urinario. A porcao eliminada pelo aparelho urinario é filtrada livremente pelo glomérulo e
excretada na urina ou reabsorvida na ansa de Henle e no ducto colector (Stockham & Scott
2008). Uma das principais limitagdes da utilizacdo da ureia como marcador da funcéo renal
€ devida ao facto da sua concentragdo ser influenciada por varios fatores extra-renais,
nomeadamente a quantidade de proteina ingerida, a capacidade do organismo em
catabolizar a proteina e a presenca de hemorragia digestiva alta (Syme & Jepson 2017).

A creatinina, também um composto azotado ndo proteico, é o0 produto da
catabolizacdo da fosfocreatina muscular, que pode ter origem no muasculo do préprio
individuo ou na carne ingerida. A concentracdo de creatinina €, entdo, influenciada pela
massa muscular do individuo (Salazar 2014). A creatinina é filtrada livremente no glomérulo
e ndo é reabsorvida nos tubulos renais. Também pode haver uma secrecao de creatinina
pelos tabulos contornados proximais caso esta se encontre em excesso no plasma, e a
eliminacdo de uma pequena quantidade através do tubo digestivo (Stockham & Scott 2008).
Em comparagdo com a ureia, a creatinina € menos afetada pela dieta e, assim, um indicador
da funcéo renal mais fiavel (Salazar 2014).

A ureia e a creatinina sdo os indicadores de funcdo renal mais frequentemente
utilizados na préatica clinica. O desenvolvimento de azotémia renal sé se verifica quando pelo
menos 65 a 75% dos nefrénios sdo afetados (Stockham & Scott 2008). No entanto, pode
existir lesdo renal sem que haja uma reducédo da TFG de magnitude suficiente para levar a
azotémia, razao pela qual os valores de ureia e creatinina normais nao sdo obrigatoriamente

indicadores de uma funcéo renal normal (Salazar 2014).

3.1.2. Dimetilarginina simétrica (DMAS)

A dimetilarginina simétrica (DMAS) é um derivado dimetilado da arginina produzido
através da metilacdo intranuclear de residuos de L-arginina pela proteina-arginina
metiltransferase (Syme & Jepson 2017). A DMAS é excretada primariamente no rim, o que a

torna um bom marcador endégeno da funcéo renal, e diversos estudos sugerem que a
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mesma nao é influenciada pela massa muscular (Pedersen et al. 2006; Hall et al. 2014; Hall
et al. 2015). A DMAS tem uma forte correlagcdo com a variacdo da TFG em cées, detetando
perdas de fungéo renal na ordem dos 30%, e constituindo um indicador mais precoce que a
creatinina (Nabity et al. 2015). Além disso, apresenta um menor indice de individualidade e
menor variabilidade interindividual do que a creatinina. Isto torna-a num biomarcador mais
sensivel para a detecdo de doenca renal quando comparado com um intervalo de referéncia
baseado numa populacdo (Kopke et al. 2018).

As concentracbes séricas de DMAS parecem ndo ser influenciadas por fatores
extra—renais. Nao obstante, estudos realizados no Homem demonstraram que a obesidade,
0 sexo e a idade podem influenciar, muito ligeiramente, os resultados (Marliss et al. 2006;
Atzler et al. 2014).

3.1.3. Cistatina C

A cistatina C é uma proteina de baixo peso molecular que atua como um inibidor das
protéases, sendo produzida a um ritmo constante (Ghys et al. 2014). A sua excrec¢do é feita
no rim, onde é filtrada livremente no glomérulo (Jacobsson et al. 1995), e € reabsorvida nos
tubulos proximais, sendo completamente catabolizada (Ghys et al. 2014).

Existem inlUmeros estudos feitos sobre a utilidade da cistatina C em caes e gatos na
detecdo da reducdo da TFG, mas os resultados ndo sao consistentes no que diz respeito a
sua vantagem em relagdo a creatinina (Ghys et al. 2014). Braun et al. (2002) identificaram
variagfes da cistatina C com a idade e o0 peso corporal em cédes, mas Wehner et al. (2008)
nao confirmaram este dado. Um estudo recente levado a cabo por Pelander et al. (2019)
demonstrou que a cistatina C apresenta uma especificidade inferior (74%) quando
comparada com a creatinina e a DMAS (90 e 87%, respetivamente) para a detecdo de
TFG<30,8 ml/min/I.

No Homem, a concentragdo plasmatica de cistatina C é influenciada por alteragfes
da funcao tiroideia, neoplasias, asma e inflamacédo (Cimerman et al. 2000). Assim, sdo
necessarios mais estudos para determinar quais sdo as doencas concomitantes que

influenciam as concentra¢cfes plasmatica de cistatina C em caes.

3.2. Proteinaria

A urina de caes saudaveis contém sempre uma pequena quantidade de albumina (<1
mg/dl). Pode, no entanto, ocorrer um aumento da quantidade de proteina presente na urina,
devido a causas pré-renais (hemolise, rabdomidlise, proteintria de Bence Jones,
hipertenséo), causas renais fisiolégicas (stress, exercicio, estados convulsivos, febre) ou

patologicas (glomerulonefrite, amiloidose, sindrome de Fanconi), ou causas pdés-renais
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(infe¢éo, inflamagéo ou hemorragia do trato urinario inferior). Quando a concentragdo de
proteina na urina ultrapassa os 30 mg/dl, estamos na presenca de proteinuria (Stockham &
Scott 2008; Harley & Langston 2012; Grauer 2016).

A proteinuria renal patologica é a causa mais frequente de proteindria persistente, e
aquela que tem maior magnitude. Este tipo de proteinliria esta associado a defeitos na
barreira de filtracdo glomerular, na reabsorcdo tubular de proteinas, ou a lesdes intersticiais
(Lees et al. 2005; Harley & Langston 2012). E importante considerar que, mesmo que na
auséncia de azotémia, a ocorréncia de proteintria é um sinal de lesao renal (Harley &
Langston 2012).

Os animais com doenca renal proteindrica tm um pior prognéstico e menor
sobrevivénvia do que animais com doenca renal sem proteindria (Littman 2011; Harley &
Langston 2012; Polzin 2017b). Além deste dado, varios estudos sugerem uma associacao
entre a magnitude da proteinuria e o risco de progressdao de DRC e de morte (Jacob et al.
2005). A proteinuria ndo sO é uma consequéncia da doenca renal, como também contribui
para a sua progressdo, ao promover a producdo de substancias pré-inflamatérias e
vasoativas no nefrénio e, consequentemente, ao desenvolvimento de inflamacéo e fibrose
intersticial (Syme 2003; Perico et al. 2005; Langston & Reine 2006; Vaden 2017).

3.2.1. Microalbumindaria (MA)

Atualmente, define-se por microalbuminuria (MA) uma concentracdo de albumina na
urina entre 1 mg/dl e 30 mg/dl, ajustada a uma densidade urinaria de 1.010 (Stockham &
Scott 2008; Grauer 2016). A MA, a semelhanc¢a do que ocorre em humanos, parece ser um
bom indicador de doenca renal precoce em cées, particularmente em doencas que
envolvam o glomérulo renal (Vaden et al. 2001; Grauer et al. 2002; Lees et al. 2002; Grauer
2005).

3.2.2. Récio Proteina-Creatinina Urinario (RPCU)

O Ré&cio Proteina-Creatinina Urinario (RPCU) corresponde a relacdo entre a
concentracdo de proteina e a concentracdo de creatinina na urina, € € um teste que
apresenta uma boa correlacdo com a quantificacdo da proteiniria medida ao longo de 24
horas (Adams et al. 1992).

O RPCU baseia-se no facto de a excrecdo renal de creatinina ser considerada
relativamente constante em animais saudaveis e de que, se a sua excrecao estiver
diminuida, entdo a taxa de perda de proteina no glomérulo também deve estar diminuida,
pois a creatinina atravessa a barreira de filtracdo glomerular mais facilmente do que a

proteina. No entanto, se houver uma maior quantidade de proteina na urina devido a causas
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pré-renais, renais ou poés-renais, a taxa de excrecdo da proteina estard aumentada em
relacdo a da creatinina. Além disso, a comparacdo da concentracdo de proteina urinaria
com a de creatinina urinaria tem em conta a variabilidade causada pela quantidade de agua
excretada pelos rins. Desta forma, a comparagdo da proteina perdida na urina com a
excrecdo de creatinina reflete variagdes reais da proteindria (Stockham & Scott 2008).

Um RPCU superior a 0,5 no cdo corresponde a concentracdes de albumina na urina
superiores a 30 mg/dl para uma densidade urinaria de 1.010, e é considerado anormal
desde que seja um dado persistente (isto €, em 2 ou mais amostras colhidas ao longo de
pelo menos 2 semanas) (International Renal Interest Society 2019). Um RPCU superior a
0,5, depois de excluir causas pré e pés-renais, sugere a presenca de DRC glomerular ou
tubulointersticial. Por sua vez, um RPCU superior a 2,0 é fortemente sugestivo de doenga
glomerular, apesar de outras causas nao poderem ser excluidas sem biopsia renal (Lees et
al. 2005).

Também é de realcar que um RPCU superior a 0,2 tem uma sensibilidade de 47,9%
e uma especificidade de 98,6% para a detecdo de MA. Por outro lado, um RPCU superior a
0,5 apresenta uma sensibilidade de 28,7% e uma especificidade de 99,7% para a detecéo
de MA. Deste modo, o RPCU nédo é considerado um teste adequado para a pesquisa de

microalbumindria (Grauer 2011).

4. Estadiamento IRIS

A International Renal Interest Society (IRIS) criou um esquema de estadiamento da
DRC em cées e gatos no sentido de facilitar o tratamento e monitorizacdo destes animais
guando diagnosticados com DRC (Elliott & Watson 2016). O estadiamento é feito com base
na medicdo dos valores de creatinina, DMAS ou ambos, em jejum num animal hidratado,
idealmente em duas ocasifes diferentes. Atualmente, este estadiamento ainda ndo tem em
conta a CC do animal ou a sua massa muscular, tendo sido projetado para cdes de tamanho
médio (International Renal Interest Society 2019) (Anexo 3). O sub-estadiamento é depois
feito com base na proteindria e na PAS. A proteindria e a hipertensdo arterial sistémica séo
nao s6 possiveis consequéncias da DRC, como também fatores que promovem a sua
progressao (Elliott & Watson 2016).

A proteinaria € um importante indicador progndéstico em cées e gatos com DRC. Para
considerar a proteinUria no sub-estadiamento, é importante garantir que esta seja de origem
renal, sendo por isso crucial descartar a existéncia de ITU, inflamacdo ou hemorragia do
trato urinario inferior, e disproteinémias. A avaliacdo da proteinaria deve ser feita através do
RPCU, idealmente em duas ou mais amostras de urina, colhidas ao longo de pelo menos

duas semanas, de modo a poder ser classificada como proteinaria persistente (Elliott &
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Watson 2016; International Renal Interest Society 2019). O subestadiamento IRIS quanto a

proteindria pode ser consultado na Tabela 2.

Tabela 2: Subestadiamento IRIS quanto a proteinaria (International Renal Interest Society
2019).

RPCU
Subestadio
Céo Gato
N&o Proteinarico (NP) <0,2 <0,2
Borderline proteinurico (BP) 0,2-0,5 0,2-0,4
Proteinurico (P) >0,5 > 0,4

A proteinuria pode diminuir com a progressédo da perda da fungéo renal e ser menos
frequente em animais nos estadios 3 e 4 devido a uma diminuicdo da carga proteica
apresentada aos tubulos em consequéncia da reducdo da massa de nefrénios funcionais
(Grauer 2016; International Renal Interest Society 2019).

A doenca renal também interfere na regulacdo da PAS e conduz a hipertensdo. Tal
facto €, ndo so prejudicial para os préprios rins, como também para outros érgaos alvo tais
como o coragdo, o olho e o cérebro, onde conduz a sinais extra-renais de hipertensdo e
morbilidade. Assim, o grupo IRIS recomenda a medigéo da PAS em todos o0s pacientes com
DRC. O sub-estadiamento é feito com base nos valores da PAS e na presencga ou risco de
lesdo extrarrenal derivada da hipertensdo. Tal como na proteinuria, devem ser feitas
multiplas medicdes para comprovar que se trata de uma alteracdo persistente, idealmente
em dias separados, mas aceitavel se feitas com pelo menos duas horas de intervalo, e
garantindo que o animal se encontra calmo na sala de consulta (International Renal Interest
Society 2019).

Na auséncia de lesédo dos 6rgdos alvo, a persisténcia do aumento da PAS deve ser
confirmada pela multipla medi¢cdo da mesma em diferentes intervalos de tempo consoante o
subestadiamento. Em animais hipertensos, a PAS permanece entre 160 e 179 mmHg em
multiplas medi¢des ao longo de 1 a 2 semanas e, em animais gravemente hipertensos, a
PAS mantém-se acima de 180 mmHg ao longo de 1 a 2 semanas (International Renal
Interest Society 2019) (Anexo 4).
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Il — Avaliacdo da funcédo renal em caes diabéticos: analise de indicadores

1. Introducéo e objetivos

A DM canina € uma doenca enddcrina amplamente divulgada e reconhecida pela
comunidade médica veterinaria, maioritariamente associada a cées de idade adulta. Apesar
do diagnéstico ser facil de realizar, o tratamento, o controlo e a monitorizagdo destes
animais € exigente, muitas vezes devido a falta de colaboracdo dos donos. A esperanca de
vida destes animais normalmente ndo ultrapassa o0s cinco anos apds o diagnostico da
doenca (Feldman & Nelson 2004), o que limita a ocorréncia das complicacdes vasculares da
DM observadas no Homem, nomeadamente a ND.

Os estudos realizados no ambito da ND canina sdo escassos, razéo pela qual muita
da informacdo disponivel é obtida por extrapolagdo da ND humana. Apesar da sua
existéncia estar documentada nédo €, contudo, uma consequéncia cronica da DM, a qual
seja dado particular destaque devido a sua baixa expressao na pratica clinica.

Apesar de existirem evidéncias de MA e proteindria em caes diabéticos (Mazzi et al.
2008; Herring et al. 2014; Marynissen et al. 2016), ndo esta descrito um decréscimo
concomitante da fung&o renal (Herring et al. 2014; Marynissen et al. 2016).

O aparecimento da DMAS como marcador precoce de perda de funcéo renal veio
permitir detetar a perda de nefrénios quando esta ainda se encontra na ordem dos 30%
(Nabity et al. 2015). Porém, a sua utilizagdo na medicina veterinaria ndo é habitual no
contexto da DM. N&o é do conhecimento da autora da presente dissertagdo a existéncia de
estudos que avaliem os valores de DMAS em caes diabéticos.

Este estudo teve como principal objetivo avaliar a funcdo renal em cdes com
diagnéstico de DM, assim como a ocorréncia de proteindria, de modo a verificar se existem
diferencas significativas quando comparados com cades saudaveis, e melhor entender o
impacto da DM sobre a estrutura e a funcdo renal em cées. Foi também avaliado se existia
uma correlacdo entre estas variaveis e a duracdo do diagnéstico de DM ou a dose de

insulina em curso.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

2.1.1. Grupo com diabetes mellitus (GDM)
O grupo com diabetes mellitus (GDM) foi constituido por cdes de qualquer idade,

raca e sexo com diagnastico prévio de DM e insulinoterapia em curso.
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O projeto foi apresentado aos proprietarios durante a consulta, por meio de contacto
telefénico ou através das redes sociais. Os dois Ultimos grupos, quando interessados, foram
convidados a dirigir-se as instalagbes dos seus veterinérios assistentes ou ao HEV para
recolha das amostras necessarias. Na sequéncia da participacdo no estudo, os proprietarios
preencheram um breve inquérito sobre o animal, 0 momento do diagndstico da doenga e o
tratamento em curso (Anexo 5 e 6).

Atendendo ao efeito da massa muscular sobre os valores de creatinina sérica assim
como a prevaléncia significativa de proteindria em cées séniores e geriatricos
aparentemente saudaveis, optou-se por agrupar 0s animais segundo a idade e o peso.
Foram definidas as categorias de peso “miniatura” (1-5 kg), “pequeno” (6-15 kg), “médio”
(16-25 kg) e “grande” (26-45kg). Em relacdo a idade, os animais foram divididos em “idade

inferior a 7 anos” e “idade igual ou superior a 7 anos”.

2.1.2. Grupo Saudavel (GS)

O grupo Saudavel (GS) foi constituido por cdes de qualquer raca e sexo
considerados saudaveis com base no exame fisico e histéria clinica. A sua selec¢éo foi feita
no sentido de obter animais com uma distribuicdo pelas categorias de peso e idade idéntica
a do GDM. Os proprietarios foram informados sobre o projeto durante consultas de
vacinacao ou através de contacto telefénico, e convidados a dirigir-se as instalacdes dos

seus veterinarios assistentes ou ao HEV para recolha das amostras necessarias.

2.2. Critérios de excluséao

Foram definidos critérios de exclusdo com base na premissa de que, animais que se
incluissem numa destas situacdes poderem apresentar alteragdes nas variaveis em estudo
decorrentes destas condigbes. Assim, foram excluidos os cées que apresentassem
cetoacidose diabética, devido a possibilidade de azotémia pré-renal por desidratacéo. Por
sua vez, esta Ultima poderia dar origem a uma lesdo mais grave a nivel renal,
nomeadamente insuficiéncia renal aguda intrinseca. Foram também excluidos os animais
gue apresentassem ITU ou sedimento ativo (pidria, hematuria e/ou presenca de bacteritria),
uma vez que estas sdo causas conhecidas de proteinaria pés-renal. Por Ultimo, foram
excluidos os animais que estivessem a ser sujeitos a tratamento crénico com
corticosteroides ou que tivessem um diagndstico de hiperadrenocorticismo. Efetivamente,
estas duas situacdes podem conduzir a ocorréncia de proteintria renal devido a
hiperfiltragéo, a hipertenséo glomerular, a alteracdo da barreira de filtragdo glomerular e a
proteindria tubular (Harley & Langston 2012; Smets et al. 2012; O’Brien 2017).
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A aplicacdo destes critérios foi feita com base no exame fisico, historia clinica,
exames complementares feitos previamente durante o acompanhamento do animal pelo

veterinario assistente e no exame do sedimento urinario.

2.3. Colheita de sangue e urina e acondicionamento das amostras

Todos os animais foram sujeitos a colheita de amostras de sangue por venopungao
da veia safena ou jugular e de urina por cistocentese ecoguiada no periodo de Julho a
Novembro de 2019. Assim, foram colhidos 2 ml de sangue para um tubo seco e 2 a 5 ml de
urina para uma seringa de volume correspondente.

As amostras foram armazenadas a uma temperatura de 2-5°C e processadas no
prazo de 1 a 48 horas apos a colheita no Laboratério de Andlises Clinicas Dr. Brago Forte
da FMV — ULisboa.

O sangue em tubo seco foi centrifugado a 700g durante 5 minutos e o soro separado
1 a 48 horas apés a colheita. Os parametros bioquimicos analisados foram a ureia, a
creatinina e a DMAS. Na urina, foi feito o exame do sedimento urinario e a medicado do
RPCU.

2.4. Andlises laboratoriais

2.4.1. Medicéo da ureia

O doseamento da ureia sérica foi feito no Laboratorio de Analises Clinicas Dr. Braco
Forte da FMV — ULisboa no aparelho RX daytona+™ (Randox Laboratories) através do
método enzimatico da urease. Para a determinacao, foi usado cerca de 1 ml de soro fresco

ou refrigerado. Foi usado o intervalo de referéncia de 12,0 a 56,0 mg/dl.

2.4.2. Medicéo da creatinina

O doseamento da creatinina sérica foi feito no Laboratorio de Andlises Clinicas Dr.
Braco Forte da FMV — ULisboa no aparelho RX daytona+™ (Randox Laboratories) através
do método colorimétrico do &cido picrico. Para a determinacao, foi usado cerca de 1 ml de

soro fresco ou refrigerado. Foi usado o intervalo de referéncia de 0,62 a 1,64 mg/dl.

2.4.3. Medic&do da DMAS

O doseamento da DMAS foi feito no Laboratério de Analises Clinicas Dr. Braco Forte
da FMV — ULisboa com recurso a um teste comercial (Catalyst® SDMA Test, ldexx
Laboratories, Inc.) no aparelho Catalyst One® por meio de um imunoensaio (ldexx

Laboratories, Inc.). Para a determinagéo, foi usado aproximadamente 0,5 ml de soro fresco
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ou refrigerado. Foi usado o intervalo de referéncia de 0 a 14 ug/dl, tal como é recomendado

pelo fabricante.

2.4.4. Medicdo do RPCU

A determinacdo do RPCU foi feita no Laboratério de Analises Clinicas Dr. Bracgo
Forte da FMV — ULisboa no aparelho RX daytona+™ (Randox Laboratories). A quantificagéo
da proteina foi feita através do método colorimétrico do vermelho de pirogalol-molibdato e a
guantificacdo da creatinina foi feita através do método colorimétrico do &cido picrico. O
RPCU foi calculado automaticamente pelo aparelho. Para a determinacao, foi usado cerca
de 1 ml de urina apoés ter sido centrifugada a 3900g durante 45 segundos. As amostras
foram classificadas como “n&o-proteindricas” (NP) (RPCU<0,2), “borderline proteindricas”
(BP) (0,2<sRPCU=0,5) e “proteinuricas” (P) (RPCU>0,5) (International Renal Interest Society
2019).

2.5. Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa de analise estatistica R (R
Core Team 2019). Os dados recolhidos podem ser consultados nos Anexos 7 e 8. Foi
realizada uma analise descritiva das variaveis, com a obtencdo de médias, medianas,
desvio-padréo, frequéncias relativas e absolutas, minimos, e maximos, consoante a
necessidade de caracterizar as variaveis. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar
se as varidveis em estudo apresentavam uma distribuicdo normal e, quando tal se
verificava, foi aplicado o F-test para verificar se existiam diferencas significativas entre as
variancias dos dois grupos de amostras. Quando eram reunidos 0s pressupostos de
normalidade e de igualdade de variancias, foi aplicado o two-sample t-test. Para a
comparagdo de variaveis que ndo apresentavam distribuicdes normais, foi aplicado o teste
nao-paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon. Foi construida uma tabela de contingéncia de 2x2
com base na presenca ou auséncia de proteindria nos dois grupos de animais e foi feito um
teste de Fisher e o célculo da razdo de probabilidades (Odds Ratio, OR). A correlagéo entre
a duracdo do diagnoéstico e a dose de insulina com as restantes varidveis no GDM foi
avaliada através do teste de correlacdo de Spearman. Apenas foram considerados como

significativos valores de p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo da amostra

3.1.1. Grupo com diabetes mellitus (GDM)

O GDM foi constituido por 18 animais. O grupo incluiu 10 fémeas esterilizadas
(FR=55,6%), 3 fémeas inteiras (FR=16,7%), 1 macho castrado (FR=5,5%) e 4 machos
inteiros (FR=22,2%) com uma meédia de idades de 9,94 (+2,65) anos de idade, sendo o
minimo 5 anos e o0 maximo 15 anos (Grafico 1)(Tabela 3). Neste grupo, 16 animais
(FR=88,9%) tinham 7 ou mais anos e 2 (FR=11,1%) tinham menos de 7 anos.

A média de peso foi de 17,32 (+9,34) kg, com um minimo de 4,9 kg e um maximo de
32 kg (Tabela 3), com 2 animais na categoria “miniatura” (FR=11,1%), 8 na categoria
‘pequeno” (FR=44,5%), 4 na categoria “médio” (FR=22,2%) e 4 na categoria “grande”
(FR=22,2%) (Graéfico 3).

A média da duragdo do diagndstico de DM foi de 15,28 (+15,75) meses, com um
minimo de 2 meses e um maximo de 48 meses (Tabela 3).

A média da dose de insulina em curso foi de 0,53 (+0,14) Ul/kg BID, com um minimo
de 0,34 Ul/kg BID e um méximo de 0,86 Ul/kg BID (Tabela 3). Um dos animais recebia duas
administragées com volumes diferentes de insulina por dia. Nesse caso, foi determinada a

média diaria de insulina administrada.

3.1.2. Grupo Saudavel (GS)

O GS foi constituido por 17 animais. O grupo incluiu 8 fémeas esterilizadas
(FR=47%), 2 fémeas inteiras (FR=11,8%), 5 machos castrados (FR=29,4%) e 2 machos
inteiros (FR=11,8%) (Gréfico 2).

A média de idades foi 9,52 (+2,72) anos de idade, sendo o minimo 6 anos e o
maximo 15 anos (Tabela 4). Neste grupo, 15 animais (FR=88,2%) tinham 7 anos ou mais e
2 (FR=11,8%) tinham menos de 7 anos.

A média de peso foi de 16,51 (+10,77) kg, com um minimo de 5 kg e um maximo de
35 kg (Tabela 4), com 2 animais na categoria “miniatura” (FR=11,8%), 7 na categoria
‘pequeno” (FR=41,2%), 4 na categoria “médio” (FR=23,5%) e 4 na categoria “grande”
(FR=23,5%) (Gréfico 4).
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Tabela 3: Analise de estatistica descritiva dos dados referentes a caracterizacdo da amostra
utilizada no GDM considerando os parametros da idade, peso, duragédo do diagndstico e dose

de insulina em curso.

Média e desvio-

Variavel ~ Mediana Minimo Maximo
padréo
Idade (anos) 9,94+ 2,75 10 5 15
Peso (kg) 17,32 £9,34 14,95 4,90 32
Duracéo do diagnostico 15,28 + 15.75 8 5 48
(meses)
Dose de insulina (Ul/kg) 0,53+0,14 0,53 0,34 0,86

Tabela 4: Analise de estatistica descritiva dos dados referentes a caracterizacdo da amostra

utilizada no grupo GS considerando os parAmetros da idade e peso.

Média e desvio-

Variavel . Mediana Minimo Maximo
padréo
Idade (anos) 9,53+2,71 10 6 15
Peso (kg) 16,51 + 10,77 13 5 35

Gréfico 1: Frequéncia relativa do sexo/estado Gréfico 2: Frequéncia relativa do sexo/estado

reprodutivo no GDM. reprodutivo no GS.
= Fémeas inteiras = Fémeas esterilizadas = Fémeas inteiras = Fémeas esterilizadas
= Machos inteiros = Machos castrados = Machos inteiros = Machos castrados
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Grafico 3: Frequéncia relativa das categorias Gréafico 4: Frequéncia relativa das categorias
de peso no GDM. de peso no GS.

4 (22,2%) 4 (23,5%)

N

= Miniatura = Pequeno = Médio Grande = Miniatura = Pequeno = Médio Grande

O GDM foi constituido maioritariamente por caes com mais de 7 anos, sendo mais
frequentes cades “pequenos” (6-15kg), e fémeas esterilizadas. Nao existiram diferencas
significativas entre as idades dos cdes GDM e dos cdes GS (p= 0,651). Também néo foram
observadas diferencas significativas entre os pesos dos cdes dos dois grupos (p= 0,813), o
gue pode também ser constatado nos Graficos 3 e 4, no que diz respeito as frequéncias
relativas das categorias de peso definidas. Em relagcdo ao sexo e estado reprodutivo dos
cdes GDM e dos caes GS, também néo foram observadas diferencas significativas entre os
dois grupos (p=0,840), apesar de existir um namero ligeiramente inferior de caes machos e
de fémeas inteiras no GDM.

3.2. Analise de biomarcadores de funcéao renal

3.2.1. Ureia e creatinina

No GDM, a concentragdo sérica de ureia teve uma média de 37,77 (£18,42) mg/dl,
com um minimo de 8,70 mg/dl e um maximo de 88,40 mg/dl e, 2 dos animais deste grupo
(FR=11,1%) apresentaram valores de ureia sérica acima de 56,0 mg/dl, o qual € o limite
superior do intervalo de referéncia (57 e 88,40 mg/dl) (Tabela 6).

No GS, a concentracdo sérica de ureia teve uma média de 41,72 (+17,15) mg/dl, com
um minimo de 25 mg/dl e um méaximo de 97,10 mg/dl, e um dos animais deste grupo
(FR=5,9%) apresentava valores de ureia sérica acima do intervalo de referéncia (97,10
mg/dl) (Tabela 6). N&o foi encontrada uma diferenga estatisticamente significativa entre as
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concentracdes séricas de ureia dos dois grupos (p=0,668). A distribuicdo das concentracdes

de ureia pode ser observada no Gréfico 5.

Grafico 5: Box Plot da distribuicdo da concentragdo de ureia sérica (mg/dl) no GDM e no GS. A
média é dada pela linha verde. Dois outliers foram identificados pelo software, um em cada
grupo.

120

100

80

60

Ureia (mg/dl)

40

20

GDM GS

Legenda: * significa p=0,668 para a diferenca entre os animais GDM e os animais GS.

No GDM, os valores séricos de creatinina apresentaram uma média de 0,77 (+0,18)
mg/dl, com um minimo de 0,50 mg/dl e um méximo de 1,12 mg/dl. Quatro dos animais deste
grupo (FR=22,2%) apresentaram valores de creatinina abaixo do intervalo de referéncia
(0,62 a 1,64 mg/dl), entre os 0,50 mg/dl e 0,60 mg/dl. Os restantes encontravam-se dentro
do intervalo de referéncia (Tabela 6).

No GS, a concentracdo sérica de creatinina apresentou uma média de 0,94 (+0,14)
mg/dl, com um minimo de 0,67 mg/dl e um méaximo de 1,18 mg/dl. Todos os animais deste
grupo apresentaram valores de creatinina sérica dentro do intervalo de referéncia (Tabela
6).

Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos
(p=0,006), sendo que os animais do GDM apresentaram concentragfes de creatinina
inferiores as do GS. A distribuicdo das concentracdes de creatinina sérica nos dois grupos

pode ser consultada no Gréfico 6.
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Grafico 6: Box Plot da concentragcao de creatinina sérica (mg/dl) no GDM e no GS. A média é
dada pelalinha verde.
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Legenda: * significa p=0,006 para a diferenca entre os animais GDM e os animais GS.

3.2.2. DMAS

No GDM, a concentracdo de DMAS teve uma média de 8,40 (+1,98) ug/dl, com um
minimo de 5 pg/dl e um méximo de 12 pg/dl. Todos os animais apresentaram valores dentro
do intervalo de referéncia (0-14 pg/dl) (Tabela 6). No GS, a concentracdo de DMAS teve
uma média de 10,60 (£3,08) pg/dl, com um minimo de 7 ug/dl e um maximo de 18 ug/dl.
Apenas um dos animais deste grupo (FR=5,9%) apresentou valores acima do intervalo de
referéncia (18 pg/dl) (Tabela 6). Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa

entre os dois grupos (p=0,022), sendo que os animais do GDM apresentaram concentragdes
séricas de DMAS inferiores as do GS (Gréfico 7).
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Grafico 7: Box Plot da concentracdo sérica de DMAS (ug/dl) no GDM e no GS. A média é dada

pelalinha verde.
22
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Legenda: * significa p=0,022 para a diferenca entre os animais GDM e os animais GS.

3.2.3. RPCU

No GDM, o RPCU teve uma média de 0,65 (+0,75), com um minimo de 0,05 e um
maximo de 2,25. Neste grupo, 7 dos animais eram NP (FR=38,9%), 4 eram BP (FR=22,2%)
e 7 eram P (FR=38,9%) (Tabela 5 e 6). No GS, o RPCU teve uma média de 0,18 (+0,17),
com um minimo de 0,07 e um maximo de 0,78. Neste grupo, 15 dos animais eram NP
(FR=88,2%), 1 era BP (FR=5,9%) e 1 era P (FR=5,9%) (Tabela 5 e 6). A distribuicdo do
RPCU nos dois grupos pode ser observada no Grafico 8. Apesar de nao ter sido observada
uma diferenca significativa entre o RPCU dos dois grupos (p=0,0716), foi detetada uma
associacdo estatisticamente significativa entre a ocorréncia de DM e os estadios BP e P,
existindo uma propor¢édo superior destes animais no GDM em relagdo ao GS, como pode
ser constatado na Tabela 5 (OR=10,87, 95% IC 1,71-127,08, p=0,006).
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Grafico 8: Box Plot do Réacio proteina-creatinina urinario (RPCU) no GDM e no GS. A média é

dada pelalinha verde. Dois outliers foram identificados pelo software no grupo GS.
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Legenda: * significa p=0,072 para a diferenca entre os animais GDM e os animais GS.

Tabela 5: NiUmero de animais e sua percentagem segundo 0 grupo e o grau de proteinuria.

N&o-proteinuricos

Bordeline proteindricos

Grupo ou proteindricos Total
(NP)
(BP+P)
n=7 n=11 n=18
GDM
(38,9%) (61,1%) (100%)
n=15 n=2 n=17
GS
(88,2%) (11,8%) (100%)
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Tabela 6: Andlise de estatistica descritiva dos dados referentes a caracterizagdo da amostra
utilizada nos grupos GDM e GS considerando os parametros de concentracdes de ureia,

concentracdes de creatinina e concentracdes de DMAS, e RPCU.

Média e Desvio- Intervalo de

Variavel Grupo ~ Mediana  Minimo Méaximo P
padrao referéncia
GDM 37,77 £ 18,42 35,70 8,70 88,40
Ureia (mg/dl) 12-56 mg/dl
GS 41,72 +17,15 39,80 25,80 97,10
GDM 0,77 £0,18* 0,78 0,50 1,12
Creatinina 0,62-1,64
(mg/dI) mg/dl
GS 0,94 +0,14* 0,97 0,67 1,18
GDM 8,44 +1,98* 8,50 5 12
DMAS
0-14 pg/dl
(ugdl) HO
GS 10,59 + 3,08** 10 7 18
GDM 0,65+0,74 0,25 0,05 2,25 NP: < 0,2
RPCU BP: 0,2-0,5
GS 0,18 + 0,17 0,14 0,07 0,78 FE )

Legenda: * significa p<0,01 animais GDM versus animais GS; ** significa p<0,05 animais GDM versus animais
GS

3.3. Correlacédo entre a duragcdo do diagnostico de DM com as concentracdes
séricas de ureia, creatinina e DMAS e o0 RPCU

Foi avaliada a correlacdo da duracédo do diagnostico de DM com as concentracdes

séricas de ureia, creatinina e DMAS e, ainda, o RPCU. Nao foi observada a existéncia de

correlacdo entre a duracdo do diagnéstico e qualquer uma das variaveis (p=0,847, p=0,523,

p=0,107 e p=0,844, respetivamente), como pode ser constatado pela sua distribuicéo

aleatoria em relagdo a duracao do diagndstico (Grafico 9).
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Grafico 9: Distribuicdo das variaveis ureia (A), creatinina (B), DMAS (C) e RPCU (D) em relacéo

a duracdo do diagnéstico de DM no GDM.
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3.4. Correlacdo entre a dose de insulina e as concentracdes séricas de ureia,
creatinina e DMAS e o RPCU

Foi avaliada a correlacdo entre a dose de insulina em curso e as concentracdes

sericas de ureia, creatinina e DMAS e o RPCU. Néo foi observada a existéncia de qualquer

correlacdo entre a dose de insulina com qualquer uma das variaveis em causa (p=0,185,

p=0,197, p=0,905 e p=0,232, respetivamente), como pode ser constatado pela sua

distribuicdo aleaté6ria em relacéo a duracéo do diagnéstico (Gréfico 10).

Grafico 10: Distribuicdo das variaveis ureia (A), creatinina (B), DMAS (C) e RPCU (D) em
relacdo a dose de insulina (Ul/kg) no grupo DM.
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4. Discusséo

A ND canina é uma entidade clinica com pouca expressdo na pratica clinica
veterinaria e, como tal, pouco se sabe sobre o verdadeiro impacto da DM no rim nesta
espécie. De facto, sdo escassos 0s estudos realizados sobre este tema. Do nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo a avaliar as concentracdes séricas de DMAS em
cées diabéticos e a compara-las com as encontradas em caes saudaveis.

Quanto as concentracdes de ureia sérica, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre 0 GDM e o GS. Dois dos 18 (11,1%) animais do GDM apresentaram
concentracdes acima do intervalo de referéncia, 57 e 88,40 mg/dl respetivamente, assim
como 1 dos 17 (5,9%) animais do GS, com 97,10 mg/dl. Nenhum destes cdes apresentava
valores de creatinina acima do intervalo de referéncia. Deste modo, consideramos pouco
provavel que estes valores reflitam a existéncia de DRC, mas que antes se devam a outras
causas, nomeadamente a ingestao de alimento nas ultimas 8 a 12 horas, ja que 0s caes néo
foram submetidos a jejum (Syme and Jepson 2017).

No caso da creatinina, foi detetada uma diferenca significativa entre as suas
concentracdes sericas no GDM e no GS, sendo que 4 dos 18 (22,2%) cées do grupo GDM
apresentavam valores abaixo do intervalo de referéncia. Tais dados ndo coincidem com
aqueles observados por Marynissen et al. (2016), que nado detetaram diferencas
significativas entre os dois grupos.

Na medida em que a creatinina € um produto da degradacdo da fosfocreatina
muscular e a sua concentracao sérica € influenciada pela massa muscular do individuo, as
concentracdes mais baixas de creatinina podem refletir uma reducdo da massa muscular.
No entanto, ndo se verificou uma diferenca significativa entre os pesos dos caes dos dois
grupos no presente estudo. Langhorn et al. (2018) relataram resultados semelhantes num
estudo retrospetivo em gatos, no qual os gatos com DM apresentavam concentracfes de
creatinina mais baixas, ndo estando as mesmas relacionadas com o0 peso ou a massa
muscular dos individuos.

A diminuicdo da concentracdo de creatinina sérica pode, no entanto, ser explicada
pela existéncia de hiperfiltracdo glomerular. De facto, Pelander et al. (2019) relataram uma
correlacdo negativa significativa entre as concentracdes séricas de creatinina e a TFG
estimada a partir de cintigrafia renal. A hiperfiltracdo € um dos fendmenos que caracteriza as
primeiras fases de desenvolvimento da ND e antecede o desenvolvimento de MA, de
proteindria e de perda de funcao renal. Estima-se uma prevaléncia de 10 a 67% e 6 a 73%
de hiperfiltracdo em pacientes humanos com DM tipo 1 e DM tipo 2, respetivamente
(Tonneijck et al. 2017). No nosso estudo, a existéncia de hiperfiltracdo nos animais do GDM

explicaria as diferengas observadas nos valores de creatinina dos dois grupos.
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No que diz respeito & DMAS, os animais GDM apresentaram concentragdes séricas
significativamente inferiores aos animais GS. Estes resultados estdo de acordo com o
descrito por Langhorn et al. (2018), onde, também, foi constatado que os gatos com DM
apresentavam concentracdes de DMAS significativamente mais baixas do que os saudaveis.
Tal facto, também ja foi relatado em humanos, quer em jovens com DM tipo 1 quer em
adultos com DM tipo 2 (Marcovecchio et al. 2010; Can et al. 2011), ainda que a causa nao
seja clara. Suspeita-se que se trate de uma consequéncia de hiperfiltracdo glomerular, da
diurese osmatica decorrente da glicosuria e/ou de uma diminuicdo da producdo de DMAS
por interferéncia da hiperglicemia na metilagdo da arginina (Can et al. 2011; Langhorn et al.
2018). De facto, Marcovecchio et al. (2010) detetaram uma correlagdo negativa entre a
DMAS e a TFG em jovens com DM tipo 1. Também, Pelander et al. (2019) relataram uma
correlacdo negativa significativa entre a DMAS e a a TFG, suportando a hip6tese de
ocorréncia de hiperfiltracdo nestes caes.

Por outro lado, Can et al. (2011) descreveram uma correlacdo negativa entre a
DMAS e a hemoglobina glicada e a frutosamina em humanos com DM tipo 2, sugerindo que
existe uma relagdo entre o controlo glicémico e os niveis de DMAS. Os dados recolhidos no
nosso estudo ndo permitem chegar a uma conclusado definitiva deste ponto de vista, dado
nao terem sido realizados doseamentos quer de frutosamina, quer de hemoglobina glicada.

Do nosso conhecimento, s6 existe um estudo realizado em caes diabéticos que
utilizou outro marcador indireto da TFG, a cistatina C. Neste estudo, Marynissen et al. (2016)
mediram também a TFG através da medicdo da depuracdo plasméatica de creatinina
exégena. Neste estudo nado foi observada uma diferenca significativa entre a concentracéo
sérica de cistatina C em cdes saudaveis e cées diabéticos numa avaliacéo inicial. Contudo,,
apesar de ndo haver uma variacdo significativa da TFG ao longo dos 6 meses do estudo,
verificou-se uma reducdo da cistatina C nos cées diabéticos. Estes autores consideraram
este dado como de uma relevancia clinica questionavel. A avaliacdo da cistatina C néo fez
parte dos objetivos deste estudo e, atendendo aos resultados de Marynissen et al. (2016) e
de Pelander et al. (2019), onde a especificidade da cistatina C é inferior a da creatinina e da
DMAS na detecdo de diminuicbes da TFG, consideramos que, apesar de se mostrar um
marcador promissor da fungé@o renal, sdo necessarias mais investigacdes no sentido de
identificar outros fatores que influenciem as concentracGes séricas deste biomarcador em
cées, a semelhanca do que ja foi descrito no Homem.

No presente estudo, dos 18 animais GDM, 4 encontravam-se no substadio BP
(22,2%) e 7 no substadio P (38,9%). Estes resultados s&o semelhantes aos mencionados,
por Mazzi et al. (2008), Herring et al. (2014) e Marynissen et al. (2016), nos quais 30%,
48,3% e 33% dos caes diabéticos apresentavam proteindria, respetivamente. Relativamente

aos 17 animais GS, 1 dos animais estava no subestadio BP (5,9%) e 1 no subestadio P
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(5,9%), o que estd de acordo com Marynissen et al. (2016), que também detetaram a
ocorréncia de proteindria em cées saudaveis, porém, numa percentagem superior (29% era
BP e 5% era P).

Esta descrita a ocorréncia de proteindria em 18,6% a 25% dos cédes geriatricos e
séniores aparentemente saudaveis (Marynissen et al. 2017; Willems et al. 2017). Nos
humanos, a proteindria também ocorre em cerca de 25% dos idosos, ndo sendo
considerada uma mudanca normal associada a idade, mas antes a consequéncia de uma
doenca subjacente ndo diagnosticada (Verma et al. 2012). Como causas sugeridas para
esta proteinudria subclinica em cées, fazem parte a hipertensdo arterial sistémica, doencas
vetoriais como a Leishmaniose, ou até mesmo situacdes que estimulem cronicamente o
sistema imunitario (Glickman et al. 2011; Gizzarelli et al. 2019).

Tendo em conta que a DM se revelou um fator de risco para a entrada nos
subestadios BP e P (OR=10,87, 95% IC 1,71-127,08, p=0,006), podemos pressupor que a
ocorréncia de DM pode contribuir para o desenvolvimento de proteindria renal nestes
animais devido aos efeitos deletérios da hiperglicemia e da hiperfiltracdo sobre os
glomérulos e tabulos renais, contribuindo para a perda de proteina no rim (Umanath & Lewis
2018). Também no Homem, a DM é um fator de risco importante para o desenvolvimento de
proteindria (Ong et al. 2013; Yokota et al. 2018; Duan et al. 2019).

E importante ter em conta que, neste estudo, ndo foram descartadas todas as
possiveis causas de proteinuria, nomeadamente aquelas de origem pré-renal. A hipertensao
arterial sistémica, uma possivel causa de proteinaria pré-renal, ocorre numa percentagem
significativa dos cdes com DM (Mazzi et al. 2008; Herring et al. 2014; Marynissen et al.
2016; Priyanka et al. 2018). A medi¢do da PAS néo foi feita neste estudo, na medida em que
Varios casos eram provenientes de centros de atendimento médico-veterinario externos, o
gue ndo permitia assegurar que as avaliacbes fossem feitas nas mesmas condicbes em
termos de equipamento, local de medicdo e atitude do animal. Tais fatores limitariam a
obtencéo de resultados comparaveis entre animais, e entre grupos.

No Homem, existem mudltiplos fatores que contribuem para o desenvolvimento de
hipertenséo arterial sistémica na DM tipo 1. As principais sdo a expansdo do volume
circulante devido ao aumento da reabsorcao de sédio no tubulo contornado proximal e a
desregulacao dos fatores intervenientes na resisténcia vascular periférica, como a ativacéo
do sistema renina-angiotensina-aldosterona, o aumento da producdo de endotelina-1,
aumento das EROs, diminui¢do da producéo de NO e o stress oxidativo (Van Buren & Toto
2011). Estes fatores estdo também envolvidos no desenvolvimento da ND e, em humanos, é
esta a principal causa de desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica na DM tipo 1
(Lago et al. 2007; Bloom and Rand 2013). Os mecanismos exatos que conduzem a

hipertenséo arterial sistémica em cédes diabéticos ainda ndo sdo totalmente conhecidos.
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Efectivamente, os estudos conduzidos por Mazzi et al. (2008), Herring et al. (2014) e
Priyanka et al. (2018) ndo encontraram uma associacdo entre 0 RPCU e a PAS em céaes
diabéticos. Como tal, ndo podemos descartar a existéncia de hipertensao arterial sistémica
nos animais incluidos no nosso estudo. Contudo, podemos equacionar que esta podera ser
devida as alterag@es estruturais e hemodinamicas a nivel renal causadas pela hiperglicemia.
Por outro lado, outras possiveis causas de proteindria, como tumores plasmocelulares,
reacoes a farmacos, doencas infeciosas ou imunomediadas foram descartadas apenas com
base na historia clinica e exame fisico dos animais.

De facto, o Unico modo de confirmar a causa da proteinaria renal seria através da
realizacdo de uma bidpsia renal. Este € um exame invasivo, que implica a sedacdo ou
anestesia geral do paciente, e com possiveis complicacBes, ainda que pouco frequentes,
nomeadamente hemorragia grave, hidronefrose ou mesmo morte (Vaden et al. 2005).
Ademais, devido ao facto de se tratar de um procedimento dispendioso, é pouco realizado
em Portugal.

N&o foi detetada uma associagdo significativa entre o tempo desde o diagnéstico de
DM e as concentrac¢des de ureia (p=0,847), creatinina (p=0,523), DMAS (p=0,107) ou RPCU
(p=0,844). Com efeito, também Herring et al. (2014) ndo detetaram qualquer relacdo entre a
ocorréncia de proteindria e a duragdo do diagnostico de DM em caes, assim como nao
detetaram uma variacdo significativa da concentrac@o sérica de ureia, de creatinina ou de
RPCU ao longo de 24 meses de acompanhamento. Nos estudos de Marynissen et al.
(2016), também néo foi detetada uma variacéo significativa nas concentracdes de ureia, de
creatinina, do RPCU ou da TFG ao longo de 6 meses de acompanhamento de individuos
com DM.

Em humanos, a duragéo do diagnéstico de DM é um conhecido fator de risco para o
desenvolvimento e progressdo de ND, no que diz respeito ao desenvolvimento de
proteindria e diminuicdo da TFG (Zoppini et al. 2012; Ahmed et al. 2013; Tziomalos &
Athyros 2015; Al-Shammak et al. 2019). No entanto, 0 tempo necessario para a sua
ocorréncia é muito superior a dura¢do do diagndstico dos caes GDM no presente estudo. De
facto, a TFG em humanos diabéticos pode manter-se estavel, ainda que aumentada,
durante varios anos desde o diagnostico, e o seu decréscimo abaixo de valores normais
pode demorar desde 5 a 25-30 anos a verificar-se (De Boer et al. 2011; Krolewski 2015).
Assim, € provavel que os cées presentes na nossa amostra ainda ndo apresentem a doenca
h& tempo suficiente para que se verifiquem variagdes nas concentra¢des dos indicadores de
TFG avaliados, ou no RPCU.

No que diz respeito a insulinoterapia, nédo foi detetada uma associacao significativa
entre a dose de insulina preconizada e as concentracdes de ureia (p=0,185), creatinina
(p=0,197), DMAS (p=0,905) ou RPCU (p=0,232). No Homem, o desenvolvimento de DRC,
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independentemente da causa, e mesmo em estadios iniciais, estd associado ao
desenvolvimento de insulinorresisténcia, provavelmente devido a inflamacdo associada
(Pecoits-Filho et al. 2003; Shoelson et al. 2006; Frankel & Kazempour-Ardebili 2016).
Também, estd descrita uma relacdo inversa entre a MA e a sensibilidade a insulina
(Mykkanen et al. 1998; Whaley-Connell & Sowers 2017). Por outro lado, com a diminuig&do
da TFG para valores mais baixos, ha uma diminui¢cdo da clearance renal de insulina e um
aumento da sua semi-vida, o que reduz as doses de insulina necessarias para o controlo da
glicémia nestes individuos (Kulozik & Hasslacher 2013; Frankel & Kazempour-Ardebili
2016). Os nossos resultados ndo permitem constatar a ocorréncia de nenhum dos
fendmenos em caes, possivelmente devido a curta duracdo do diagnostico de DM que, mais
uma vez, devera ser insuficiente para que estas altera¢des se verifiquem.

Extrapolando do descrito no Homem, serd de considerar que estes animais se
encontrem num estado de stress oxidativo associado a hiperglicemia. Em humanos, ja foram
publicados varios estudos que envolvem diversos marcadores de stress oxidativo,
nomeadamente no que diz respeito a lipoperoxidacdo (8-iso-prostaglandina F2aq,
malondialdeido, substancias reativas com o acido tiobarbitirico, e hidroxinonenal), a
oxidacao proteica (grupos carbonil, produtos avancados da oxidacdo proteica), aos AGEs
(pentosidina e N-(carboximetil)-lisina), as lesbes oxidativas do DNA (8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina) e do RNA (8-hidroxiguanosina), a atividade de enzimas antioxidantes
(catélase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e paraoxonase) e aos niveis de
antioxidantes ndo-enzimaticos (acido ascorbico, tocoferol, glutationa e nuclear factor-E2-
related factor 2). Apesar de existir uma associacdo entre estes marcadores e a ocorréncia
de complicac¢des vasculares na DM humana, os resultados ndo séo coerentes entre estudos
no que toca ao seu valor prognéstico, pelo que a sua utlizagdo se cinge apenas a
investigacdo (Bigagli & Lodovici 2019). Nado é do nosso conhecimento a existéncia de
estudos sobre estes marcadores em caes diabéticos, e a sua avaliacdo ndo fez parte dos
objetivos da presente dissertacdo. A sua investigacdo num contexto médico-veterinario
poderia, no entanto, provar-se um contributo importante para uma melhor compreenséo das
consequéncias da DM, nomeadamente no céo.

Apesar das limitacBes referidas, o presente estudo avaliou ndo s6 os valores de
ureia, creatinina, DMAS e RPCU em caes diabéticos, como também os comparou com os de

cées saudaveis, o que permitiu detetar diferencas importantes entre os grupos.
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5. Concluséo

A literatura cientifica veterinaria disponivel sobre ND é ainda escassa. Com efeito,
este € o primeiro estudo de que temos conhecimento que avalia a concentragao sérica da
DMAS em cées diabéticos e que demonstra uma diminuicdo da concentracdo sérica da
mesma, assim como da creatinina, devido a, provavelmente, diurese osmoética, polidria e
hiperfiltragéo glomerular.

Todavia, apesar de os casos de ND canina em fase terminal serem improvéaveis
devido ao intervalo de tempo que € necessario para 0 seu aparecimento, existem outras
consequéncias da DM a nivel renal que devem ser tidas em conta. Os resultados do
presente estudo sugerem ndo s6 a ocorréncia de hiperfiltracdo nestes animais, com
possiveis consequéncias negativas a meédio-longo prazo, como reforcam, também, o papel
da DM como fator de desenvolvimento de proteindria em cées, o0 que deve ser ponderado
aquando da monitorizacéo destes animais junto do médico veterinério.

Devido a restricdes econémicas ndo foi possivel utilizar mais ferramentas clinicas
para a avaliacéo da func&o renal em cdes com DM, nomeadamente para a detecdo precoce
de ND.

Varios designios poderiam aqui ser colocados, nomeadamente termos relacionado o
controlo glicémico, através do doseamento de frutosamina, com as variaveis em estudo,
particularmente com a DMAS, de modo a verificar se existia uma relacdo inversa entre o
controlo glicémico e os valores de DMAS, a semelhanca do descrito no Homem. Por outro
lado, a medi¢do direta da TFG teria sido importante, de modo a relaciona-la com as
concentracdes de creatinina e DMAS e, assim, poderiamos confirmar se estes animais se
encontram, de facto, num estado de hiperfiltracdo glomerular, associado as primeiras fases
de ND. Mesmamente, teria sido interessante avaliar a MA e verificar se a mesma antecede o
desenvolvimento da proteindria, & semelhanga do descrito no Homem, pois a hiperfiltracdo
glomerular e as altera¢cdes metabdlicas decorrentes da hiperglicemia séo conhecidos fatores
qgue contribuem para a ocorréncia de lesao endotelial, das células mesangiais, dos
poddcitos, e glomerulosclerose, o que compromete a eficacia funcional e estrutural do
nefrénio e conduz a perda de proteina. Efetivamente, a confirmacao desta hipétese poderia
justificar considerar a intervencdo terapéutica mais precocemente, antes da proteinuria se
instalar.

Relativamente a histopatologia, a bidpsia renal é considerada o gold standard para o
diagnéstico de ND, pelo que teria sido Gtil para contextualizar os resultados obtidos. Apesar
de estarem descritas lesGes histopatolégicos compativeis com esta entidade em caes
diabéticos, seria importante relacionar essas alteragbes ultraestruturais com os achados

laboratoriais em questao.
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Em suma, pensamos que seria importante a realizacdo de estudos sobre uma maior
amostra de animais e ao longo de intervalos de tempo mais longos, de modo a monitorizar a
variagdo destes indicadores, e identificar as alteragfes funcionais e morfologicas renais
durante a evolucéo da DM canina.

Realgamos, no entanto, que apesar das limitagbes acima mencionadas, 0s
resultados obtidos nos cdes com DM no nosso estudo sugerem que 0S mMesmos se
encontrem numa fase de pré-nefropatia diabética, numa fase silenciosa ou numa fase de

nefropatia incipiente.
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V — Anexos

Anexo 1: Classificagé@o histopatolégica da nefropatia diabética (Tervaert et al. 2010).

Classe | (espessamento da membrana basal glomerular): alteracdes glomerulares
ligeiras ou nao-especificas na microscopia 6tica e ndo compativeis com a classe |l,
Il ou IV, com espessamento da membrana basal glomerular visivel na microscopia
eletrdnica;

Classe Il (expansdo mesangial): expansdo mesangial, moderada (lla) ou muito grave
(Ilb) mas sem esclerose nodular (n6dulos de Kimmelstiel-Wilson) ou com outras
alteracdes compativeis com a classe lll ou 1V;

Classe Il (esclerose nodular): presenca de pelo menos um nddulo de Kimmelstiel-
Wilson, com menos de 50% de glomerulosclerose global, e sem alteracdes
compativeis com a classe |V,

Classe IV (glomerulosclerose diabética avancada): lesbes compativeis com as
classes | a lll, e mais de 50% de glomerulosclerose global, associada a outras
evidéncias clinicas ou patolégicas de que a esclerose é devida a ND.

Anexo 2: Classificacdo histopatolégica da nefropatia diabética em casos de DM tipo 2
(Fioretto and Mauer 2007).

Categoria C | (estrutura normal ou quase normal): biépsias normais ou com
expansao mesangial ligeira, alteracdes tubulointersticiais e/ou vasculares;
Categoria C Il (nefropatia diabética tipica): lesées compativeis com ND, com lesdes
glomerulares, tubulointersticiais e arteriolares de gravidade idéntica, semelhantes ao
quadro tipico observado em pacientes com DM tipo | com lesbes 6ébvias de ND ao
microscopio 6tico;
Categoria C Il (padrdo de lesdo renal atipico): lesbes glomerulares relativamente
ligeiras quando comparadas com outras lesdes desproporcionalmente mais graves:
a) Atrofia tubular, espessamento e hiperplasia da membrana basal tubular e
fibrose intersticial (lesdes tubulointersticiais);
b) Hialinose avancada das arteriolas glomerulares, comumente associada a
aterosclerose dos grandes vasos;
c) Esclerose glomerular global.
Na categoria C lll, estes padr6es podem surgir em todas as combinagdes possiveis.
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Anexo 3: Estadiamento IRIS com base na concentracdo plasmatica de creatinina e DMAS
(International Renal Interest Society 2019).

Creatinina
(umol/L e mg/dl)

Estadio DMAS Comentérios
(no/dl)

Céao Gato

Creatinina sérica normal ou DMAS normal ou ligeiramente
aumentada. Outras alteragBes renais podem estar presentes,
como inadequada capacidade de concentragdo urinaria sem

<125 <140 - i . .
causa ndao-renal observavel (em gatos, ndo em cées),
<1l4 <16 ) o . ) o
1 alteracfes imagiologicas ou a palpacdo do rim, proteindria de
origem renal, resultados de bidpsia renal anormais e aumento
<18 <18

da creatinina ou da DMAS em amostras seriadas. Um
aumento persistente da DMAS acima de 14 pg/dl pode ser
usado para diagnosticar DRC precoce.

Creatinina normal ou ligeiramente aumentada, azotémia renal

ligeira (o limite inferior esta incluido no intervalo de referéncia
125-250 140-250

1,4-2,8 1,6-2,8 ) o . o
2 como teste de screening significa que animais no limite

de alguns laboratérios, mas a insensibilidade da creatinina

superior do intervalo de referéncia muitas vezes apresentam
18-35 18-25 L )
diminuicdo da capacidade excretora renal). DMAS
ligeiramente aumentada. Sinais clinicos ligeiros ou ausentes.

Azotémia renal moderada. Podem estar presentes varios

251-440 251-440 | sinais extra-renais, mas a sua magnitude e gravidade variam.

3 2,1-5,0 2,9-5,0 Se os sinais forem ausentes, o caso pode ser classificado
como um estadio 3 precoce, enquanto se o0s sinais clinicos
36-54 26-38 forem muitos ou marcados, justifica-se a sua classificagédo
como um estadio 3 avanc¢ado.
> 440 > 440
>5,0 >5,0 Risco acrescido de sinais clinicos sistémicos e de crises
4 urémicas.
>54 >38
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Anexo 4: Subestadiamento IRIS com base na presséao arterial sistémica (PAS) (International
Renal Interest Society 2019).

Risco de lesao futura dos

Presséo sistélica (mmHgQ) Subestadiamento
orgéos alvo
<140 Normotenso Minimo
140-159 Pré-hipertenso Baixo
160-179 Hipertenso Moderado
=180 Gravemente hipertenso Alto
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Anexo 5: Termo de consentimento de participacdo no estudo.

Termo de consentimento do proprietario

Eu, abaixo aSSinad01 Ultimo nome, Primeiro nome,

mOI‘adOI’ Morada

Proprietario — Autorizado pelo proprietario (suprimir como apropriado)

Do animal nome e/ou identificagdo do animal

Concordo que 0 meu animal participe no estudo clinico “Avaliacao da fungédo renal em caes
diabéticos: analise de indicadores”. Este estudo é realizado no ambito da Dissertacao de
Mestrado da aluna estagiaria Sara Castanho Barbosa, sob a orientacao da Prof®. Dra. Maria
Teresa Mendes V. Brito.

Eu declaro que me informaram detalhadamente acerca de:

- O objectivo deste estudo;

- O facto de que todos os dados recolhidos durante este estudo podem fazer parte de uma
base de dados importante para avaliacao desta doenca metabdlica;

- O facto de que o presente estudo ter sido oficialmente autorizado pela FMV-ULisboa;

- O facto de que o meu animal recebera tratamento durante o estudo e de acordo com os
procedimentos, os quais me foram explicados pelo(a) médico(a) responsavel;

- O facto de que eu devo, imediatamente, informar o médico-veterinario de qualquer
alteracdo que diga respeito a saude do meu animal assim como informa-lo de algum
tratamento extra que podera ser administrado, e que 0 mesmo nao esteja contemplado
no protocolo;

- O facto de que estou autorizado a retirar 0 meu animal do estudo a qualguer momento,
desde que eu informe médico-veterinario acerca da razao do mesmo e dando um motivo
para esse abandono;

- O facto de que tratarei de toda a informacdao, que foi dada no protocolo e obtida neste
estudo, como confidencial e que eu nédo revelarei os resultados em parte alguma que
nao esteja directamente envolvido neste estudo.

Preenchido a Local , Data Assinatura
Em duplicado, do qual me deram uma cépia .

Eu, abaixo assinada, Sara Castanho Barbosa, sob a orientacdo da Prof®. Dra. Maria
Teresa Mendes V. Brito, participante no estudo clinico “Avaliagdo da fungcdo renal em cées
diabéticos: analise de indicadores”, confirmo que obtive este consentimento escrito apos
informar detalhadamente o proprietario do animal, ou a pessoa autorizada pelo proprietario,
de todos os elementos deste estudo.

Preenchido a: Local , Data Assinatura
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Anexo 6: Questionario preenchido pelos proprietarios dos caes do GDM.

Faculdade de Medicina Veterinaria da ULisboa
Questionario

"Avaliacdo Da Funcdo Renal Em Caes Diabéticos: Analise De Indicadores”

Nome do proprietario:

Contacto telefénico/e-mail: /

Nome do animal:

Idade:
Sexo: OO0 Macho O Fémea
Estado reprodutivo: O Fértil O Castrado/Esterilizada

Raca: O Indeterminada

Peso:
Ha quanto tempo foi diagnosticado com diabetes mellitus:

Tipo de insulina:

Dose de insulina e frequéncia de administragao:
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Anexo 7: Resultados do GDM — Animais, anamnese, concentracdo de ureia, creatinina, DMAS e RPCU.

Amostra ldade

© 0O ~NOoO O~ WDN PP

e o el
O b wWNRER O

e
N o

18

11
5
15
13
9
7
10
9

8

12
10
8
10
10
9

12
15

6

Cat.
1dd Sexo
>7 M
<7 F
>7 FC
>7 FC
>7 F
>7 F
>7 FC
>7 FC
>7 FC
>7 M
>7 M
>7 FC
>7 FC
>7 MC
>7 M
>7 FC
27 FC
<7 FC

Raca

SRD
SRD
Husky
Caniche
x Yorkshire
SRD
Labrador
SRD
Epagnol
Breton
Schnauzer

X Pinscher
Labrador
X Labrador
SRD
SRD
Labrador x
Boxer
SRD
English
Springer
Spaniel

Peso
(kg)
9,8
22,3
30,6
8,12
5,25
15,2
32
23

10,2

12,2
4,9
24,5
28,1
14,7
7,87

30,5
10,3

22,25

Cat.

P.

T O D IUUOZ3 UV U Z2OU3S T UTOZT

M

Dx
(meses)

36
2
32
3
8
2
48
12

8

16

Insulina

Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin

Caninsulin

Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin
Caninsulin

Caninsulin

Caninsulin

Caninsulin

Volume Unidades Dose
(Ul/kg)

(ml)
0,17
0,24
0,5

0,16
0,35
0,24

0,14

0,05
0,25
0,24

0,15

0,29

)
6,8
9,6
20
5
4,5
6,4
14
9,6

5,6

7
2
10
9,6
8
6

12
6

11,6

0,69
0,43
0,65
0,62
0,86
0,42
0,44
0,42

0,55

0,57
0,41
0,41
0,34
0,54
0,76

0,39
0,58

0,52

Freq.

BID
BID
BID
BID
BID
BID
BID
BID

BID

BID
BID
BID
BID
BID
BID

BID
BID

BID

Ureia Creatinina DMAS RPCU

36,8
34
29

35,3

31,2

48,2

44,7
8,7

19

19
36,1
57
52,6
16,8
31

37,5
88,4

54,5

0,735
0,903
0,833
0,8
0,5
0,762
0,901
0,6

0,5

0,9
0,717
0,999
1,116

0,66
0,51

0,69
1,007

0,801

9
7

8

0,11
0,11
0,09
1,84
0,73
0,26
0,15
0,1

0,1

2,06
0,24
0,89
0,66
0,27
2,25

0,05
1,49

0,23

IRIS

NP
NP
NP
P
P
BP
NP
NP

NP

P
BP
P
P
BP
P

NP
P

BP

Legenda: BID - bis in die; Cat. Idd — categoria de idade; Cat. P. — categoria de peso (m — miniatura, P — pequeno, M — médio, G — grande); Dx — dura¢éo do diagnéstico de
DM; F — fémea inteira; FC — fémea esterilizada; Freq. — frequéncia de administracdo; IRIS — classificacdo do International Renal Interest Society (2019) quanto a proteindria

(NP — nao proteinurico, BP — borderline proteinadrico, P — proteindrico); M — macho inteiro; MC — macho castrado; SRD — sem raga definida; x — cruzamento.

Parametros

Ureia
Creatinina
DMAS
RPCU

Intervalo de referéncia

12-56 mg/dl

0,620-1,640 mg/dl

0-14 ug/dl

NP: <0,2; BP: 0,2-0,5; P: > 0,5
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Anexo 8: Resultados do GS — Animais, anamnese, concentracao de ureia, creatinina, DMAS e RPCU.

Amostra Idade |C§é Sexo Raca F()E;)o Cat. P. Ureia Creatinina DMAS RPCU IRIS
A 10 >7 F Pastor de 8 = 39,8 1,128 13 011 NP
Shetland
B 6 <7 MC SRD 21 M 43,7 0,971 10 013 NP
C 8 >7  MC Golaen 35 G 33 0,956 9 04 BP
Retriever
D 7 >7 mc WestHighland g = 31 0,877 8 0,14 NP
Terrier
E 8 >7 FC Yorkshire 5 m 32,4 0,861 8 0,14 NP
Terrier
F 7 >7  FC SRD 6,3 P 27,9 0,833 9 007 NP
G 10 >7 M Labradorx ;g G 27,9 1,04 12 01 NP
Perdigueiro
H 10 >7  FC SRD 20,65 M 34,8 0,979 15 009 NP
| 10 >7 F SRD 7,35 P 26,3 0,671 7 014 NP
J 10 >7  MC SRD 5 m 40,2 0,747 10 017 NP
L 15 >7  FC SRD 18,5 M 97,1 1,176 18 0,15 NP
M 10 7 FC Golden 345 G 42,3 1,019 13 078 P
Retriever
N 12 >7  FC SRD 7 P 47,8 0,841 7 012 NP
o) 7 >7 FC Pug 7.5 P 50,7 1,082 13 0,17 NP
= 11 >7  EC Labrador 32 G 54,4 0,855 10 0,08 NP
Q 15 >7 M SRD 13 = 25,8 0,793 7 011 NP
R 6 <7 mc | CdodAgua 22 M 54,1 1,097 11 0,16 NP
Portugués

Legenda: Cat. Idd — categoria de idade; Cat. P. — categoria de peso (m — miniatura, P — pequeno, M — médio, G — grande); F — fémea inteira; FC — fémea esterilizada; IRIS —
classificacdo do International Renal Interest Society (2019) quanto a proteindria (NP — ndo proteindrico, BP — borderline proteinurico, P — proteindrico); M — macho inteiro; MC
— macho castrado; SRD — sem raca definida; x — cruzamento.

Parametros Intervalo de referéncia

Ureia 12-56 mg/dl

Creatinina 0,620-1,640 mg/dl

DMAS 0-14 pg/dl

RPCU NP: <0,2; BP: 0,2-0,5; P: > 0,5
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