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Occurrence of polycystic kidney disease and laborat ory findings in different cat populations

Abstract: Autosomal-dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is the most prevalent inherited genetic
disease of cats, affecting Persian and Persian related cats. The point mutation (C—A transversion) in exon
29 of the PKD1 gene contributes to ADPKD development and is a specific molecular target for its molecular
genetic diagnosis in cats. This research developed a polymerase chain reaction (PCR) to detect this single
mutation linked to ADPKD development; furthermore, clinical outcomes of tested animals were correlated to
genetic test. The authors tested 334 cats (188 animals from Veterinary Hospital of Small Animal at University
of Brasilia — UnB, and 146 from other areas of Distrito Federal) with 9% prevalence among samples, 33%
between Persian and 7% between Brazilian long and short hair cats. There was no correlation between
prevalence, age and gender. Positive animals showed hyperglobulinemia (p=0,020), lower lymphocytes
mean count (p=0,043) and higher platelets mean count (p=0,027) than negative animals. Clinical signs
associated to urinary tract disease are age related and occur more often in animals older than six years
(p=0,001). Not always the animal carrying the mutant gene shows symptoms of ADPKD and comparison
between PCR, clinical and laboratory finds shown that it is possible to detect the mutation in animals of any
age, presenting symptoms or not. This research explained the mutation may occur not only in Persian and
Persian-related cats, in addition provided a better knowledge to molecular analysis that allows more efficient

early diagnosis of carriers.

KEY WORDS: Cats, diagnose, genetic test, polycystic kidney disease, PCR.



Estudo da ocorréncia da Doenca Renal Policistica e de suas alteracdes laboratoriais em diferentes

populacdes de gatos

Resumo: A doenca renal policistica (DRP) de carater autossémico dominante é a doenca genética mais
prevalente em gatos, principalmente das racas persas e derivadas. A mutacdo pontual (transversdo C—A)
no exon 29 do gene PKD1 é conhecida por contribuir para o desenvolvimento da DRP e pode ser usada
como um alvo para o diagnéstico molecular especifico desta doenca. Neste trabalho foi desenvolvido o
ensaio de PCR (reacdo em cadeia de polimerase) capaz de detectar essa Unica mutacdo associada ao
desenvolvimento da DRP, além disso, os achados clinicos dos animais testados foram correlacionados aos
resultados do teste genético. Foram avaliados 334 felinos (188 animais provenientes do Hospital Veterinario
de Pequenos Animais da UnB e 146 de outras regides do Distrito Federal) com prevaléncia da DRP de 9%
em toda a amostragem, 33% em animais da raca persa e 7% em animais sem rac¢a definida. Ndo houve
correlacao da prevaléncia com género e idade. O grupo de animais positivos apresentou hiperglobulinemia
(p=0,020), média de contagem de linfécitos mais baixa (p=0,043) e média de contagem de plaguetas mais
alta (p=0,027). O aparecimento de sinais clinicos relacionados a doencas do trato urinario foi associado a
idade e ocorrem com mais frequéncia em animais com mais de seis anos (p=0,001). Nem sempre o animal
portador do gene mutante apresentou sinais clinicos da DRP no momento da analise diagnostica. A
comparacao feita entre PCR, achados clinicos e achados laboratoriais demonstrou que foi possivel detectar
a mutacdo em animais de qualquer idade, com apresentacdo ou ndo de sinais clinicos. Este estudo
demonstrou que a mutacdo nao se limita somente a animais da raca persa, além disso, proporcionou
melhor conhecimento relacionado a testes moleculares que auxiliam de forma mais eficiente para o
diagnéstico precoce de portadores.

Termos de indexacdo: Doenca renal policistica, diagnéstico, gatos, testes genéticos, PCR.



Introducéo

A doenca renal policistica (DRP) felina, também conhecida como PKD (polycystic kidney disease)
ou ADPKD (autosomal dominant polycystic kidney disease), caracteriza-se pelo crescimento de cistos no
parénquima renal e, ocasionalmente, no figado, pancreas e baco, de tamanhos que podem variar de menos
de um milimetro até mais de um centimetro.™

As lesdes morfologicas de DRP em gatos se assemelham as mesmas lesdes presentes em
pacientes humanos e, nas duas espécies, o cisto renal pode se formar pela dilatacdo de qualquer segmento
do néfron. A nédo diferenciacdo celular durante a cistogénese gera perda das caracteristicas estruturais das
células renais, podendo impedir a verificagdo da origem do epitélio cistico. Além disso, a variagdo na
concentracao de sédio, inclusive em diferentes cistos presentes em um mesmo paciente, é consistente com
a cistogénese em segmentos nefréticos diversos.”® Essa dilatagdo pode ocorrer devido a hiperplasia das
células epiteliais, que levam a um desenvolvimento de poélipos causando uma obstrugdo parcial com
subsequente dilatacdo dos tubulos renais, o que produz as estruturas cisticas. Outra discusséo aborda a
possibilidade de um defeito na membrana basal que promoveria flacidez na parede causando a dilatacéo
secundaria dos tibulos renais. E possivel que estas duas hipdteses estejam implicadas no desenvolvimento
da DRP em felinos.® O aumento da proliferacéo epitelial também pode contribuir para a cistogénese,
principalmente em felinos mais jovens, cessando quando 0s cistos se estabilizam. O aumento dos cistos
estaveis pode ocorrer por outros mecanismos como a reversdo da polaridade das células do epitélio tubular
com translocacdo das bombas de so6dio e potassio (Na/K) da membrana basolateral para a luminal,
causando uma secrecdo reversa dos fluidos e consequente aumento do volume cistico.”> Os cistos
geralmente apresentam contetdo fluido semelhante a um transudato, ligeiramente amarelado e que pode
conter fibrina, material purulento e até sangue. Microscopicamente as células epiteliais renais dos cistos se
apresentam em formas cuboides, achatadas ou ndo, com poucas microvilosidades e sem bordas em
escova. Nao hé relagdo quanto ao tamanho dos cistos e a morfologia celular.™®

A disfuncéo renal, decorrente da DRP, aparece tardiamente por volta de sete anos de idade, sendo
que os cistos podem estar presentes bilateralmente desde o nascimento e aumentam lentamente ao longo
da vida, causando a hipertrofia dos rins e levam a reduc¢éo progressiva da funcéo renal.’ Com o tempo, a
manifestagdo da DRP induz a insuficiéncia renal crénica ja que os animais mais velhos apresentam cistos
maiores e mais numerosos. Os sinais clinicos ndo sdo especificos e se assemelham aos da doenca renal
cronica: depressao, anorexia, perda de apetite, vomitos, politiria, polidipsia, emaciacio e hematuria.® Além
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disso, se os cistos se tornarem infectados em decorréncia da evolugcdo de cistite, infeccdo sistémica ou

>1% Nzo ha tratamento

puncdes assépticas, 0os animais ainda podem apresentar febre, pidria e leucocitose.
especifico para a DRP, portanto os animais que apresentam a manifestacdo da DRP devem ser tratados
como insuficientes renais cronicos.®

Gatos portadores de DRP podem ser assintomaticos no caso de envolvimento unilateral, ou serem
sintomaticos quando a manifestacéo da doenca é bilateral.* A renomegalia ocorre na presenca de multiplos
cistos e é muito comum em pacientes humanos que apresentam a doenca. Ja nos gatos, essa alteracdo é
mais comum quando ha lesGes em ambos os rins. A nefrite tubulo-intersticial parece ocorrer tanto nos
pacientes humanos quanto em felinos. A hematlria em gatos é causada, provavelmente por um
sangramento intra-renal e é similar ao que ocorre em humanos.”®

Ao exame fisico, os rins palpados podem apresentar tamanho aumentado e forma irregular,
dependendo do estagio da doenca, pois com a cronicidade e a evolugao da DRP ao longo dos anos, os
cistos se tornam maiores, ocupando maior parte do parénquima e deformando a estrutura fisica do 6rg&o.™
O animal ainda pode apresentar desidratacdo e mucosas palidas, dependendo do grau de
comprometimento do parénquima renal em casos mais avancados da DRP onde ha perda da funcédo renal
pelo desenvolvimento dos cistos.'” Nos gatos com diagnéstico precoce, os achados clinicos séo restritos a
renomegalia bilateral e os exames laboratoriais ndo apresentam alteracdes dignas de nota, jA em animais
com maior comprometimento renal o perfil laboratorial € compativel com insuficiéncia renal crénica, onde é
possivel identificar graus variados de azotemia, acidose metabdlica, hiperfosfatemia e anemia nao
regenerativa. Na urinalise é observada baixa densidade urindria, sedimento inativo e proteindria discreta a
moderada.®

Imagens obtidas por exames radiograficos, ultrassonograficos, tomografia computadorizada e
urografia excretora podem ser usadas como método diagnéstico para a DRP. Além desses exames, a

1% Normalmente o

biépsia renal também pode ser realizada, geralmente como avaliagcdo pdés mortem.
exame ultrassonogréafico € usado como um dos métodos mais praticos e ndo invasivos de diagnostico na
deteccdo da DRP. Porém ha possibilidades dos resultados serem falso-positivos, dependendo da
manifestagdo de outras enfermidades como abscessos renais, nefrites e neoplasias, ou falso-negativos e so
podem ser feitos em animais com mais de 10 meses de idade.®

A DRP é uma doenga predominante em gatos da raca Persa ou mesticos dessa raca, e nao

[ 16,22

apresenta predisposi¢cédo sexua Considerando o cruzamento de persas com outras ragas como siamés,
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pélo curto inglés, pélo curto americano, entre outras, esses animais também devem ser testados para
DRP.?® No Brasil, esta doenca é de dificil controle, pois ndo existem dados cientificos quanto a sua
prevaléncia. Os gatos de pélo curto e sem raca definida também sdo comprometidos pela DRP, o que
reitera a necessidade de uma investigacdo abrangente que relacione todas as racas de gatos neste
pais_le,sz

Aproximadamente 33 genes contem 50 mutacdes responsaveis por causarem problemas de salde
ou alteracBes na aparéncia fisica dos gatos domésticos. Alguns atributos fenotipicos podem ser desejados,
ou ndo, especialmente no caso de doencas. Fenoétipos podem ser resultantes da manifestacdo de apenas
um gene, da interacdo de varios genes, da influéncia do meio ambiente, ou uma combinacdo desses
fatores. O médico veterinario pode escolher diferentes op¢des de tratamento e manejo clinicos, ou definir
um prognoéstico diferente caso o fenétipo seja comprovadamente uma heranga genética. Quando a mesma
condicao patogénica é encontrada em outras espécies, a abordagem veterinaria tem a oportunidade de usar
a medicina comparativa para determinar tratamentos alternativos.”

O carater hereditario autossémico dominante esta relacionado com trés tipos de formas (PP, Pp e
pp) do gene PKD (PKD1-gene da policistina-1). O P representa a forma dominante e o p a recessiva. Dois
genes, carregados por cada individuo, estdo relacionados ao l6cus para DRP, sendo um deles o materno e
0 outro o paterno, de forma que existem trés possiveis combinacdes: PP (genotipagem homozigota positiva
com fenotipo positivo), Pp (genotipagem heterozigota positiva com fenoétipo positivo) e pp (genotipagem
homozigota negativa com fenétipo negativo).® Os animais que apresentam o perfil genético de homozigose
dominante, resultado da heranca do gene PKD proveniente da mée e outro do pai, ndo sobrevivem uma vez
gue a doenga apresenta uma forma grave e letal que provoca 6bito intrauterino ou faléncia renal precoce.32
Pais geneticamente recessivos (pp) para DRP somente poderéo gerar filhotes positivos para a doenca se
houver alguma mutacdo genética de ocorréncia espontanea na prole.e'l(5

Gatos que apresentam DRP s&o heterozigotos (presenca de um gene sadio p e um gene mutante
P). Desta forma, o cruzamento de dois gatos homozigotos (hegativos) resulta em prole sadia. O cruzamento
de um gato homozigoto (sadio) com um gato heterozigoto (atingido) resulta na prole com probabilidade de
apresentar metade de gatos heterozigotos e outra metade homozigota. O cruzamento de dois gatos
heterozigotos apresenta estatistica de 75% da prole afetada e 25% sadia. Entre esses gatos atingidos, um

terco sera homozigoto dominante e, consequentemente, incompativel com a vida.'®



Em 2004, Lyons e colaboradores identificaram a transversdo C>A no exon 29 do gene felino PKD1,
compativel com a modificacdo do mRNA que desencadeia a manifestacdo da DRP. Esta mutacdo genética
resulta na interrupcao da sintese proteica na posicdo 3284 do gene, sugerindo perda de 25% da porcao C-
terminal da proteina codificada, a policistina-1, e serve como alvo para detec¢do molecular da presenga do
gene mutante em gatos afetados pela DRP. A policistina-1 é responsavel pela regulacdo da proliferagédo
celular, diferenciacdo celular e apoptose. A reducéo da sua atividade favorece o surgimento de lesdes e
alteracdes no parénquima renal.®

A reacdo da polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction — PCR) é uma técnica molecular
avancada que possibilita a deteccéo rapida e precisa para identificacdo da mutagcdo conhecida com 0 uso

2223 Este método

de oligonucleotideos desenhados especificamente para a sequéncia genética escolhida.
diagnéstico pode ser usado para genotipagem de animais em qualquer idade, inclusive recém-nascidos, e
determinar a presenca da mutagéo genética.9

O estudo da DRP é muito importante por ser uma das principais causas de insuficiéncia renal e a
mais proeminente doenca hereditaria felina.”* O estudo da prevaléncia dessa enfermidade mostra uma
incidéncia maior do que o esperado, conforme descrito nos Estados Unidos, Australia, Inglaterra, Alemanha,

281623 plém disso, a DRP em

Franca e Italia; é estimada entre 30% a 49% em toda a populagdo mundial.
gatos domésticos € muito usada como modelo para estudo desta enfermidade em humanos, pois gatos e
humanos apresentam uma forte semelhanca biolégica, anatdmica e dividem mais de 30 doencas
hereditarias homologas.”* H& também outros estudos em camundongos como modelos animais, pois o
padrdo dominante autossémico é muito semelhante nessas espécies.®

Neste estudo foi abordada a aplicabilidade dos testes moleculares (PCR) com o0s seguintes
objetivos: adaptacdo da técnica para deteccdo dos genes mutante e normal que identificam o individuo
heterozigoto portador da DRP; correlacionar os métodos diagnosticos (achados clinicos, achados
laboratoriais e PCR); determinacdo da prevaléncia da DRP na populacdo de gatos estudada na regido
urbana e periurbana do DF pertencentes ao grupo de animais atendidos no Hospital Veterinario de
Pequenos Animais da Universidade de Brasilia (Hvet-UnB) e o grupo amostrado nas cidades do DF durante

a campanha de vacinagdo anti-rabica; avaliacdo das alteracdes presentes nos exames laboratoriais,

achados clinicos e exame fisico de animais que apresentam ou ndo a manifestagéo clinica da DRP.



Materiais e métodos

Foram utilizadas amostras de sangue de 334 gatos domésticos (Felis catus) para determinacéo da
presenca da mutacdo genética da DRP, sendo 188 amostras provenientes de animais atendidos no Hvet-
UnB, e 146 amostras de animais que participaram da campanha de vacinacdo anti-rabica nas cidades do
Distrito Federal-DF sendo 66 em Sobradinho-Fercal, 12 na Ceilandia, 41 no Gama, 4 no Guara, 12 em
Planaltina, 4 em Vicente Pires, 3 em Brasilia, 4 em Samambaia. Os animais foram escolhidos de forma
aleatéria, independentemente de idade, raca, sexo ou condicdo clinica e classificados em dois grupos de
acordo com o resultado diagndstico do teste molecular e pela procedéncia da amostra (Hvet-UnB ou
campanha de vacinacéo anti-rabica).

Os métodos experimentais deste projeto foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso
Animal, CEUA - UnB (UnBDOC n° 43930/2012).

As amostras de sangue foram colhidas de sangue venoso por puncao da veia cefalica ou jugular e
foram acondicionadas em tubos com e sem EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) para realizacao de
hemograma e perfis bioquimicos no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hvet-UnB. As amostras
foram submetidas & contagem celular em um contador automatico de células® para uso veterinario onde foi
determinada a concentracéo de hemoglobina, o nimero de hemacias, leucdcitos e plaquetas. Os valores do
volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
determinados por calculo padréo. O volume globular (VG) foi determinado pela técnica do micro-hematécrito
com a utilizacdo de capilares sem heparina e microcentrifuga.b As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram
determinadas com o auxilio do refratbmetro portéatil (Modelo: SZJ-D). Também foram preparados esfregacos
de sangue total com corante comercial tipo Romanowsy® para realizagdo do diferencial leucocitario e
observagdo morfologica das células sanguineas.

Para avaliagdo das andlises bioquimicas foi separado soro das amostras acondicionadas em tubos
sem EDTA. Foram utilizados kits bioquimicos especificos,d seguindo recomendacdes do fabricante e a
leitura foi realizada em um analisador bioquimico semi-automatico® para determinacdo dos valores séricos
de ureia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), proteina total (PT), albumina,
globulina, fésforo, frutosamina, potassio, e para determinacao de proteina total e creatinina urinarias.

Como exame complementar, foram realizadas 25 urinalises de amostras colhidas por cistocentese e

analisadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hvet-UnB. A metodologia usada compreende



a determinacéo dos padrdes fisicos e quimicos da urina com o uso da fita colorimétrica,’ centrifugacdo de
5ml de urina para sedimentacdo em 1ml e visualizacdo em microscépio dos componentes presentes.

Para a realizacdo do exame molecular (PCR) foi extraido DNA das amostras de sangue total com kit
comercial,’ seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA extraido ficou armazenado a -20°C até o
momento da realizacéo da PCR.

Todas as amostras foram submetidas a PCR para confirmacao da presenca do gene que codifica a
enzima GAPDH (gliceraldeido-3fosfato desidrogenase), para verificar a qualidade da extracao, a integridade
do DNA obtido e/ou a presenca de inibidores da PCR. Em seguida, as amostras foram submetidas a PCR
para o diagndstico do gene mutante PKD1 (acesso ao GenBank no. AY612847). Os oligonucleotideos
utilizados estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos, gene de o rigem, tamanho dos produtos de

amplificacdo e referéncia bibliogréfica das reacdes de PCR utilizadas.

Reacé&o/Primer Sequéncia 5" -3 Gene Tamanho do Referéncia
produto
GAPDH
GAPDHF CCTTCATTGACCTCAACTACAT GAPDH 400pb Birkenheyer et al.,
2003
GAPDHR CCAAAGTTGTCATGGATGACC GAPDH Birkenheyer et al.,
2003
PKD
F3 AGAGGCAGACGAGGAGCACT PKD1 277pb Lee et al., 2010
mutante
R2 GCCTCGTGGAGAAGGAGGT PKD1 Lee et al., 2010
mutante
PKD1
PKD1F CAGGTAGACGGGATAGACGA PKD1 559pb Lyons et al., 2004
exon 29
PKD1IR  TTCTTCCTGGTCAACGACTG PKD1 Lyons et al., 2004
exon 29

A reacdo do mix para a PCR da GAPDH foi composta de tampé&o 1X de PCR, 10ng de DNA, MgCl,
1,5mM, 0,2mM de cada deoxinucleotideo”, 1uL de cada oligonucleotideo (10pmol) e 1,25 U de Taq DNA
polimeraseh em um volume final de 25 pL. O protocolo de amplificacdo foi composto de uma etapa de
desnaturacéo inicial de 95°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos de amplificacdo (94°C por 30 segundos,
52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C por 5 minutos, de acordo com o descrito em
2003 por Birkenheyer e colaboradores.’

Apébs a PCR para confirmacdo da integridade do DNA e auséncia de inibidores da PCR, cada

amostra foi submetida ao protocolo para deteccdo molecular do gene PKD1 mutante com os



oligonucleotideos PKD (F3) e PKD (R2) especificos (Tabela 1). Para a composi¢do da mistura da PCR foi
utilizado tampéo 1X da Taq poIimeraseh, 2mM de MgCl,, 1 pL de cada oligonucleotideo (10pmol), 0,25mM
de dNTP" (dATP, dCTP, dGTO, dTTP), 1U de Tag DNA polimeraseh e 5ng de DNA do produto de extracéao
da amostra em um volume final de 25uL para a reagcdo. A amplificacdo utilizou o protocolo tipo “Touch
Down”, onde ha redugdo gradual da temperatura de anelamento em cada ciclo, desenvolvida a partir da
padronizacéo feita em 2010 por Lee e colaboradores.” Na etapa inicial, apOs prévio aquecimento da tampa
do termociclador por 2 minutos, as amostras foram incubadas a 94°C por 5 minutos para ocorrer
desnaturacdo inicial. Em seguida, as amostras passaram por 10 ciclos de 94°C por 1 minuto para a
desnaturacéo da fita de DNA, 67°C por 1 minuto para anelamento dos oligonucleotideos (diminuindo 1°C
por ciclo) e 72°C por 1 minuto para a extensao das fitas. Ao término desta etapa, foram realizados 30 ciclos
de: 94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Ao final, foi realizada a extenséo final a 72°C
por 10 minutos. Esta PCR gerou um produto final de 277 pares de bases apenas em amostras positivas
para a mutacdo no gene PKD1.

Como um teste confirmatério de PCR para deteccdo molecular da mesma mutacdo genética
encontrada com o protocolo anterior, foi realizado uma RFLP-PCR (Restriction Fragment Length
Polymorphism — Polymerase Chain Reaction) com os oligonucleotideos PKD1F e PKD1R (Tabela 1) em
todas as amostras positivas e algumas negativas para a PCR-DRP. Neste protocolo a composi¢cdo do mix
foi feita com tampao 1X da Taq poIimerase,h 1,75mM de MgCl,, 1 uL de cada oligonucleotideo (10pmol),
0,25mM de dNTP" (dATP, dCTP, dGTO, dTTP), 1 U de Tag DNA polimerase" e 5ng de DNA do produto de
extracdo da amostra em um volume final de 25uL para a reacdo. O protocolo de amplificacéo foi composto
por uma etapa de desnaturacéo inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificagdo (94°C
por 1 minuto, 51°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por 10 minutos, e gerou um
produto de 559 pares de base que representa o gene PKDL1 felino com ou sem mutacdo. Aproximadamente
5uL do produto de amplificacéo foi digerido com 5U da enzima MLY1,' 1X NE Tampéo em 10uL de volume
final da reacdo a 37°C por 2 horas. A digestao completa da reacéo foi analisada em gel de agarose de 1,8 a
2%. As condicdes deste protocolo foram adaptadas a partir do protocolo descrito em 2004 por Lyons e
colaboradores.”* Quando a mutagdo estd presente no fragmento amplificado, proporciona um sitio de
restricdo enzimatica para a MLYZ1' que produz dois fragmentos de 316 e 243 pares de base. Todas as

reacbes de amplificagéo foram realizadas no mesmo aparelho termociclador.
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Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose corado com brometo
de etidio' e observados sob transiluminador® de fluorescéncia ultravioleta. Um marcador molecular” com
intervalos de pesos moleculares de 100pb foi incluido em cada eletroforese como um padrdo de
comparacao de altura das bandas para determinacdo do tamanho do produto amplificado. O aparecimento
de bandas na altura dos pares de bases esperadas foi considerado o pardmetro para classificar as
amostras como positivas.

Em todas as PCRs foram utilizados como controle negativo agua miliQ (estéril e desprovida de
DNA). Como controles positivos, para as PCRs de DRP e GAPDH, foram utilizadas amostras de trés gatos
que apresentaram cistos renais em exames ultrassonograficos e fazem acompanhamento clinico para DRP.

Os procedimentos de preparacdo dos reagentes, processamento das amostras, amplificacdo e
deteccdo do produto amplificado foram realizados em quatro ambientes distintos, propriamente localizados
no Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular (Hvet-UnB), para diminuir a possibilidade de
contaminacao.

Na organizacdo dos resultados, algumas variaveis qualitativas foram recategorizadas em grupos
para posteriores analises de comparacéo de proporcao entre eles. Nos casos agrupados de acordo com os
sinais clinicos, foi levada em consideracéo a avaliagdo do médico veterinario quanto ao exame clinico e
historico do gato, bem como alguns resultados de exames urinarios, bioquimicos (ureia e creatinina) e
ultrassonogréficos. Para a classificacdo das anemias foi considerado, primeiramente, que um animal
anémico deve apresentar um valor abaixo do referencial para qualquer um dos paradmetros de VG,
hemacias ou hemoglobina. A seguir, foram avaliadas as alteracGes celulares presentes no hemograma. A
contagem de reticuldcitos foi realizada pela técnica de coloragdo com Novo Azul de Metileno (NMB)™ para
visualizacdo das células em microscopia 6tica. Os animais agrupados nas categorias “outras alteracfes” e
“nenhuma alteracdo digna de nota”, ndo se apresentaram anémicos. A Tabela 2 apresenta os critérios de

classificacé@o para os grupos analisados.

11



Tabela 2. Classificagdo dos grupos de acordo com o0s sinais clinicos e as alteragfes

hematologicas.

Nome do Grupo Sinais clini cos

Sinais clinicos relacionados a  Disuria

doencas do trato urinario Hematlria
Pidria

Acompanhamento de DRC

Acompanhamento de DRP

Azotemia/Uremia (aumento de ureia e creatinina plasmaticos)
Obstrucdo das vias urinarias

Outros sinais clinicos Secrecao nasal, espirros, apatia, prostracdo, dispneia, secrecao vulvar,
convulsdo, abscesso, feridas na pele, fraturas, claudicacdes, edemas,
lesBes multiplas por trauma (quedas e atropelamentos), intoxicacao,
vOmitos, anorexia, hiporexia, caquexia, dor abdominal, distocia, aborto,
deficiéncia de funcdo neurolégica, choque, perda de pelos, diarreia,
infec¢des fungicas e/ou bacterianas, les@es ulceradas na pele, nédulos,
lesBes oculares, FIV/FeLV, acompanhamento de quimioterapia,

Animais clinicamente Pré-operatorios eletivos (castracéo, tratamento periodontal)
saudaveis Avaliacao geral sem descrigcdo de sinais clinicos
Doador de sangue
Animal higido
Eritrograma Alteracbes
Anemia regenerativa Metarrubricitos
Anisocitose
Policromasia

Reticuldcitos agregados acima de 40,000/uL

Anemia arregenerativa Contagem apenas de reticuldcitos ponteados
Contagem de reticuldcitos total abaixo de 40,000/uL

Sem anemia (Outras Poiquilocitose, agregados plaquetarios, macroplaquetas, plaquetas

alteragdes) ativadas, neutrdéfilos hipersegmentados, neutréfilos toxicos, linfécitos
reativos, mondécitos vacuolizados, formagdo em rouleaux, corpusculos de
Heinz, acantdcitos, plasma hemolisado, ictérico e/ou lip€mico.

Nenhuma alteracéo digna de -
nota

Referéncias: Barger, 2003; Scherk, 2012.%%°

A andlise estatistica foi realizada com softwares™ e a avaliacdo descritiva foi feita por calculo da
média e desvio padrao. Os testes Kolmogorov-Smirnova e Shapiro-Wilk foram usados para determinar a
normalidade das amostras em cada categoria, separadas nos dois grupos comparados (G1-positivos X G2-
negativos). O teste t-student foi utilizado para comparar valores médios nos casos em que a distribuicdo das
variaveis era normal para os dois grupos, e o teste de Mann-Whitney U foi utilizado nos casos em que a
distribuicdo nédo era normal. A diferenca das proporcdes foi verificada pelo teste Qui-quadrado e Teste de

Igualdade de Proporgdes, nesses casos, o valor de p € Unico e mostra o resultado da analise do valor total
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geral de todas as frequéncias da tabela referenciada, a andlise é de associacdo no sentido de determinar
estatisticamente a chance da propor¢cdo encontrada ser devido ao acaso. Quando o p-valor € igual ou
menor que 0,05 essa chance esta calculada em 5%, entdo se determina, estatisticamente, que o resultado
ndo é devido ao acaso e existe uma associagdo entre as variaveis relacionadas, ou seja, o resultado é
devido a influéncia entre essas variaveis, onde uma delas pode ajudar a calcular ou a prever a chance da
outra ocorrer, podendo determinar a tendéncia. Nos célculos sobre razdes de chance entre variaveis e
proporcdes foi realizado Odds Ratio com célculo de intervalo de confianca (IC). Para associa¢fes entre
variaveis foi utilizado, além do Qui-quadrado, os coeficientes C de Contigéncia e V de Cramér. Somente 0s
resultados que possuiram um p<0,05 nestes testes foram considerados estatisticamente significativos.
Resultados

Os controles positivos de todas as PCRs testadas (GAPDH, PKD, PKD1 e MLY1-digestdo) sempre

apresentaram formacéo de bandas na altura dos pares de bases esperadas para a sequéncia amplificada e

0s controles negativos ndo demostraram sinais de amplificacéo (Figura 1).

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio 0,01% dos resultados dos controles
positivos das PCRs realizadas (A: PCR GAPDH, B: PCR PKD-F3/R2, C: PCR PKD1, D: RFLP-PCR
utilizando a enzima MLY1). L: marcador molecular de 100pb. #1,4 e 5: controles negativos. #2 (A): controle
positivo GAPDH, #3 (B): controle positivo DRP, #6 (C): controle positivo PKD1, #7 e 8 (D): controle positivo
e amostra positiva para digestdo enzimatica MLY1, #9 (D): amostra negativa para digestdo enzimatica
MLY1.

Foram analisadas amostras de 334 animais (188 gatos atendidos no Hvet-UnB e 146 gatos
residentes nas Cidades Satélites do DF), sendo 51,7% machos e 48,3% fémeas. A idade média foi de 5,8
anos, oscilando entre 3 meses e 20 anos. Na Tabela 3 estdo apresentadas as quantidades de analises

realizadas para cada amostra, em cada categoria separadas em grupos de acordo com o resultado da PCR.
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Tabela 3. Quantidade de exames realizados para cada  variavel, separados de acordo com o

diagnéstico molecular para DRP.

Gl G2 Total
(positivos para DRP) (negativos para DRP)

PCR 30 304 334
Eritrograma 26 271 297
Leucograma 26 267 293

PPT 26 271 297

Plaguetas 26 269 295
Ureia 25 259 284
Creatinina 26 263 289
ALT 20 260 280
FA 18 173 191

PT 16 179 195
Albumina 16 187 203
Globulina 15 177 192
Fdésforo 6 38 44
Frutosamina 3 12 15
Potéssio 5 42 47
Urinalise 6 19 25

Onde: Proteina Plasmatica Total (PPT), Alanina Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA), Proteina
Total Sérica (PT),

Na Tabela 4 estdo apresentados o total de animais e a prevaléncia dos animais positivos para a
PCR de DRP de acordo com procedéncia, género, racas e idade. A separacdo dos animais em diferentes
grupos etarios foi feita a partir da adaptagdo da tabela descrita em Feline Life Stage Guidelines.”

A chance dos animais serem positivos para DRP é trés vezes maior no grupo atendido no Hvet
(prevaléncia de 15%), e 19 vezes maior para os animais da raca Persa (prevaléncia de 33%), quando
comparados aos grupos de animais da campanha de vacinagcdo anti-rabica e Sem Racga Definida,
respectivamente. Ndo houve diferenga estatistica com relagao a idade e ao género.

A Tabela 5 demonstra os resultados de média, desvio padrdo e comparagdo dos valores de
hemogramas e bioquimicos entre os grupos de animais positivos e negativos para PCR de DRP.

A Tabela 6 demonstra os resultados de média, desvio padrdo, comparacdo dos valores das
urindlises entre os grupos de animais positivos e negativos para PCR de DRP, além dos resultados
individuais da analise de sedimentos urinarios dos animais positivos para DRP. Considerando apenas os
animais que tinham exames de urinalise, somente um animal em cada grupo (G1 e G2) foi considerado

clinicamente saudavel. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos quanto aos exames de urinalises.
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Tabela 4. Total de animais e Prevaléncia de DRP de acordo com procedéncia, género, ragas e idade.

~ a . Odds Ratio P-valor
Populacéo Prevaléncia Teste de
. (Total de (Animais . . -
Caracteristica animais) positivos) Estimativa IC Qui-Quadrado Igtrjgrl)%a;ggeie
Procedéncia
Campanha de vacinagéo 146 4% 1 -
Hvet 188 15% 3,415 (12,3573 ; 8,5903) 0,006 0,001
Género
Machos 135 13% 1 - 1 1
Fémeas 126 13% 1 -
Nao Informado* 73 1,4%
Racas
Sem Raca Definida 244 7% 1 -
Persas 30 33% 19 (6,2582 ; 57, 6842) 0,000 0,000
Siamés 8** 0%
Outras§ 3x* 0%
Nao Informada* 49 6,1%
Idade
0-6 meses gx* 0%
7 meses a 2 anos 44 16%
3-6 anos 51 6%
7-10 anos 36 20% - - 0,534 -
11-14 anos 18 20%
215 anos 11 10%
Nao Informada* 165 6,6%
Total 334 9%

*Amostras que ndo apresentavam a informagdo necessaria para serem classificadas na categoria referida, portanto, ndo incluidas na analise estatistica.
** Tamanho da amostra insuficiente para analise estatistica.
81 Forest Norwegian, 1 Korat e 1 Maine Coon
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Tabela 5. Média, desvio padrdo e comparacgdo dos par ametros do hemograma e da bioquimica sérica entre 0 s grupos de animais positivos (G1)
e negativos (G2) para DRP identificados por meioda  PCR.

DRP positivos DRP negativos POS X
Total de exames NEG

realizados/Total do G1 Média DP Média DP Valores de Valor p

Parametros referéncia

hematolégicos
VG (%) 29,31 8,17 30,61 6,10 24-45% 0,543**
Hemacias (x10°/ul) Eritrogramas 8,30 2,95 8,29 1,79 5,0-10t 0,791**
Hemoglobina (g/dL) 297/26 10,78 3,10 11,83 2,67 8,0-15t 0,120**
VCM (fl) 37,71 9,33 37,53 5,58 39-55t 0,881*
CHCM (%) 36,54 5,28 38,55 5,20 30-36t 0,060*
Leucdcitos (pl) 11.800 4.900 12.670 8.480 5.500-19.500t 0,431*
Bastonetes 9,46 48,24 23,16 110,98 0-3007 0,533*
Segmentados Leucogramas 8607,96 4577,86 8302,88 5727,87 2.500-12.500t 0,434**
Linfécitos 293/26 1850,38 1164,12 2844,19 2468,35 1.500-7.0007 0,043*
Mondcitos (i) 554,69 726,13 356,42 479,83 0-8507 0,183*
Eosinofilos (i) 536,85 570,67 976,78 1190,68 0-1.500t 0,063*
Basofilos 38,15 158,51 27,34 98,30 Rarost 0,735*
PPT (g/dL) 297/26 7,69 1,04 7,34 0,80 6,0-8,0t 0,108**
Plaquetas 295/26 466.730 198.009 383.408 180.141 195.000-624.000% 0,027**
Parametros
bioquimicos

Ureia (mg/dL) 284/25 87,44 58,61 67,76 51,23 42,8-64,2% 0,071*
Creatinina (mg/dL) 289/26 1,85 1,19 1,58 1,95 0,8-1,8% 0,307*
ALT(UI/L) 280/20 97 80,46 76,18 83,02 6-83% 0,284*
FA (UIIL) 191/18 33,89 30,83 34,79 43,31 25-93% 0,931*
PT (g/dI) 195/16 7,58 1,80 7,35 1,19 5,4-7,8% 0,304**
Albumina (g/dl) 203/16 2,10 0,44 2,31 0,50 2,1-3,3% 0,151**
Globulina (g/dl) 192/15 5,83 1,21 5,05 1,16 2,6-5,1% 0,020**
Fosforo (mg/dl) 44/6 5,93 2,36 6,41 3,98 4,5-8,18 0,918**
Frutosamina (Mol/L) 15/3 184,60 18,96 208,02 105,08 146-271# 0,386**
Potassio (mmol/L) 4715 4,62 0,66 4,39 1,28 4,0-4,58 0,227**

Onde * teste t-student, ** teste Mann-Whitney U, Volume Globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragao de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), Proteina Plasmatica Total (PPT), Alanina Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA), Proteina Total Sérica
(PT), Proteina urinéria/Creatinina urinéria (P/C). Valores de referéncia: Fonte: tJain, 1993, tKaneko et al., 1997, §Meyer and Harvey, 2004,
#Feldman and Nelson, 2004.



Tabela 6. Média, desvio padréo e comparagédo das uri

apresentacao dos resultados individuais das analise

néalises entre os grupos de animais positivos (G1) e

negativos (G2) e

s de sedimentos urinarios do grupo G1.

Parémetros Total de exames DRP positivos DRP negativos Valores de POS X NEG
urinarios realizados/Total do G1 Média DP Média DP referéncia Valor p
Densidade 1.031 11 1.024 11 1.035-1.060 0,169*
Proteinas 129,17 185,43 42,89 111,4 15-30 0,173t
(mg/dl) Urinalises
Glicose (mg/dI) 25/6 50 122,47 5,26 15,77 <75-125 0,117t
pH 5,75 0,52 6,08 0,71 5,5-7,5 1,000*
Proteina Total 46,35 27,31 41,09 37,95 - 0,610*
Creatinina 120,58 132,96 106,19 121,44 - 0,734*
Relagdo P/C 1,59 2,59 3,09 5,51 <0.5 0,622t
G1-Positivos Sinais Clinicos Densidade Proteina (mg/dL) pH Proteina Creatini na Relacao P/C
Animal 1 DRC 1.024 30 55 46 122,5 0,38
Animal 2 FeLV 1.032 500 6 - - -
Animal 3  Acompanhamento geriatrico 1.041 100 6,5 44,4 307,5 0,14
Animal 4 Acompanhamento DRP 1.041 100 55 80,9 14,8 5,47
Animal 5 Acompanhamento DRP 1.012 15 5 14,1 37,5 0,38
Animal 6 Acompanhamento DRP 1.038 30 6 - - -
G1-Positivos Sinais Clinicos Sangue Oculto Células de Heméacias Leucécitos Bactérias Cristais
(cruzes) descamacéo
Animal 1 DRC 4 Vesicais raras +++ +++ ++ -
Animal 2 FeLV 3 Vesicais raras ++ + ++ -
Animal 3  Acompanhamento geriatrico - Amostra insuficiente ++ ++ - -
Animal 4 Acompanhamento DRP - Vesicais raras + + +++ -
Animal 5 Acompanhamento DRP 4 Ausentes + + + Oxalato de Calcio
Animal 6 Acompanhamento DRP 4 Vesicais raras +++ + +++ Bilirrubina

Onde T teste t-student, * teste Mann-Whitney U Onde: (P/C) = Proteina urinéria/Creatinina urinaria; (-) Auséncia, (+) Raros (as), (++) Leve Presenca, (+++)

Moderada presenca. Valores de referéncia: Fonte: Scott and Stockham, 2008.
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Quando analisados de acordo com a classificacdo em novas categorias, o nimero total de animais
difere nas tabelas seguintes, pois foram incluidos apenas o0s animais que possuiam todos os dados
relacionados as categorias avaliadas em questdo. Desse modo, deve ser considerado que, de todos os
animais classificados em cada grupo (sinais clinicos e anemias), nem todos apresentavam dados da
categoria idade, portanto, o nimero de animais incluidos na respectiva andlise estatistica foi diferente.

Na Tabela 7 estdo apresentadas a populacdo e as propor¢cdes dos animais positivos
correlacionados aos sinais clinicos e também a avaliacdo do hemograma quanto a presenca de anemias
regenerativas e arregenerativas.

Tabela 7. Ocorréncia de animais positivos para DRP  correlacionados com sinais clinicos e anemias.

Fatores Populacao Positivos P-valor
(n) (%) (Qui-quadrado)
Sinais clinico s*
Sinais clinicos relacionados a doencas do trato urinario 43 11,63
Outros sinais clinicos 87 14,94 0,006
Animal clinicamente saudavel 154 5,84
Eritrogra mas*
Anemia regenerativa 32 12,50
Anemia arregenerativa 24 20,83
Outras alteragdes 51 9,8 0,528
Nenhuma alteracéo digna de nota 86 10,47

*Os fatores para classificagdo de cada grupo estdo apresentados na Tabela 2.
Nas Tabelas 8 e 9, os sinais clinicos e as observacdes dos hemogramas de todos os animais

(G1+G2) foram comparadas de acordo com a idade, e correlacionadas. Houve associacdo apenas entre

sinais clinicos e faixa etaria.

Tabela 8. Nimero total de animais analisados com ap  resentacao de sinais clinicos associados a

idade.
Sinais clinicos
Sinais clinicos Sinais clinicos néo Animal
Idade relacionados a relacionados a e Total
Clinicamente
doenca do trato doenca do trato .
oo o saudavel
urinario urinario
7 meses a 2 anos 5 17 19 41
3-6 anos 7 27 12 46
7-10 anos 11 14 10 35
11-14 anos 10 7 1 18
Mais de 15 anos 5 1 4 10
Total 38 66 46 150

Onde Qui-quadrado=26,871 (p=0,001); C de Contigéncia=0,299 (p=0,001); V de Cramér=0,390 (p=0,001).
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Tabela 9. Nimero total de animais analisados com al  teracBes hematoldgicas associadas a idade.

Observacbes
A(Elrj?groezs Nenhuma Alterac@es celulares
Idade . Qutras alteracao consistentes com Total
consistentes ~ . ;
i alteracdes digna de anemia
com anemia .
. nota arregenerativa
regenerativa
7 meses a2 5 8 15 2 30
anos
3-6 anos 9 14 17 3 43
7-10 anos 1 10 20 3 34
11-14 anos 2 7 5 4 18
Mais de 15 anos 0 3 7 0 10
Total 17 42 64 12 135

Onde Qui-quadrado=16,091 (p=0,187); C de Contigéncia=0,199 (p=0,187); V de Cramér=0,326 (p=0,187).

Na Tabela 10 foram separados os animais de acordo com a faixa etaria e a apresentacao de perfil
anémico no hemograma, essa associacdo incluiu todos os animais que apresentaram a caracteristica
avaliada, independente do resultado na PCR ter sido positivo ou negativo para DRP. Nao foi encontrada
associacao entre esses dois fatores.

Tabela 10. Anemias correlacionadas a Idade, indepen  dente do resultado da PCR-DRP.

Alterac@es celulares consistentes com Alteracdes celulares consistentes com

Idade anemia regenerativa anemia arregenerativa
Sim Qui-quadrado Sim Qui-quadrado
7 meses a 2 anos 17% 7%
3-6 anos 21% 7%
7-10 anos 3% p=0,1334 9% p=0,2651
11-14 anos 11% 22%

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da correlacdo de todos os animais (positivos e

negativos) que apresentaram sinais clinicos de doencas relacionadas ao trato urinario, comparados por
faixa etaria. Houve associacao entre esses dois fatores.
Tabela 11. Animais que apresentaram sinais clinicos de doencas do trato urinario correlacionados

de acordo com a idade, independente do resultado da PCR-DRP.

Sinais clinic os relacionados a doenca do trato urinario

Idade Sim Qui-quadrado
7 meses a 2 anos 12%
3-6 anos 15%
7-10 anos 31% p=0,008
11-14 anos 56%
Mais de 15 anos 50%
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A Tabela 12 mostra os dados correlacionados entre os sinais clinicos apresentados nos diferentes
grupos (G1 e G2) de acordo com os resultados de PCR para DRP. Nao houve associacdo entre essas
variaveis.

Tabela 12. Correlagcéo entre animais positivos (G1), negativos (G2) e sinais clinicos.

DRP p-valor
Sinais clinicos Positivo Negativo Total (Qui-quadrado)
Sinais clinicos relacionados a 5 38 43
doengas do trato urinario
Outras sinais clinicos 13 74 87 0,0603
Animal clinicamente saudavel 9 145 154
Total 27 257 284
Discussao

Este estudo foi o primeiro relato a respeito da deteccdo da mutacdo no gene PKD1 em gatos
domésticos por diagnéstico molecular no Brasil, na regido do DF. Convém ressaltar que a maioria dos
dados (188 animais do Hvet) foi baseada na amostragem por conveniéncia que, apesar de ser uma forma
acessivel de avaliar animais de companhia e representar a populacédo atendida em clinicas e/ou hospitais,
possivelmente introduziu desvios nos resultados. Portanto, ndo se podem extrapolar os resultados deste
estudo para toda a populacao de gatos domésticos do DF.

De acordo com a PCR, na amostragem total deste estudo foi encontrada a ocorréncia de 9% dos
animais portadores da mutacao genética relacionada a DRP. Este resultado difere do resultado com 5,4%
de prevaléncia para DRP em um estudo realizado no Brasil, na regidao de S&o Paulo onde o Gnico meio
diagnéstico usado foi o exame ultrassonogréu‘ico.27

A prevaléncia encontrada na populacdo de gatos atendidos no Hvet-UnB foi de 15%,
independentemente de raca, e esse percentual é estatisticamente diferente do grupo de animais da
campanha de vacinacao anti-rdbica (4%), isso pode ser esperado pois pacientes de clinicas e/ou hospitais
veterinarios tendem a apresentar alguma doenca e/ou sinal clinico, e portanto, mais chances de serem
diagnosticados com alguma enfermidade.

No grupo de gatos da raca Persa, a prevaléncia da mutacéo foi de 33%, valor proximo aos descritos
na literatura que compreendem 30% a 49% dos animais provenientes da raca persa e derivadas desta raca

em todo o mundo.?%?%#427

A maioria das pesquisas utiliza grupo de gatos de raca pura e cerca de 80% das
racas tem alguma influéncia da linhagem de gatos persas **, inclusive os animais que ndo tem pedigree,

muitas vezes, tem intercruzamentos com persas e/ou descendentes dessa raca. Ha preocupacdo em testar
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todos os animais, pois diferentes racas apresentaram diferentes resultados quanto a ocorréncia da mutacao
e nenhum estudo foi realizado com PCR em animais sem raca definida.” Neste estudo foi encontrada a
ocorréncia de 7% da mutacdo em animais sem raca definida, uma prevaléncia maior que a de 1,1% relatada
no outro estudo onde os animais foram diagnosticados apenas por ultrassom. Estes dados corroboram com
a sugestdo de que a mutagdo j& estd presente em outras linhagens da populacdo de gatos

domésticos.?*>%’

Os animais das outras racas avaliadas neste estudo ndo apresentaram resultado positivo
para a PCR, mas 0 numero desses animais foi pequeno para ser incluido na analise estatistica como
representativo para as respectivas ragas, no entanto, em futuros estudos, grupos de diferentes racas devem
ser testados e avaliados para a presenca e prevaléncia da mutacdo. Os testes genéticos sao ferramentas
importantes e devem ser usados para prevenir e potencialmente erradicar a ocorréncia de doencas na
populacao estudada.”

Um estudo realizado apenas com animais da raca Maine Coon revelou a ocorréncia de DRP,
detectada por exames ultrassonogréaficos e acompanhamento clinico da doenca, onde os animais também
foram testados geneticamente para a presenca da mutacdo descrita para Persas. Nenhum Maine Coon com
DRP apresentou a mutacdo, mesmo que, a principio, assumiu-se que a doenca poderia ser introduzida na
raga por intercruzamento com Persas. A conclusédo foi de que a DRP em Maine Coons ndo é causada pelo
mesmo alelo conhecido para a DRP em Persas, além disso, pode apresentar um aspecto hereditario mais
complexo do que a dominancia autossémica comumente relatada.™® No presente estudo, foi testado 0 DNA
de um gato da raca Maine Coon com resultado negativo para a mutacdo do gene PKD1. Com este resultado
de apenas um animal desta raga, ndo podemos inferir uma associacdo a aplicabilidade desta andlise
molecular especifica, ja que ndo ha outras informacdes diagnosticas para determinar se o animal é portador
ou ndo de DRP. Mas, de acordo com o estudo acima citado, gatos da raca Maine Coon, mesmo quando
portadores de DRP, provavelmente ndo apresentam a mesma mutacédo relacionada aos persas.

A presenca da mutacdo avaliada neste estudo é a que maior representa a ocorréncia da DRP em
gatos. No entanto, ha descricdo de outras mutagGes em diferentes exons do gene PKD1 e também a

ocorréncia de DRP por fatores ndo relacionados a heranca genética.”**!

Quando comparada a DRP em
humanos, sabe-se que 85% dos casos sdo consequéncia da mutacdo no cromossomo 16p13.3 do gene
PKD1 e os 15% restantes causados pela mutacdo do cromossomo 4g21-23 do gene PKD2; acredita-se que

algo semelhante, geneticamente, pode ocorrer em gatos.
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Para a realizacdo do diagnéstico molecular, a técnica desenvolvida neste estudo foi adaptada a
partir de outra técnica que utilizou a PCR multiplex, mais simplificada e que teria 0s mesmos resultados da
RFLP-PCR, relatada diversas vezes em todos os outros estudos realizados anteriormente para diagnéstico

do gene PKD1 mutante em gatos domésticos.?***3

A comparacado realizada entre esses métodos foi
essencial para confirmar que uma técnica de PCR mais simples tem os mesmos resultados da técnica
RFLP-PCR mais complexa e mais onerosa. Na realizacdo da PCR-GAPDH, o objetivo foi determinar a
qualidade do produto de DNA extraido e, dessa forma, garantir que a PCR diagndstica seja mais confiavel.

Animais da raca persa e de outras racas derivadas de persas devem ser testados para DRP antes
de se reproduzirem. Mesmo que o0s criadores sejam orientados a nunca intercruzarem dois animais
positivos, isso pode acontecer por diversas razoes: (1) os sinais clinicos de DRP ainda ndo apareceram; (2)
muitos criadores desconhecem a doenca e sua importancia; (3) o ultrassom pode néo estar disponivel ou
ser inacessivel financeiramente; (4) as decisdes sobre a reproducao sdo feitas antes de um diagnéstico
preciso; (5) a doenca € altamente prevalente; muitos gatis podem facilmente perder cerca de 40% de suas
matrizes. O teste genético para a DRP felina proporciona ao criador um apurado e eficiente meio de
selecionar seus reprodutores e de remover a DRP da sua populacdo.”* Infelizmente, muitos criadores
evitam realizar o diagnostico por receio de perderem seus reprodutores e este foi um obstaculo para esta
pesquisa, ja que um dos objetivos seria avaliar alguma populacdo de gatil reprodutor da raca persa, pois
nenhum criador concordou em participar da pesquisa.

N&o houve diferenca na correlacdo dos grupos com o género (p=1), indicando que a mutagéo
genética ndo tem predisposicao sexual, por ser uma doenca de carater autossémico dominante, o que esta

131° Da mesma forma, a caracteristica idade n&o teve correlacdo com

de acordo com descri¢cdes anteriores.
a presenca da mutagéo genética (p=0,534), mas apresenta associagéo (p<0,001) com o aparecimento dos
sinais clinicos relacionados a doengas do trato urinario, mesmo que fraca (C de Contigéncia = 0,299 e V de
Cramer = 0,390), o que pode facilmente ser explicado pelo fato de que a DRP pode provocar o
aparecimento de cistos em animais jovens, mas a manifestacéo clinica da doenc¢a nédo ocorre antes da meia
idade.*®

Na andlise do eritrograma, as meédias dos grupos de animais positivos e negativos nao
apresentaram diferencas em nenhum parametro (Tabela 5). Os valores de VG, hemacias e hemoglobina
permaneceram na faixa dos valores de referéncias. As médias de VCM ficaram abaixo do valor de

referéncia e as médias de CHCM acima, o que pode ser explicado pela hemodiluicdo ou hemdlise das
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amostras. A hemodiluicdo é comum quando a quantidade de sangue misturada ao EDTA é pouca em
comparacao a quantidade indicada no tubo de colheita. A hemdélise pode ocorrer tanto no momento da
puncdo venosa quanto na manipulacdo da amostra apds a colheita, o0 que pode indicar algum erro de
técnica, ja que todos os outros parametros de eritrograma estavam normais.

Com relagdo ao leucograma, os grupos ndo apresentaram médias diferentes, com exce¢do dos
linfocitos (p=0,043). Embora os valores das médias de todos os parametros estivessem dentro dos valores
de referéncia, a média de linfocitos do grupo dos animais positivos foi significativamente menor do que os
animais negativos. Esse achado pode ser compativel com o quadro de estresse, possivelmente dor,
provocada pelos cistos renais em formacdo. O efeito de estresse pode causar linfopenia', mas, neste
estudo, o valor obtido permanece préximo ao limite inferior para contagem de linfocitos, no entanto, os
animais positivos nao apresentam, necessariamente, valores clinicos sugestivos de doenca renal.

Na avaliacdo de trombdcitos, as médias dos grupos de animais positivos e negativos foram
significativamente diferentes (p=0,027) ainda que estejam dentro dos valores de referéncia. O grupo de
animais positivos apresentou média maior, o que pode ser influenciado por fatores como a trombocitose
reativa, geralmente encontrada em diversas condices como inflamacdes agudas ou crénicas, deficiéncia
de ferro e hiperadrenocorticismo ! nado indicando exatamente uma condicdo clinica, mas talvez um
processo inicial que deve ser monitorado e acompanhado nesses animais que apresentam a mutacéo
genética para a DRP.

Para os parametros bioquimicos, a Unica diferenca na comparacédo de médias foi na avaliacdo das
globulinas (Tabela 5, p=0,020), onde o grupo de animais positivos apresentou valor acima da referéncia e
maior do que o grupo de animais negativos. O aumento da concentracdo de globulinas pode ser avaliado
como indicativo de processos inflamatoérios, geralmente respostas inespecificas de fase aguda que também
podem ser associadas a outros marcadores como albumina, proteina C-reativa, transferrinas e

haptoglobinas.***®

Cabe ressaltar que a maioria dos animais que compdem a amostra foi proveniente do
hospital veterinario, o que possivelmente introduziu desvios nos resultados pois eles apresentam
enfermidades que podem desencadear alteracéo dos parametros avaliados, com resultados individuais fora
dos valores de referéncia. A maioria das condi¢des clinicas descritas anteriormente foram relatadas no
grupo de animais atendidos no Hvet-UnB e as primeiras alteracdes fisiolégicas estdo diretamente

relacionadas com o aumento na concentracédo de globulinas.”’z6

23



Mesmo sem diferenca significativa entre as médias dos outros parametros bioquimicos, pode-se
observar um valor médio acima dos valores de referéncia nos parametros de funcdes renais e hepaticos do
grupo de animais positivos para DRP. Desses animais, dois apresentavam cistos hepaticos (confirmados
em ultrassom), um apresentava lipidose hepatica, dois foram diagnosticados e apresentavam sinais de
anemia por FeLV e infeccdo por Mycoplasma sp., além de trés animais com cistos renais também
confirmados por ultrassom. Esses individuos provavelmente provocaram os desvios das médias de ureia,
creatinina e ALT, ja que esses parametros aumentam nas condicdes clinicas descritas.'*>*!

Quando comparadas as médias para os parametros urinarios nao foram observadas diferencas,
mas, para esta analise, o nimero de exames foi bem menor (25 amostras) podendo néo refletir um
resultado biolégico condizente com a realidade do total da amostragem. Além disso, os animais que
possuem dados dos exames urindrios foram animais com historicos e/ou evidéncias que sugerem alguma
doenga ou acompanhamento de condicéo clinica relacionada ao trato urinario. Pode-se observar que as
médias dos dois grupos para a densidade urinaria apresentam valores abaixo do referencial e proteinaria no
grupo dos animais positivos com valor acima do referencial, podendo indicar concentracéo inapropriada de
urina, muitas vezes relacionada a perda da funcéo renal.** Dessa forma podemos explicar também as taxas
de relagdo Proteina/Creatinina urinarias acima dos valores de referéncia, podendo ser aceitavel até 1
dependendo da variacao individual e do acompanhamento do portador de DRC.¥ Dois animais do grupo de
negativos apresentaram valores muito altos (8,43 e 14,75) para relacdo P/C e histérico clinico de doenca do
trato urinario inferior, o que, com certeza causou 0 desvio para um valor maior que a média do grupo dos
positivos. Para melhor entendimento, foram apresentados na Tabela 6 os resultados individuais das
urinalises dos animais positivos onde apenas dois deles ndo apresentaram doenca renal, indicando a
importancia do acompanhamento para os animais que ja foram diagnosticados com a doenca.

Quando diagnosticados para doenca renal, os gatos podem apresentar diferentes estagios clinicos,
desde a insuficiéncia renal aguda, até a faléncia renal crbnica, entre outros fatores, mas que alteram a
integridade da fisiologia renal.?* Outro fator muito comum em estagios avancados, e as vezes subclinicos,
de doenca renal é a anemia ndo regenerativa devido a falta de eritropoietina. E esses fatores podem
aparecer ao longo dos anos nos casos de DRP.™ Como o critério de amostragem desta pesquisa foi
aleatdrio para a condicao clinica dos animais, foi realizada posterior recategorizagao para correlacionar os
sinais clinicos e as anemias com a idade e a positividade da mutacdo do gene PKD1 em felinos domésticos.
Os grupos foram avaliados separadamente para sinais clinicos e anemias, e, para este Ultimo nao foi
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encontrada associacdo com a positividade (Tabela 7, p=0,528), provavelmente porque a amostragem nao
teve representacao significativa de animais em condicbes de doenca renal crénica em estagio final. A
diferenca entre as proporcdes foi estatisticamente significativa para positividade e sinais clinicos (Tabela 7,
p=0,006). De todos os animais clinicamente saudaveis, 5,84% foram positivos para DRP, indicando que a
PCR é uma ferramenta importante para o diagndstico precoce. Dos animais com sinais clinicos nao
relacionados a doencgas renais, 14,94% tem a mutacéo no gene PKD1, indicando também que, mesmo com
a presenca da mutagéo, nao necessariamente o animal desenvolveu a doen¢a naquele momento em que foi
realizado o diagnéstico molecular para DRP, mas, nesses casos, 0s sinais apresentados podem ser a
manifestacdo inicial, principalmente quando compreendem dor abdominal, anorexia, hiporexia, apatia e
vomitos. Dos animais com sinais clinicos de doengas do trato urinario, 11,63% apresentavam a mutacao
genética para DRP. Este resultado indica que, nem sempre um animal doente tem a predisposi¢cao genética.
O valor estatistico indica que a diferenca das propor¢des ndo ocorre devido ao acaso, ou seja, 0s animais
positivos podem apresentar uma maior predisposicao para alguma alteracao clinica. Como os sinais clinicos
da DRP séo inespecificos, nem sempre o animal é avaliado como portador de doenca renal ou doencas do
trato urinario, mas sua condicdo clinica pode sugerir estagio inicial para essas doencas. Além disso, o
animal pode possuir mais do que uma mutacao genética relacionada a doencas e nem sempre o veterinario
tem acesso a todos os métodos para diagndstico diferencial. Entretanto, a PCR esta cada vez mais
acessivel e deve ser usada para um diagnéstico precoce, principalmente para a selecdo de reprodutores,
mas também como forma de prever, monitorar e proporcionar melhor qualidade de vida para os animais
positivos que podem desenvolver a doenca renal.”®

Para uma analise mais abrangente, foi feita a correlagdo de todos os animais, independente da
positividade para a mutacdo no gene PKD1, separados por faixa etaria, sinais clinicos e anemias (Tabelas
8, 9, 10 e 11). Na associa¢édo da idade com anemias, ndo foi encontrada diferenca (Tabela 9, p=0,187;
Tabela 10, p=0,1334 e p=0,2651), ja que as proporcdes entre os grupos foram estatisticamente iguais,
compativel com os resultados obtidos das médias dos pardmetros hematoldgicos. Este resultado pode
indicar que a idade ndo exerce influéncia na anemia, e que, nos casos dos animais portadores de
enfermidades, pode existir uma compensacao para os parametros das analises clinicas. Na avaliacdo da
anemia, a compensacdo pode acontecer ao longo do tempo de acordo com a evolucdo de processos
inflamatérios e/ou doencas renais, mas nos casos mais crénicos a anemia € um indicativo de perda de
func&o renal, com prognéstico ruim e pouco tempo de sobrevida em animais com DRP.* Para a associac&o
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das idades com os sinais clinicos, a diferenca das proporcdes foi estatisticamente significativa (Tabela 8,
p=0,001; Tabela 11, p=0,008), indicando a relacdo de que o aparecimento de sinais clinicos relacionados a
doencas do trato urindrio em gatos esta associado a idade, e pode ocorrer com maior frequéncia a partir
dos sete anos. Essa relagdo é frequentemente relatada por diversos autores, principalmente na descrigcao
de doencas renais.*18242>31

Para verificar se a condicao clinica poderia estar influenciada de acordo com o resultado da PCR,
foi feita uma analise com os grupos de animais negativos e positivos associados de acordo com os grupos
de sinais clinicos (Tabela 12, p=0,0603) e ndo foi encontrada diferenca entre os grupos. Esse resultado
pode sugerir que, nos gatos, a doenca renal € uma condicdo que pode ocorrer em diferentes ocasides

ambientais, além da predisposicao genética, e esta presente na populagdo como um todo.®%%

A avaliacdo
dos parametros renais por medidas como a densidade urinaria, creatinina sérica e ureia sérica pode ser
fraca considerando que esses valores nao apresentam alteracdes até que exista uma significante perda da
funcéo renal (aproximadamente 75%) e porque eles também podem refletir fatores néo renais, por exemplo,
em decorréncia de enfermidades como diabetes, hipertireoidismo e Ulceras gastrointestinais.”® Por isso
devem ser sempre associados aos demais parametros e ao histdrico clinico. A preocupagdo em monitorar
um animal portador, mesmo sem apresentacao de sinais clinicos para DRP, é importante e pode ajudar o
clinico a definir os valores médios individuais a partir dos quais podem ser acompanhadas pequenas
alteracdes que possivelmente indiquem o inicio da manifestacdo da doenca. Parametros como linfocitos,
globulinas, plaguetas e urindlises devem ser associados aos outros fatores mais usados como ureia,
creatinina e ALT séricas.

O médico veterinario deve ser capaz de fornecer aos proprietarios e criadores o conhecimento base
para diagndsticos e tratamentos de problemas genéticos e, além disso, esclarecer as ramificacdes frente ao
resultado do teste e ser consciente do sofrimento e dor consideravel que essa noticia pode trazer, pois, nos
casos de doencas como a DRP, a identificacdo da mutacdo genética pode ser sinal de morte prematura ou
sobrevida do animal ndo saudavel. O proprietario e/ou criador consciente pode ajudar a esclarecer e
encorajar outros proprietarios a fazerem o teste e melhorar a condi¢do para diminuicdo da prevaléncia da
doenga na populacéo de felinos domésticos, além de facilitar o entendimento de que o animal portador
necessita de cuidados veterinarios e avaliagbes clinicas mais frequentes. " 0 estudo da DRP é essencial

para o controle dos portadores, ja que a maneira mais simples de eliminar a transmissdo do gene é
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esterilizar os animais atingidos e o diagndstico molecular é a ferramenta mais valiosa para o diagnéstico
precoce eficiente.

Os resultados obtidos durante a pesquisa permitiram concluir que a adaptacéo da técnica de PCR,
para deteccao da mutacdo genética encontrada no gene PKD1 em felinos domésticos, foi realizada com
sucesso e pode ser usada como método diagnostico na rotina clinica. Além disso, a correlacao feita entre
PCR, sinais clinicos e achados laboratoriais comprova que foi possivel detectar a mutacdo genética em
animais que apresentam ou ndo manifestacdes clinicas de DRP. A prevaléncia de 9% na populacao total e
7% em gatos sem raca definida indica que a presenca da mutacdo nao se limita apenas a animais de raca.
Para o grupo de gatos da raca persa, a prevaléncia de 33% ¢ alta e compativel com as descri¢cdes de outros
estudos realizados em diversos paises com animais da mesma raca. O estudo também conclui que a
presenca da mutacdo genética ndo indica, necessariamente, que o portador apresenta a manifestagao
clinicas da DRP, assim como animais nao portadores podem apresentar sinais clinicos de doencas

relacionadas ao trato urinario, incluindo doenca renal.
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