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Oxidative Stress in Dogs in Different Stages of Chronic Kidney
Disease
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Abstract- The objective of this study to quantify oxidative stress in dogs with naturally acquied chronic
kidney disease (CKD), considering the four stages of disease progression, using as markers reactive
substances to thiobarbituric acid. Five groups of dogs, all aged between four to 18 years old. Were
studied the control group was composed of healthy animals (CG, n = 17), CKD stage 1 group (CKD-1, n
= 12), CKD stage 2 group (CKD-2, n = 10), CKD stage 3 group (CKD-3, n = 13) and CKD stage 4 group
(CKD-4, n = 10). Oxidative stress was measured by antioxidante power, using as markers reactive
substances to thiobarbituric acid. Data (means of duplicates) were submitted to analysis of variance
(One-way ANOVA) nonparametric (Kruskal-Wallis) (a =0.05). The results were expressed as
mean=standard error of the mean. The serumcreatinine values guided the classification of patients as
CG, CKD-1, CKD-2, CKD-3 and CKD-4 andwere 1.02=0.02 mg/dL, 1.06+0.05 mg/dL, 1.80+0.03 mg/dL,
3.39+0.21 mg/dL and 6.00+0.28 mg/dL, respectively. The results related to antioxidant power (GC)
0.032+0.002 mmol/uL, (CKD-1) 0.030=0.002 nmol/uL, (CKD-2) 0.028+0.003 nmol/uL, (CKD- 3)
0.027+0.003 nmol/pL and (CKD-4) 0.025 = 0.002 nmol/uL.
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Absiract- The objective of this study to quantify oxidative siress
in dogs with naturally acquied chronic kidney disease (CKD),
considering the four stages of disease progression, using as
markers reactive substances to thiobarbituric acid. Five
groups of dogs, all aged between four to 18 years old. Were
studied the control group was composed of healthy animals
(CG, n = 17), CKD stage 1 group (CKD-1, n = 12), CKD stage
2 group (CKD-2, n = 10), CKD stage 3 group (CKD-3, n = 13)
and CKD stage 4 group (CKD-4, n = 10). Oxidative stress was
measured by antioxidante power, using as markers reactive
substances to thiobarbituric acid. Data (means of duplicates)
were submitted to analysis of variance (One-way ANOVA)
nonparametric (Kruskal-Wallis) (e« =0.05). The results were
expressed as meanz=standard error of the mean. The
serumcreatinine values guided the classification of patients as
CG, CKD-1, CKD-2, CKD-3 and CKD-4 andwere 1.02+0.02
mg/dL, 1.06+0.05 mg/dL, 1.80+0.03 mg/dL, 3.39=0.21
mg/dL and 6.00=0.28 mg/dL, respectively. The results related
to antioxidant power (GC) 0.032=0.002 mmol/uL, (CKD-1)
0.030=0.002 nmol/uL, (CKD-2) 0.028+0.003 nmol/uL, (CKD-
3) 0.027+0.003 nmol/uL and (CKD-4) 0.025 + 0.002 nmol/uL.
In conclusion dogs with naturally acquired CKD, clinically
stable, without therapeutic intervention, presented an
increased lipid peroxidation, the intensity is independent of the
stage of the disease.

Keywords: creatinine, hypertension, proteinuria.

Estresse oxidativo em cées nos diferentes estadios da
doenca renal crénica

Resurmo- Objetiva- se com este estudo quantificar o estresse
oxidativo em cdes com doenga renal crénica (DRC)
naturalmente adquirida, considerando os quatro estagios de
progressdo da doencga, utilizando como marcadores as
substéncias reativas ao 4cido tiobarbitdrico. Foram estudados
cinco grupos de cdes, com idade variando entre quatro a 18
anos, compreendendo o grupo controle, composto por
animais sadios (controle, n=17), grupo com DRC estagio 1
(DRC-1, n=12), grupo com DRC estagio 2 (DRC-2, n=10),
grupo com DRC estégio 3 (DRC-3, n=13) e grupo com DRC
estégio 4 (DRC-4, n=10). Os cdes com DRC estavam com
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o quadro clinico estavel e sem receber qualquer tipo de
tratamento. O estresse oxidativo foi avaliado pelo poder
antioxidante, estimado pelo delta, por meio da mensuragéao
das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico. Os dados
obtidos (médias das duplicatas) foram submetidos a andlise
de variancia (One-way ANOVA) ndo paramétrica (Kruskal-
Wallis) (a=0,05). Os resultados expressos como media + erro
padrao da média. Os valores de creatinina sérica, que
definiram a classificagdo dos pacientes do grupo controle,
DRC-1, DRC-2, DRC-3 e DRC-4 foram 1,02+0,02 mg/dL;
1,06+0,05 mg/dL; 1,80+0,03 mg/dL; 3,39+0,21 mg/dLe
6,00+0,28 mg/dL, respectivamente. Os resultados relativos
ao delta foram (Controle) 0,032+0,002 nmol/uL, (DRC-1)
0,030+0,002 nmol/uL, (DRC-2) 0,028+0,003 nmol/uL,
(DRC-3) 0,027+0,001 nmol/uL e (DRC-4) 0,025+0,002
nmol/uL. Concluiu-se que caes com DRC naturalmente
adquirida que se encontram clinicamente estéveis e sem
intervengao terapéutica tende diminuir o poder antioxidante.
Palavras-Chave: creatinina, hipertensao, proteindria.

[. INTRODUCAO

desequilibrio entre compostos oxidantes e
Oantioxidante compreende na instalacdo do

estresse oxidativo. Com  este desequilibrio,
favorece a geragdo e acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (Barbosa et al., 2010).

O paciente com transtornos renais, geralmente,
apresenta-se mal nutrido, com caréncias em reservas
de vitaminas e minerais, 0 que diminui 0s mecanismos
de defesa antioxidante e favorece a instalacdo do
estresse oxidativo (Locatelli et al.,, 2003). Estas
condicOes facilitam a instalagdo do estresse oxidativo
no paciente com doenca renal crénica (DRC), bem
como estdo diretamente com as consequéncias no
comprometimento de outros sistemas (Urso e
Caimi, 2011).

Ao longo do curso da DRC em cées, o paciente
pode passar por diferentes estadios em fungéo do grau
de comprometimento e severidade da enfermidade. De
acordo com a classificagdo estabelecida pela
“International Renal Interest Society” (Iris, 2013), no que
concermne a condicdo renal, cées podem ser
classificados como em pacientes sob risco de
desenvolver DRC; e pacientes com diagndéstico
estabelecido de DRC que podem ser categorizados em
quatro estadios distintos de acordo com dados clinicos
e laboratoriais. No estadio 1, o paciente nado é
azotémico (creatinina sérica < 1,4 mg/dL); o estadio 2 é

© 2018 Global Journals

2018

Year

(G)



H Year 2018

caracterizado por azotemia renal leve (creatinina sérica
1,4 = 2,0 mg/dL) e os sinais clinicos geralmente séo
leves ou ausentes; no estadio 3 existe azotemia renal
moderada (creatinina sérica 2,1 = 5,0 mg/dL) e os
sinais clinicos podem estar presentes; e no estadio 4, o
paciente apresenta azotemia renal severa (creatinina
sérica > 5,0 mg/dL) e os sinais clinicos geralmente
estao presents.

Em condigdes de comprometimento da fungao
renal associada com o estresse oxidativo, ocorre a
elevacdo de biomarcadores no sangue, tal como o
malondialdeido MDA (Cachofeiro et al., 2008). O MDA &
um produto secundario da peroxidagao lipidica, sendo
considerado um candidato potencial para ser escolhido
como um biomarcador geral do dano oxidativo no soro
e no plasma (Vasconcelos et al., 2007).

O MDA foi o foco de atencao da peroxidagao
lipidica durante muitos anos, pelo fato de poder ser
medido livre, utilizando-se o é&cido tiobarbitlrico (TBA)
(Vasconcelos et al., 2007). Assim, objetiva-se com este
estudo quantificar o estresse oxidativo em caes com
DRC considerando os quatro estadios de progressao
da DRC, utilizando como marcadores as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico.

[I. MATERIAL E METODOS

Foram estudados cinco grupos de caes,
compreendendo o grupo controle, composto por
animais sadios (controle, n=17), grupo com DRC
estagio 1 (DRC-1, n=12), grupo com DRC estagio 2
(DRC-2, n=10), grupo com DRC estagio 3 (DRC-3,
n=13) e grupo com DRC estagio 4 (DRC-4, n=10). Os
caes com DRC estavam com o quadro clinico estavel e
sem receber qualquer tipo de tratamento. Os céaes
avaliados foram provenientes do canil do GPNUV e do
atendimento do Servico de Nefrologia e Urologia
Veterinaria (SNUV) do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria-Unesp—Campus de Jaboticabal-SP.

Para a formagcdo dos grupos, os cades foram
avaliados clinica e laboratorialmente, de acordo com a
abordagem semioldgica descrita por Carvalho (2014).
Para compor o grupo controle os caes deviam ser
adultos sadios, sem restricdo de sexo ou raga. Para
compor 0s grupos de animais doentes o0s caes
deveriam ser adultos, sem restricao de sexo ou racga e
apresentar sinais clinicos e laboratoriais de DRC, nos
estadios 1, 2, 3 ou 4, em condicéo clinica estavel. Os
motivos de exclusdo compreenderam existéncia de
urolitiase, obstrugao urinria, infeccdo ou neoplasia de
trato  urinario, crise  urémica, = comorbidades,
necessidade de tratamento imediato, pacientes ja em
tratamento farmacoldgico, alimentar ou de reposicéo.

A inclusdo de pacientes do SNUV foi feita sob
anuéncia dos proprietarios que se dispuseram a trazer
0 seu cao para duas avaliacdes respeitando o intervalo
de 24 horas de acordo com o preconizado pela Iris
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(2013). Para tanto, os proprietarios foram devidamente
esclarecidos sobre o desenho experimental.

Todos os animais doentes foram devidamente
assistidos e foram iniciadas as intervencoes
terapéuticas, recomendadas para cada caso, apds a
segunda coleta de amostras.

O protocolo experimental do presente trabalho
foi previamente aprovado, pela Comissdo de Etica no
uso de Animais (CEUA) conforme processo n.°
013690/11.

Sendo elegiveis para compor 0s grupos, 0s
pacientes sadios ou com DRC, foram submetidos a
duas sessbes de avaliagdo (exame clinico de rotina e
coletas de amostras de sangue e urina) com intervalo
de 24 horas.

A avaliagdo dos animais incluiu exame fisico de
rotina, mensuracdo da pressdo arterial sistdlica,
hemograma, urinalise, avaliagdo da excregao urinaria
de proteina, andlise do perfil biogquimico e eletrolitico
sérico (ureia, creatinina, proteina total, albumina, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, sdédio, potassio,
fosforo, calico total e calcio ibnico), e os ensaios para
mensuragao de indicadores de estresse oxidative
(concentracbes das substancias reativas ao é&cido
tiobarbiturico.

Para a determinacdo da pressao arterial
sistdlica, foi utilizado o aparelho doppler vascular',
dotado de moddulo de coleta ndo-invasiva. Os animais
foram posicionados em decubito lateral direito e o
manguito?® foi colocado no membro torécico esquerdo,
entre o olecrano e o carpo. Os manguitos utilizados
apresentaram aproximadamente 40% da circunferéncia
do local em que foram colocados no membro toracico.
Foram realizadas sete determinacdes e os valores
limitrofes superiores e inferiores descartados para a
obtengdo de uma média mais acurada (Carvalho,
2014). Depois de estabelecida as medias os valores
foram classificados utilizando os critérios estabelecidos
pela Iris (2013).

As contagens globais de eritrécitos, leucdcitos,
e plaguetas, bem como a taxa de hemoglobina e
hematécrito, VGM e CHGM foram obtidas com o auxilio
de um contador automatico®. As contagens diferenciais
de leucotcitos foram realizadas em esfregacos
sanguineos corados com mistura de Metanol, May-
Gruwald e Giemsa. As amostras foram processadas no
periodo maximo de uma hora apos a coleta.

A proteindria foi avaliada por meio da
determinagéo da razéo proteina/creatinine da urina (U-
P/C), a partir dos valores de concentragéo de creatinina
e de proteina obtidas na mesma amostra de urina. Para
a urinalise e avaliagdo da proteinuUria, as amostras de
urina foram obtidas por meio de cateterizagao

" Doppler Vascular DV10 Pastilha Microem — Ribeirdo Preto — SP.
2 Manguito Neonatal dois tubos.
3 COULTER modelo ABC T8.



transmural e analisadas no maximo 30 minutos apds a
coleta. Para os testes quimicos foram utilizadas fitas
reagentes®.

As amostras de soro foram processadas para
determinagéo de creatinina (método Jaffé modificado),
ureia (método enzimatico), proteina total (método
biureto), albumina (método verde de bromocresol),
calcio total (método da cresolftaleina complexona), e
fosforo (método do fosfomolibdato). Nas amostras de
urina  foram dosadas creatinine (método Jaffé
modificado) e proteina total (método do vermelho de
pirogalol). Todas as anélises bioguimicas foram feitas
com os conjuntos de reagentes do o sistema Labtest®
para diagnostico. Para as leituras foi empregado
espectrofotébmetro® semi-automatico.

As concentracdes séricas de sddio, potassio e
célcio i6nico foram feitas pelo método de eletrodo
fon-seletivo’.

Para analisar os indicadores de estresse
oxidativo, os ensaios foram conduzidos em duplicata
das amostras. Para determinacdo das substancias
reativas ao &cido tiobarbitlrico foram realizados ensaios
Unicos, para evitar erros entre ensaios.

A extensdo da degradagdo da desoxirribose
por radicais hidroxi (OH-) gerados neste sistema foi
mensurada pelo ensaio do &cido tiobarbitdrico (TBA)
descrito por Paya et al., (1992). Aliquotas das amostras
foram diluidas em solucao tampéo Tris-acido citric
mantendo-se o padrdao 100 pL de soro. Das duas
aliquotas de soro a primeira foi adicionada a 2mL da
solucéo de TBA (15% de Acido Tricloroacetico, 0,275%
de Acido Tiobarbiturico e 0,25 M de Acido Cloridrico)
para a obtencdo da peroxidagao lipidica espontanea.
Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100°C por 15
minutos e, entdo, foram resfriados e centrifugados por
15 minutos a 1200g para formacao de precipitado. O
sobrenadante foi analisado ao espectrofotdmetro. O
cromégeno desenvolvido foi identificado por meio de
leituras de absorbancia em um comprimento de onda
fixo de 532nm. A segunda aliquota foi adicionada a 2mL
de solugao de TBA-SG (15% de Acido Tricloroacético,
0,375% de Acido Tiobarbittrico, 0,25M de Acido
Cloridrico, 0,24mM de Cloreto de Ferro e 50 uM de
Hidroxitoluenobutilado) para obtencdo da peroxidagao
lipidica induzida. Esse procedimento, denominado
sistema gerador, tem a mesma funcado do sistema
gerador para os radicais O2- e H202. Os resultados da
mensuragao de peroxidacao lipidica foram expressos
em nmol/uL.

A solucdo de TBA quantifica a peroxidagao
lipidica espontanea, enquanto a solucdo TBA-SG

4COMBUR 10 Test UX® - Boehringer Mannhein S.A. — Buenos Aires —
Argentina.

5 LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

6 LABQUEST-LABTEST - Labest Diagndstica S.A., Lagoa Santa - MG.
"ISELAB - Drake — Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

quantifica a peroxidagao lipidica induzida ou catalizada.
Na diferenga entre TBA-SG e TBA, se obtém o delta,
que indica o poder antioxidante (Buege e Aust, 1978).

O experimento seguiu delineamento em blocos
casualizados com distribuicdo dos animais de acordo
com o diagnostico. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (One-way ANOVA) ndo parameétrica
(Kruskal-Wallis), considerando o fator grupo, seguida
de teste de Dunn de comparacdo multipla das médias
(a = 0,05).

As analises foram realizadas pelo programa
GraphPad Prisma version 6.02 for Windows, GraphPad
Software, La JollaCalifornia USA.

I1I. RESULTADOS

O perfil renal dos 17 céaes sadios e dos 45 caes
com DRC que foram distribuidos em quatro grupos em
fungéo do estagio da doenga encontram-se na Tabela 1
os resultados (média+erro padrdo da média e
comparagdo multipla das médias) das concentragbes
séricas de creatinina (Scr), densidade urinaria (DU),
razao proteina/creatinina urinaria (U-P/C) e pressao
arterial sistolica (PAS) alicercam a classificagao.

As médias de Scr ndo  diferiram
significativamente entre si quando comparados 0s
grupos Controle e DRC-1, mas houve diferenca
significativa entre estes e os grupos DRC-2, DRC-3 e
DRC-4. Também foi constatado aumento significativo
progressivo das médias de Scr relacionado com os
estagios da doenca. O comprometimento da
capacidade de concentrar a urina, estimada pela DU,
foi evidenciado por diminuicdo gradativa das médias,
que diferiram significativamente nos grupos DRC-2,
DRC-3 e DRC-4 em relagéo a do Controle (Tabela 1).

Os dados relativos a U-P/C resultaram em
médias significativamente maiores que a do Controle,
nos grupos DRC-1, DRC-3 e DRC-4, mas nao no grupo
DRC-2. O mesmo quadro foi observado em relacéo a
PAS, cuja média do grupo DRC-2 nao diferiu
significativamente das do Controle e DRC-1, embora as
médias dos grupos DRC-1, DRC-3 e DRC-4 tenham
sido significativamente maiores que a do Controle
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados (média + erro padrao) referentes aos parametros considerados como critérios para incluséo
dos animais no grupo de caes sadios (Controle; n=17) ou nos grupos de cdes com doenga renal crénica nos
estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n=13), e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos em

dois momentos (repeticao) com intervalo de 24 horas

Vari4vel Grupos avaliados
Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4
Scr (mg/dL) 1,02 = 0,02¢c 1,07 = 0,04c 1,81 = 0,03b 3,40 = 0,15ab | 6,00 + 0,20a
DU 1,034+0,00a 1,023+0,00ac 1,017=0,00bc 1,013+0,00b 1,012+0,00b
U-P/C 0,13 +0,01¢c 1,14 = 0,12b 0,59 = 0,16¢c 1,96 + 0,25ab | 1,53 + 0,25ab
PAS (mmHg) 1379 = 1,9b 181,3 = 6,1a 159,0 = 6,1ab 186,9 = 6,1a 180,0=7,3a

Meédias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum néo diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn
a=0,05). Scr = Creatinina Sérica; DU = Densidade Urinaria, U-P/C = Razao Proteina/Creatinina Da Urina, PAS = Pressao Arterial

Sistélica.

Além da Scr, utilizada como critério para
composigdo dos grupos, foram avaliados diversos
outros parametros da bioquimica sérica dos céaes
estudados (Tabela 2). A média de concentracao sérica
de ureia (Sureia) do grupo DRC-2 foi significativamente
maior do que a do Controle e as médias dos grupos
DRC-3 e DRC-4 foram significativamente maiores em
relacdo as dos demais. Um quadro semelhante foi
observado com as medias de concentragao sérica de
fosforo (SP).

As médias de concentragbes sérica de célcio
total (SCat) dos grupos DRC-3 e DRC-4 foram
significativamente maiores que a do Controle e somente
a média do DRC-4 foi significativamente maior que as
dos grupos DRC-1e DRC-2. Contudo, as concentragoes
séricas de célcio ionizados (SCai) nao variaram
significativamente entre os grupos.

Quanto as concentracbes séricas de sodio
(SNa) e de potassio (SK), as diferengas mais marcantes
foram observadas no grupo DRC-2 que apresentou
média de SNa significativamente maior que as dos
grupos DRC-1 e DRC-4 e a média de SK
significativamente menor que as observadas nos outros
quatro grupos.

As médias de concentracbes séricas de
proteina total (SPt) e de albumina (SAlb) dos grupos
DRC-3 e DRC-4 foram significativamente menores que
as respectivas medias do grupo Controle.

As médias das concentragbes séricas de
alanina aminotransferase e de fosfatase alcalina nao
variaram significativamente entre os grupos avaliados.

Os dados (média = erro padrao da média)
relativos ao nimero de hemécias (He), a concentragao
de hemoglomina (Hb), hematécrito (Ht), volume
globular medio (VGM), concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM) e os numeros de plaquetas
(Plag), leucécitos (Le), neutrdfilos segmentados (Ns) e
linfécitos (Linf) estdo apresentados na Tabela 3.

As médias de numero de He, da concentragao
de Hb e do Ht dos grupos DRC-3 e DRC-4 foram
significativamente menores do que as respectivas
médias dos grupos Controle e DRC-1. Quanto as
medias dos valores de VGM e CHGM, e dos nimeros
de plaquetas, nao houve diferenga estatistica entre
0S grupos.

A média dos numeros de Le do grupo DRC-2
foi significativamente maior que as médias dos grupos
Controle e DRC-1, mas nao diferiu significativamente
das dos grupos DRC-3 e DRC-4. A média dos nimeros
de Ns do grupo DRC-2 foi significativamente maior que
as médias dos grupos Controle, DRC-1 e DRC-3, mas
nao diferiu significativamente da média do grupo DRC-
4. Nao houve variagdo significativa das médias de
numeros de linfécitos.

Tabela 2: Resultados (média + erro padréo) do perfil bioquimico sérico de caes sadios (Controle; n=17) e de cées
com doenga renal crénica nos estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2; n=10), 3 (DRC-3; n=13), e 4 (DRC-4; n=10).
Os dados foram obtidos em dois momentos (repeticao) com intervalo de 24 horas.

Variavel Grupos avaliados
Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4

Sureia (mg/dL) 31,18 = 1,73c | 51,85 = 5,33cd 80,17 = 11,22bd 177,30+14,73a | 223,10+11,23a

SP (mg/dL) 4,16 = 0,16¢ 3,90 + 0,30c 5,28 = 0,36bc 6,41 = 0,46ab 8,26 = 0,73a
SCat (mg/dL) 10,17 = 0,19¢ | 10,37 = 0,18bc 10,28 + 0,15bc 10,97 = 0,20ab | 11,562 = 0,30a
SCai (mg/dL) 1,07 = 0,03a 1,16 = 0,02a 1,10 = 0,05a 1,03 = 0,05a 1,08 += 0,06a
SNa (mEqg/L) 148,10+0,42ab 146,30+1,00b 150,60 = 0,71a 148,26+1,14ab | 146,70 = 0,87b

SK (mEg/L) 4,70 = 0,07ab 4,60 = 0,10b 4,20 = 0,09¢ 515 = 0,11a 5,02 = 0,16ab
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SPt (g/dL) 7,60 = 0,09a 7,29+0,11ab 7,43 = 0,17ab 6,99 + 0,16b 6,88 = 0,26b
SAlb (g/dL) 3,33 = 0,08a 3,18 = 0,11ab 3,28 = 0,09ac 2,75 + 0,13b 2,86 = 0,12bc
SALT (mg/dL) 55,39 + 3,22a 51,67+4 44a 52,28 + 4,33a 61,04 = 3,37a 44 43 + 4,02a
SFA (mg/dL) 63,23+6,66a 57,34+547a 71,20 = 8,54a 70,31 + 7,50a 49,40 + 4,36a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum néao diferem estatisticamente entre si
(Teste de Dunn; a=0,05). Sureia = Ureia Sérica; SP = Fosforo Sérico; SCat = Célcio Total Sérico; SCai = Calcio lonizado Sérico;
SNa = Soédio Sérico; SK = Potassio Sérico, SPt = Proteina Total Sérica; SAb = Albumina Sérica;, SALT = Alanina
Aminotransferase Sérica;, SFA = Fosfatase Alcalina Sérica;

Tabela 3: Resultados (média = erro padréo) do perfil eritrocitario, plaquetario e leucocitario de caes sadios
(Controle; n=17) e de caes com doenca renal crbnica nos estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2; n=10), 3
(DRC-3; n=13) e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos em dois momentos (repeticdo) com intervalo

de 24 horas

L, Grupos Avaliados
Variavel
Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4

He (x10%/uL) 7,31 £ 0,16a 6,93 = 0,33a 6,17 = 0,22ab 4,87 = 0,29bc 4,35 = 0,24c
Hb (g/dL) 17,59 = 0,39a 15,54 + 0,75a 14,97 + 0,56ab 11,98 + 0,80bc 10,54 = 0,63c
Ht (%) 53,66 = 1,24a 48,21 = 2,30ab 43,85 + 1,65bc 36,54 = 1,97cd 31,88 = 1,81d
VGM (fL) 73,18 = 0,57a 71,79 = 0,78a 73,50 = 0,67a 73,85 = 0,46a 72,00 = 0,77a
CHGM (g/dL) 32,56 = 0,42a 31,83 = 0,62a 33,40 = 0,54a 33,74 = 0,47a 32,19 + 0,89a
Plag (x10%/uL) 328,41+12,71a 315,33+18,55a 324,60+23,71a | 385,30+24,81a | 336,10+17,19a
Le (x10%ul) 8,57 = 0,36b 8,36 = 0,49b 11,82 + 0,80a 8,98 + 0,64ab 10,48 = 1,00ab
Ns (x10%/uL) 6,11 = 0,30b 6,02 = 0,41b 9,06 + 0,70a 6,26 = 0,45b 7,30 = 0,69ab
Linf (x10%/uL) 1,60 += 0,12a 1,49 + 0,17a 1,90 + 0,21a 1,85 + 0,22a 1,46 + 0,10a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum nao diferem estatisticamente entre si (Teste de Dunn;
a=0,05). He = Hemacias; Hb = Hemoglobina; Ht = Hematdcrito; VGM = volume globular médio;, CHGM = concentragéo de
hemoglobina globular média; Plag = Plaquetas; Le = Leucdcitos totais; Ns = Neutrofilos segmentados; Linf = Linfcitos.

as médias do Controle e do DRC-3 (Tabela 4). As
medias da lipoperoxidagdo induzida (TBASG) nao
diferiram significativamente entre si (Tabela 4). As
médias do poder antioxidante (Delta TBASG-TBA) nao
diferiram significativamente entre si (Tabela 4).

Quanto a avaliagdo do estresse oxidativo, a
média da lipoperoxidagdo espontanea (TBA) do grupo
DRC-3 foi significativamente maior do que a do grupo
Controle. As demais médias (DRC-1, DRC-2 e DRC-4)
nao diferiram significativamente entre si ou em relagéo

Tabela 4. Dados (média = erro padrao da média) das concentragdes séricas das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, referente a lipoperoxidacao induzida TBASG, lipoperoxidacao espontanea — TBA, delta TBASG-TBA
de cées sadios (Controle; n=17), e caes com doenga renal cronica nos estagios 1 (DRC-1; n=12), 2 (DRC-2;
n=10), 3 (DRC-3; n=13) e 4 (DRC-4; n=10). Os dados foram obtidos em dois momentos (repeticdo) com intervalo
de 24 horas

. Grupos Avaliados
Variavel
Controle DRC-1 DRC-2 DRC-3 DRC-4
TBASG (nmol/uL) | 0,057+0,003a 0,060=0,002a 0,053+0,002a 0,057+0,003a 0,055+0,003a
TBA (nmol/uL) 0,025+0,001b 0,030+0,001ab 0,030+0,001ab 0,031+0,001a 0,030+0,002ab
Delta (nmol/uL) 0,032+0,002a 0,030=0,002a 0,028=+0,003a 0,027+0,003a 0,025+0,002a

Médias, na mesma linha, seguidas de pelo menos uma letra em comum né&o diferem estatisticamente entre si
(Teste de Dunn; a=0,05). TBASG = lipoperoxidacdo induzida; TBA = lipoperoxidagdo espontanea; Delta = poder antioxidante
(diferenca entre TBASG e TBA.

a anos (Zatz et al., 2012). Segundo Galvao et al. (2013)
apds a instalagdo do dano renal no céo ocorrem
mudancas estruturais e adaptativas dos néfrons
remanescentes, a adaptagdo inicial decorre em
hipertrofia e hipertensdo glomerular, na tentativa de

IV. DISCUSSAO

Depois de estabelecida a DRC, a magnitude da
disfuncdo renal geralmente permanece estavel por
meses ou declina vagarosamente no decorrer de meses
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manter a taxa de filfragdo glomerular (TFG), que
promove alteragdes funcionais.

A disfuncéo renal é frequentemente associada
a condigbes de desequilibrio oxidativo. Os diferentes
marcadores de tal processo, como o MDA estimado
pelo TBA, podem se mostrar elevados em graus
variados conforme o grau de progressdo da
enfermidade e condicdo clinica do paciente humano
(Cachofeiro et al., 2008; Karamouzis et al., 2008). No
entanto, Small et al., (2012) descreveram que o TBA
para 0 estudo do estresse oxidativo em amostras
séricas de pacientes humanos consiste de uma
metodologia inespecifica por ser muito sensivel a
artefatos. No presente estudo buscou-se estimar a
atividade do estresse oxidativo em caes com DRC
estagios 1 a 4, utilizando como parte desta avaliagéo a
concentragdo sérica de TBA e o delta, sendo observado
apenas a média do DRC-3 em relagdo ao TBA
significativamente maior quando comparada aos
demais grupos estudados. Entretanto, os valores das
médias de TBA observados nos grupos Controle,
DRC-1, DRC-2 e DRC-4 néao diferiram significativamente
entre si, mesmo em condicdes de estadiamento
diferente da enfermidade, porém, em se tratando de
animais clinicamente estaveis, mesmo com graus
variados de disfuncdo renal, o sistema de defesa
antioxidante enzimatico, desses pacientes, poderia
estar satisfatorio, o que pode ter contribuido para que a
concentragao sérica de TBA nao elevasse conforme o
estagio da doenga. Em relacéo ao delta as medias dos
grupos nao diferiram entre si, entretanto, observamos
que ocorre uma tendéncia de diminuicdo do poder
antioxidante conforme o estagiamento da DRC,
segundo Scoot (2008) o paciente paciente doente renal
crénico apresenta-se mal nutrido, com caréncias em
reserva de vitaminas e minerais, o que diminui 0s
mecanismos de defesa antioxidante, e favorece a
instalacao do estresse oxidativo.

Segundo Schmid e Schiffl (2010) anemia é
um dos achados mais comuns em pacientes com
DRC, que predispde ao estresse oxidativo, pois as
hemacias representam o principal componente de
defesa antioxidante, por possuirem altas
concentragbes de enzimas (glutationa), capazes de
metabolizar as ERO. A hipdxia tecidual aumenta
consideravelmente a produgdo das ERO e o
componente lipidico da membrane eritrocitaria esta
também sujeito a agressao oxidativa. Os produtos desta
lipoperoxidagao podem induzir o estresse oxidativo
intracelular e, na ocorréncia de deficiéncia da defesa
do sistema antioxidante, ocorrera a hemdlise. Lustoza
(2004) descreveu que o0 aumento da producdo das
ERO que ocorre em estados anémicos cronicos, é
seguida da diminuicdo das defesas antioxidantes do
sangue, no presente estudo foi observado uma
tendéncia de diminuicdo do delta conforme o
estagiamento da DRC, adicionalmente, notamos a
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diminuigdo dos parametros do perfil eritrocitario
conforme o grau de estagiamento da DRC, conforme o
valor da média observado de cada grupo com DRC em
relagédo ao grupo Controle. Embora, os pacientes com
DRC do presente estudo ndo apresentassem graus de
anemia severa, os achados dos autores supracitados,
s&o semelhantes aos nossos achados. Adicionalmente,
quanto ao perfil eritrocitarios dos nossos céaes,
observamos que o VGM e CHGM dos pacientes com
DRC, independente do estagio, encontravam-se em
valores de normalidade para espécie, mesmo na
presenca de anemia, segundo Navarro-Garcia (2005) a
anemia normocitica normocrémica nao regenerativa é
comum em pacientes com DRC.

V. CONCLUSAO

As avaliagbes relativas as concentragbes
séricas das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
revelaram resultados pouco conclusivos, que podem
indicar inespecificidade dos métodos empregados ou
amostragem insuficiente. Contudo, os resultados
sugerem tendéncia a aumento da peroxidagéo lipidica
espontanea e diminuicdo do poder antioxidante nos
pacientes com DRC.
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