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RESUMO

O desequilibrio na producdo de radicais livres, associado a deficiéncia dos sistemas antioxidantes,
resulta em condi¢cbes de estresse oxidativo (EO), um fendmeno que ocasiona em lesdes celulares
progressivas e irreversiveis. O objetivo deste estudo foi investigar as alteracGes laboratoriais e de
biomarcadores de EO em felinos com azotemia de origem pré-renal. Foram selecionados 20 felinos
divididos igualmente em dois grupos: grupo controle, composto por felinos sem alteracdes clinicas e
laboratoriais; e grupo azotémicos, composto por felinos sem alteracbes clinicas significativas e que
apresentaram aumento de creatinina (>1,8 mg/dL) e/ou ureia (>64 mg/dL). As variaveis foram testadas
guanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e as diferencas entre grupos pelos testes t ndo
pareado ou Mann-Whitney, sendo significativas quando p<0,05. Felinos azotémicos apresentaram
aumento significativo de ureia, ALT, globulinas, proteinas totais e mondcitos, sem alteracdes
hematoldgicas e nos indicadores de EO. Conclui-se que a azotemia pré-renal ndo induziu alteractes
significativas nos marcadores de estresse oxidativo utilizados no presente estudo, além de alterar de
maneira inespecifica alguns marcadores bioguimicos.
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ABSTRACT

The imbalance in the production of free radicals, associated with a deficiency in antioxidant systems,
results in conditions of oxidative stress (OS), a phenomenon that leads to progressive and irreversible
cellular damage. The aim of this study was to investigate laboratory alterations and OS biomarkers in
felines with pre-renal azotemia. Twenty felines were selected and equally divided into two groups:
control group, composed of felines without clinical or laboratory abnormalities; and azotemic group,
composed of felines without significant clinical alterations but presenting increased creatinine (>1.8
mg/dL) and/or urea (>64 mg/dL). Variables were tested for normality using the Shapiro-Wilk test, and
differences between groups were assessed using the unpaired t-test or Mann-Whitney test, with
significance set at p<0.05. Azotemic felines showed a significant increase in urea, ALT, globulins, total
proteins, and monocytes, without hematological alterations or changes in OS indicators. It is concluded
that pre-renal azotemia did not induce significant alterations in the oxidative stress markers assessed
in this study, besides causing nonspecific changes in some biochemical parameters.
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INTRODUCAO

Alguns dos radicais livres correspondem a espécies reativas derivadas do

oxigénio conhecidas popularmente como espécies reativas de oxigénio (EROSs), que



apresentam um perfil instavel e altamente reativo associadas ao metabolismo
aerdbico natural do organismo, que se somam aos demais radicais livres advindos de
diferentes mecanismos geradores, tornando-se moléculas deletérias ao organismo,
gerando o desiquilibrio dos niveis de radicais livres em relacdo aos sistemas de defesa
antioxidante (Ozbek, 2012; Small et al., 2012; Ling et al., 2018), fendbmeno conhecido
como estresse oxidativo (Vellosa, 2021).

A producédo excessiva de EROs e a ineficiéncia do sistema antioxidante dao
condicdbes para o desenvolvimento do estresse oxidativo, acelerando o
envelhecimento celular e aumentando a suscetibilidade a inumeras afeccoes,
distarbios inflamatérios, cardiovasculares, neuroldgicos e metabdlicos, elevando a
vulnerabilidade e risco de mortalidade (Simas, 2019).

Quando aplicamos a analise dos biomarcadores de estresse oxidativo em
animais azotémicos, sabe-se que uma grande porcentagem de animais que
apresentam alteragdes nos niveis de ureia e creatinina sérica apresentam afecgdes
de origem renal (azotemia renal). A doenca renal crénica (DRC), por exemplo, esta
associada a um estado persistente de estresse oxidativo, concomitante a processos
inflamatorios (Oberg et al., 2004; Bartges, 2012; Amdur et al., 2016; Machowska et al.,
2016; Zoccall et al., 2017; Raj et al., 2020).

Considerando outros tipos de azotemia, ha diversos fatores que corroboram
para a ocorréncia da azotemia pré-renal, podendo estar relacionada a dietas
hiperproteicas, aumento do catabolismo proteico, desidratacdo, doencas cardiacas,
entre outros. O estresse oxidativo esta acompanhado em casos de insuficiéncia renal
em humanos (Rysz et al., 2004), gatos (Keegan et al., 2010) e cées (Silva, 2011),
tornando relevante investigar se fendmeno semelhante ocorre em condi¢des
azotémicas de origem pré-renal.

Com este propdsito, o presente estudo buscou avaliar parametros laboratoriais

e de estresse oxidativo em felinos com azotemia pré-renal.

MATERIAL E METODOS
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro Universitario das Faculdades Integradas de Ourinhos (Unifio) sob protocolo
namero 01/2024 e a inclusdo dos animais ocorreu mediante assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido pelo tutor do animal.



Foram selecionados 76 felinos oriundos de tutores na regido de Ourinhos-SP,
de diversas idades, sexos e padrdes raciais, sendo submetidos a avaliacdo
laboratorial com hemograma e perfil bioquimico (albumina, proteina total, globulina,
creatinina, ureia, alanina aminotransferase - ALT e gama glutamiltransferase - GGT).
ApOGs avaliacdo clinica e laboratorial, os felinos foram divididos em dois grupos
experimentais:

. Grupo controle: composto por dez felinos higidos sem alteracdo dos
parametros clinicos e laboratoriais, pareados seguindo-se as categorias etarias dos
felinos azotémicos;

. Grupo azotémicos: composto por dez felinos sem alteracdes clinicas evidentes
gue apresentaram aumento nos valores séricos de ureia (> 64 mg/dL) e/ou creatinina
(>1,8 mg/dL);

Em todos os grupos, foram selecionados somente animais domiciliados, que se
alimentam exclusivamente de racdo comercial, que ndo faziam uso de medicacdo
alguma, ndo possuiam histérico prévio de doencga, ndo eram obesos e ndo possuiam
alteracoes clinicas evidenciadas pelos seus tutores. O exame fisico consistiu na
afericdo da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e temperatura retal com
termdmetro digital e tempo de preenchimento capilar.

O sangue foi colhido por puncéo jugular (cerca de 3 mL) e acondicionado em
tubos com K:EDTA (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New Jersey, USA) para a
realizacdo do hemograma e em tubo com ativador de coagulo (BD Vacutainer®,
Becton-Dickson, New Jersey, USA) para obtencéo de soro para demais andlises. O
tubo destinado a obtencédo de soro foi centrifugado 20 min apds a colheita e todo o
processamento da amostra ocorreu na auséncia de luz, sendo as amostras
armazenados a -20°C sob protecéo da luz até o0 momento das determinacgdes.

Para realizacdo do hemograma, as contagens totais de hemacias, leucocitos e
plaquetas, determinacdo do hematocrito, teor de hemoglobina, amplitude de
distribuicdo eritrocitaria (RDW), concentracdo hemoglobinica corpuscular média
(CHCM) e volume corpuscular médio (VCM) foram realizadas em contador
automatizado de células veterinario (ABX Micros ESV 60, Paris, Franca) previamente
verificado com controles comerciais niveis baixos, normal e alto (ABX Minotrol 16,
Paris, Franga). A contagem diferencial de leucocitos, estimativa de plaquetas por
campo e avaliagcdo morfologica de hemacias, leucécitos e plaguetas, foram realizados

em esfregaco sanguineo corado com corante hematolégico comercial (Instant-Prov,



Newprov, Pinhais, PR, Brasil), seguindo-se recomendagdes de Jain (1986). O teor de
proteina plasmatica total (PPT) foi determinado em refratdmetro portétil (ATAGO,
Mod. Master-SUR-NM, Tokio, Japan).

O estresse oxidativo foi avaliado pela mensuragéo da CAT por quatro diferentes
metodologias, da COT, da determinacdo dos antioxidantes &cido Urico e albumina,
segundo metodologia previamente descrita (Almeida et al., 2013; Almeida et al.,
2017). A CAT foi determinada em bioquimico automatizado (SX-260, Sinnowa
Medical, China), sendo que o primeiro método foi o da capacidade antioxidante
equivalente a trolox pela inibicdo da reducdo do cation 2,2'-azino-bis 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS, CAT-ABTS) descrito por Erel (2004), o
segundo método foi pela inibicdo da reducéo do cation ABTS associado a peroxidase
(CAT-ABTS+HRP) descrita por Rubio et al. (2016a), o terceiro pela capacidade
antioxidante cuprica redutora (CAT-CUPRAC) descrito em caes por Rubio et al.
(2016b) e o quarto pela capacidade de reducado férrica do plasma (CAT-FRAP)
descrito por Benzie e Strain (1996). A COT foi determinada em bioquimico
automatizado pelo método colorimétrico do xilenol laranja descrito por Erel (2005).

Todos os reagentes foram provenientes da Sigma Aldrich Chemical Co.

As variaveis foram testadas quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e as
diferencas entre os grupos foram verificadas pelos testes de t ndo-pareado ou Mann-
Whitney. Todas as andlises estatisticas foram efetuadas em programa computacional
(GraphPad Prism, v.6.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,

www.graphpad.com), sendo considerados significantes quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram selecionados 10 felinos higidos como controle, e 10 felinos com os
niveis de creatinina e ureia elevados caracterizando uma azotemia de origem preé-
renal, domiciliados, oriundos da regido de Ourinhos-SP, a distincdo quanto idade

minima, média, maxima, sexo e padrao racial estdo descritas na Tabela 1.



Tabela 1 — Composicdo dos grupos de felinos selecionados segundo
ndmero de animais, sexo, faixa etéria e padréo racial.

Caracteristica Controle Azotémicos

Idade

Idade minima 4 meses 4 meses

Idade média 7 anos 7 anos

Idade maxima 15 15

Média e desvio-padrao 7,7 £ 4,2 anos 7,7 £ 4,2 anos
Sexo

Fémeas 80% 60%

Machos 20% 40%

Estado Gonadal
Castrados 100% 90%
N&o castrados 0% 10%
Padrao Racial
Sem raga definida 100% 80%
Persa 0% 20%

A analise do eritrograma nao revelou diferencas significativas entre os grupos
na concentracdo de eritrocitos, teor de hemoglobina, hematocrito, CHCM, VCM e
RDW (Figura 1). A analise da série vermelha permite estabelecer informacdes
importantes que podem ser utilizadas para classificacdo do tempo de evolucédo da
doenca renal, auxiliando na conduta terapéutica (Galvao et al., 2010). Em animais
com doenca renal cronica € comum observar quadros de anemias nao regenerativas
normociticas normocrémicas devido a deficiéncia de eritropoetina circulante (Teixeira
et al., 2023), cuja intensidade varia de acordo com a severidade da doenca (Brum,
2012). Tais resultados demonstram que os felinos com azotemia de origem pré-renal
selecionados apresentaram eritrograma semelhante a animais higidos da mesma
espécie, ndo apresentando evidéncia de anemia ou eritrocitose.

Ao se avaliar o leucograma, felinos azotémicos apresentaram maior contagem
de mondcitos que os felinos controles, porém ainda dentro do intervalo de referéncia
para a espécie. Nao foram observadas diferencas significativas para os parametros
leucadcitos totais, neutréfilos segmentados, linfocitos, eosindfilos e basofilos (Figura 2).
As variacfes no leucograma podem aparecer de acordo com a severidade do estagio
da doenca renal, em que alteracbes como leucopenia ou leucocitose sédo
frequentemente encontradas em animais com doenca renal em estagios mais
avancados (Brum, 2012). O aumento de células de defesa, associado ao estresse
oxidativo, podem ser fatores desencadeantes, uma vez que a mieloperoxidase (MPO)
€ uma heme proteina produzida pelo metabolismo dos mondcitos. Ela é uma enzima

liberada pela degranulacdo dos leucocitos durante o processo de fagocitose de



antigenos e resposta inflamatoria, sendo um marcador de estresse oxidativo endotelial
(Vellosa, 2013). Logo o aumento de mondécitos em animais azotémicos esta
relacionado a quadros inflamatérios concomitantes, nos quais animais nefropatas
tendem a apresentar alteragfes significativas na contagem diferencial de leucdcitos
(Krofi¢ Zel, 2024), enfatizando que os animais selecionados no presente estudo n&o
parecem apresentar quadro inflamatorio evidente.

Quanto aos valores do plaguetograma e PPT né&o foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (Figura 3). Brum et al. (2012) em seu estudo sobre os
parametros laboratoriais de animais com doenca renal cronica destacou a auséncia
de alteracdes significativas no plaguetograma, indicando que os niveis de plaquetas
em animais azotémicos e animais sadios sdo semelhantes, como observado no
presente estudo. Em animais urémicos, € recorrente encontrar agregados
plaquetéarios durante a analise de esfregaco, poréem mantendo os valores de plaqueta
ainda dentro dos intervalos de referéncia (Benson, 2021). Ja em relacdo aos niveis de
proteinas plasmaticas, nao ha distincdo dos valores entre felinos azotémicos e sadios,
nao podendo associar a PPT como marcadora discriminante na progressdo da
azotemia em felinos (Chakrabarti, 2012).

Nos parametros bioquimicos de avaliacao renal, o grupo de animais azotémicos
apresentou maiores niveis de ureia (Figura 4B) que o grupo controle, sem diferenca
significativa para creatinina (Figura 4A). A hipovolemia € um dos fatores principais da
azotemia de origem pré-renal. A elevacdo do horménio antidiurético (ADH) no
organismo faz com que haja retencdo de liquidos através da retencdo de sodio,
estimulo este que cria um ciclo de retroalimentacao positiva para retencao de ureia,
aumentando a concentracdo de ureia, diminuindo também a excrecdo desse
substrato. Para controle efetivo dos niveis de liquido hd uma resposta compensatoria
inicial que ocorre nos tabulos renais, aumentando a reabsor¢cdo de agua e outros
eletrdlitos nas regides dos tubulos proximais e distais em funcao do sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona, culminando em maior reabsorcdo tubular e
consequentemente a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), ocasionando
no aumento nos biomarcadores ureia e creatinina em animais azotémicos (Blantz,
1998).

Considerando os demais parametros bioquimicos, foi possivel evidenciar
maiores valores de proteinas totais (Figura 5J) e globulinas (Figura 5I) e maior

atividade sérica de ALT (Figura 5A) em felinos azotémicos em relagcédo aos felinos



controle, sem diferencas significativas nos demais parametros bioquimicos avaliados
(Figura 5). O aumento na concentracao de proteinas totais estd muito provavelmente
relacionado a hemoconcentracdo, na qual a hiperproteinemia € um resultado da
concentracao de proteinas plasméaticas por perda de agua do plasma. Essa perda de
agua em animais azotémicos pré-renais pode estar associada com a perda do fluido
extracelular em quadros de vomitos, diarreia, restricdo hidrica, transpiracédo, perda
insensivel pela respiracdo, aumento da permeabilidade vascular combinado com as
perdas normais, o que pode colaborar para a concentragéo do sangue dando origem
a uma hiperproteinemia (Stockham et al., 2011), ressaltando que os animais do
presente estudo ndo apresentaram alteracfes clinicas significativas.

O aumento de globulina observado em felinos azotémicos do presente estudo
corrobora com os achados de Vetter (2023) em felinos com estomatite e azotemia.
As globulinas sdo marcadores de inflamacdo aguda, de forma que gatos que
apresentam alteracdes nos niveis de ureia e creatinina frequentemente também
apresentam processos inflamatérios, nos quais € esperado que haja um aumento
significativo nos niveis de globulina proveniente de respostas inflamatorias
sistémicas. Além disso, assim como a hiperproteinemia, a hiperglobulinemia em
animais azotémicos também pode existir hemoconcentracdo, na qual ha uma perda
de fluidos extracelulares por diversos mecanismos isolados ou simultaneos,
causando o aumento das quantidades de proteinas totais, albumina e globulina
(Stockham et al., 2011). Estes fatores justificam os aumentos das proteinas totais e
dos valores de globulina em felinos com azotemia pré-renal, nos quais a alteracao
destes parametros na grande maioria dos casos esta relacionada, primeiramente, a
hemoconcentracdo causada pela desidratacdo e, posteriormente, a processos
inflamatorios secundarios.

A maior atividade sérica de ALT em felinos azotémicos observada no presente
estudo também poderia ser, mesmo que parcialmente, explicada pela
hemoconcentracdo. A desidratacdo pode ser a causa da alteracdo de diversos
parametros laboratoriais, inclusive das enzimas utilizadas como marcadoras de
hepatopatias, levando a resultados falsamente elevados. Ainda sobre a dosagem de
enzimas em amostras hemoconcentradas, os resultados dos exames laboratoriais
podem estar dentro do intervalo de referéncia (DIR), mas ainda refletir um estado
patolégico, devendo sempre levar com relevancia o estado clinico do paciente

(Stockham et al., 2011). A literatura sugere que o aumento crénico de cortisol por



estresse, comum em felinos, pode levar a elevacdes leves a moderadas na atividade
de ALT. Segundo Van Vertloo e Carnevale (2024), cdes e gatos com excesso
iatrogénico ou natural de cortisol sérico comumente desenvolvem uma “hepatopatia
esteroide”, caracterizada por um aumento dos valores de ALT durante periodos de
hipercortisolismo persistente. Porém, quando trata-se do estresse agudo durante a
coleta, o incremento de cortisol de forma aguda ndo € suficiente para provocar
alteracfes nas enzimas hepaticas, sendo mais comumente observadas alteracées no
eritrograma, leucograma e hiperglicemia transitoria (Pavlova, 2018). Por fim, conclui-
se que o0 aumento de ALT no grupo dos felinos azotémicos esta mais relacionada a
hemoconcentracdo, causada pela diminuicdo do volume plasmatico em decorréncia
a perda de fluidos extracelulares em animais desidratados;

Em relagédo aos biomarcadores de EO, ndo foram identificadas diferengas
significativas entre os grupos para os parametros avaliados acido urico, albumina,
bilirrubinas direta e total, CAT-ABTS, CAT-ABTS+HRP, CAT-CUPRAC, CAT-FRAP,
COT e peroxidacao lipidica determinada pelas TBARS (Figura 6). Galvao (2014)
relatou que ha uma tendéncia de aumento da peroxidacédo lipidica e diminuicao
expressiva no potencial antioxidante em pacientes caninos com doenca renal crénica,
visto que esta condicdo esta associada a uma azotemia de origem renal. Entretanto,
conforme observado no presente estudo, tais alteracbes parecem nao se aplicar a
felinos com azotemia pré-renal. Esses resultados indicam que as azotemias de origem
pré-renal em felinos ndo tendem a causar desiquilibrio na producdo de EROs e nos
niveis dos mecanismos antioxidantes do organismo, ndo podendo ser relacionada a

fatores concomitantes de estresse oxidativo.



Figura 1 - Eritrécitos (A), Hemoglobina (B), Hematécrito (C), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (D), Volume Corpuscular Médio (E) e amplitude de distribuicao
eritrocitaria (RDW) (F) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com azotemia pré-
renal (n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores
minimos e maximos e 0 quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca
estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou ****
(p<0,0001).
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Figura 2 - Leucécitos totais (A), neutréfilos segmentados (B), linfécitos (C), monécitos (D), eosindfilos
(E) e baséfilos (F) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com azotemia pré-renal
(n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e
maximos e o quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 3 - Plaquetas (A) e proteinas plasméticas totais (PPT, B) em felinos controle saudaveis (n=10)
e felinos com azotemia pré-renal (n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As
barras indicam valores minimos e maximos e o quadro representa o primeiro e terceiro
quartis e a diferenca estatisticamente significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), ***
(p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 4 - Creatinina (A) e ureia (B) em felinos controle saudaveis (n=10) e felinos com azotemia pré-
renal (n=10) diagnosticados a partir de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos
€ maximos e o quadro representa o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 5 - Alanina aminotransferase (ALT, A), aspartato aminotransferase (AST, B), célcio total (C),
colesterol (D), fosfatase alcalina (FA, E), fésforo Inorganico (F), gama-glutamiltransferase
(GGT, G), glicose (H), globulinas (I), proteinas totais (PT, J) e triglicerideos (K) em felinos
controle saudaveis (n=10) e felinos com azotemia pré-renal (n=10) diagnosticados a partir
de perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e maximos e o quadro representa
o primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é indicada por *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Figura 6 - Acido urico (A), albumina (B), bilirrubina direta (C), bilirrubina total (D), CAT-ABTS (E), CAT-

ABTS+HRP (F), CAT-CUPRAC (G), CAT-FRAP (H), COT (G) e TBARS (F) em felinos
controle saudaveis (n=10) e felinos com azotemia pré-renal (n=10) diagnosticados a partir
do perfil bioquimico. As barras indicam valores minimos e maximos e o quadro representa
0 primeiro e terceiro quartis e a diferenca estatisticamente significante é indicada por *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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CONCLUSAO

Conclui-se que felinos com azotemia pré-renal apresentam alteracfes

laboratoriais compativeis com inflamacao/desidratacdo, sem alteracdo significativa

dos parametros de estresse oxidativo.
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