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RESUMO

A diabetes mellitus apresenta prevaléncia mundial de 0,4% a 1,2% dos caes e gatos
com prevaléncia 0,005% a 1,5%nos caes. Acomete cées entre 4 e 14 anos de idade,
machos e fémeas. Sua etiologia € multifatorial, sendo a obesidade fator de risco
para a resisténcia insulinica. Adiabetes mellitus acomete o pancreas com a
destruicdo imunomediada das células beta resultando na deficiéncia relativa ou
absoluta da producgao de insulina e consequentemente a dependéncia insulinica. O
diagndstico laboratorial € confirmado com a constatagao de hiperglicemia em jejum e
glicosuria persistentes. A frutosamina é um parametro diagnostico seguro e
indicador confiavel da glicemia das ultimas 2 a 3 semanas e a hemoglobina glicada
(A1c) é proporcional a concentragdo sanguinea de glicose durante o ciclo de vida
das hemacias, refletindo o precedente glicémico de 2 ou 3 meses. Sendo assim, A1c
€ um eficiente biomarcador do risco de complicagdes crbnicas no DM e
monitoramentoao paciente diabético e sua falta de aplicabilidade da A1c na rotina
veterinaria deve-se a escassez, divergéncia de valores de referéncia, auséncia de
validagao de kits comerciais, sendo necessarios mais estudos para sua aplicagao
em pets. Este trabalho teve como objetivo a identificagdo da hemoglobina A1c como
biomarcador diagndstico de diabetes mellitus em caes através da imunoturbidimetria
e propor um intervalo de referéncia de A1c para caes diabéticos e n&o diabéticos.
Foram selecionados 86 cdes saudaveis e 20 cies diabéticos de idade e racas
variadas, machos e fémeas, castrados e ndo castrados. Realizaram-se exames de
triagem e A1c pelo método de turbidimetria. Utilizou-se o teste de correlacéo de
Spearman entre A1c e as variaveis bioquimicas e variaveis hematologicas, curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) para analisar a capacidade diagnéstica da
glicose e Alc para predizer diabetes em cdes e Data Analysis and Statistical
Software for Professionals (Stata) versdo 11.0®. Obtivemos mediana de 3,8% para
A1c com intervalo de confianga de 3,8% a 4,0% para caes nao diabéticos e cut off
de 4,5% para caes diabéticos. A correlagdo de Spearman demonstrou relagao direta
da A1c com a variavel glicose (RHO=0,424) e associagao estatisticamente
significativa com as variaveis glicose (p<0,001) e creatinina (p0,002), demonstrando
capacidade diagnostica da A1c em predizer diabetes em caes e prognostica a
comorbidades. As areas das Curvas ROC de A1c (ROC=0,956) e glicose
(ROC=0,852)apresentaram indices elevados quanto a sensibilidade e especificidade
no uso individual das variaveis, sendo que a associacdo das mesmas apresenta
correlacdo positiva e estatisticamente significante (p=0,051). A capacidade
diagndstica de A1c em predizer diabetes melitus em caes foi comprovada através
das analises turbidimétricas que estabeleceram um intervalo de referéncia de A1lc
para caes nao diabéticos e cut off para caes diabéticos, atingindo assim os objetivos
iniciais deste estudo. A capacidade prognédstica da A1c também foi estabelecida por
sua relagao direta e forte associagdo com a creatinina, sendo A1c indicada como
biomarcador progndéstico para comorbidade renal, dado este relevante e inédito na
literatura veterinaria.

Palavras-chave: Hemoglobina A Glicada. C&es. Diabetes Mellitus. Diagnaostico.



ABSTRACT

Diabetes mellitusshows prevalence ranges from 0.4% to 1.2% of dogs and cats
anddog’s prevalence of 0.005% to 1.5%. It affects dogs between 4 and 14 years old,
males and females. Its etiology is multifactorial, being obesity the risking factor for
insulin resistance. Diabetes mellitus attacks pancreas with the immune-mediated
destruction of beta cells resulting in the relative or absolute deficiency of insulin
production and leading to insulin dependence. Laboratory diagnosis is confirmed with
a persistent hyperglycemia and glycosuria. Frutosamine is directly proportional to
glycemic levels, making it a safe diagnostic parameter and reliable glycemic indicator
for the last 2 to 3 weeks and glycated hemoglobin (A1c) is proportional to the blood
glucose concentration during the lifespan of the red blood cells reflecting the
glycemic precedent of 2 or 3 months.
Thus, the A1c becomes an efficient biomarker of risk for chronic complications
evaluation and quality monitoring of diabetic patient assistance. The lack of A1lc
applicability in veterinary routine is due to scarcity, divergence of reference values,
lack of validation of available commercial kits and further studies are required for its
application in pets. This study aimed to identify A1c as a prognostic biomarker of
diabetes mellitus in dogs through immunoturbidimetry assay and to propose an A1c
reference range for diabetic and non-diabetic dogs. We selected 86 healthy dogs and
20 diabetic dogs of different ages and breeds, both male and female, neutered and
no neutered. Screening tests and A1cimunoturbidimetry assay were performed. The
Spearman’s Correlation test between A1c and biochemical variables and
hematological variables, Receiver Operating Characteristic (ROC) curve was used to
analyze the glucose and A1c diagnostic capacity to predict diabetes in dogs and
Data Analysis and Statistical Software for Professionals (Stata) version 11.0®. We
obtained anA1cmedian value of 3.8% and95% CI of 3.8% to 4.0% for non-diabetic
dogs and a cut off of 4.5% for diabetic dogs. Spearman's correlation showed a direct
relationship between A1c and glucose (RHO=0.424) and a statistically significant
association with the variables glucose (p<0.001) and creatinine (p0.002),
demonstrating A1c's diagnostic ability to predict diabetes in dogs and prognosis to
comorbidities. The ROC curves of A1lc (ROC 0.956) and glucose (ROC 0.852)
showed high sensitivity and specificity in the individual use of these variables and the
association of these curves showed a positive and statistically significant correlation
(p0.051). The diagnostic ability of A1c to predict diabetes mellitus in dogs was
demonstrated through turbidimetric assays that established an A1c reference range
for non-diabetic dogs and cut off for diabetic dogs reaching the initial goals of this
study. The prognostic capacity of A1c was also established by its direct relation and
strong association with creatinine and A1c is indicated as a prognostic biomarker for
renal comorbidity, what is not had been described before and very relevant and
unpublished in the veterinary literature.

Keywords: Glycated Hemoglobin A. Dogs. Diabetes Mellitus. Diagnostic.
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1 INTRODUGAO

Os pets domésticos tém apresentado maior sobrevida nos ultimos anos e
mudangas em seus habitos, principalmente alimentar, tem causado a obesidade e
surgimento de “doencas da civilizagdo” como a diabetes mellitus (POPPL et al,
2015). Esta doenga apresenta prevaléncia mundial de 0,4 a 1,2% dos caes e gatos
atendidos na clinica médica (ADIN et al, 2017; NELSON et al, 2014), com
prevaléncia 0,005 a 1,5%nos cdes (BELTRAME, 2015; POPPL, 2015). Acomete
caes na faixa etaria entre 4 e 14 anos, com pico de incidéncia dos 7 aos 9 anos
BELTRAME, 2015; NELSON, 1997). As cadelas podem apresentar diabetes
transitéria no diestro do ciclo estral, machos castrados apresentam maior risco do
que machos inteiros e filhotes sdo raramente acometidos (BEHREND et al, 2018;
MARCA et al, 2000; POPPL 2015, 2017).

A e tiologia desta endocrinopatia € multifatorial, como fatores genéticos (maior
expressdo génica no complexo de histocompatibilidade classe Il), pancreatite,
cardiopatias e insuficiéncia renal, infecgbes, medicamentos (corticoesterdides,
progestinas, ciclosporina), hiperlipidemias, diestro, hiperadrenocorticismo,
hipotireoidismo e insulite imunomediada (BEHREND et al, 2018; NELSON, 1997;
POPPL, 2017). A obesidade é comumente observada no histérico de caes que
desenvolvem o DM com evidéncias de ser fator de risco para resisténcia insulinica,
porém sem estudos comprobatorios (BEHREND et al, 2018; NELSON et al,
2014;POPPL 2017).

O diabetes acomete o pancreas com a destruicdo imunomediada das células
beta pancreatica nas ilhotas de langerhans por mecanismo humoral e celular
resultando na deficiéncia relativa ou absoluta da producéo de insulina e ocasionando
a dependéncia insulinica (diabetes mellitus insulino dependente) (ALLISON, 2007;
NELSON, 1997, 2014; POPPL 2015, 2017). Os sinais e sintomas classicos s&o
poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso devido a prolongada hiperglicemia e
glicosuria podendo evoluir a ébito na auséncia de terapia (BEHREND et al, 2018;
POPPL et al, 2015).

O diagnéstico clinico deve ser associado ao diagnostico laboratorial com a
constatagcao de hiperglicemia em jejum e glicosuria persistentes (BEHREND et al,
2018; POPPL et al, 2017).
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A frutosamina é diretamente proporcional aos niveis glicémicos o que a torna
um parametro diagnostico seguro e indicador confiavel da glicemia das ultimas 2 a 3
semanas (ALLISON 2007; POPPL 2015; KIM et al, 2019). A hemoglobina glicada
(A1c) € maior fragdo da hemoglobina A e proporcional a concentracdo sanguinea de
glicose durante o ciclo de vida das hemacias refletindo o precedente glicémico de 2
ou 3 meses correspondente a vida média das hemacias nos cées (ABDALLAH et al
2015; ALLISON, 2007; NELSON 1997; OIKONOMIDIS et al 2018; POPPL 2017).
Estudos demonstram que idade, sexo e raga néao interferem estatisticamente nos
niveis de A1c, comprovando sua segura utilizagdo no acompanhamento do manejo
terapéutico de caes diabéticos (MARCA et al, 2000a; MARCA et al, 2000b; MARCA
et al, 2000c). Sendo assim, A1c torna-se um eficiente biomarcador do risco de
complicagdes crénicas no DM e relevante indicador na avaliagdo e monitoramento
da qualidade e assisténcia ao paciente diabético (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018; KIM et al 2019).

A falta de aplicabilidade da A1c na rotina clinica veterinaria deve-se a
escassez, divergéncia e discrepancia de valores de referéncia, auséncia de
validacdo de metodologias e kits comerciais disponiveis, assim como numero
insuficiente de individuos avaliados sendo necessarios mais estudos a respeito para
sua aplicagdo em pets (BEHREND, 2015; BELTRAME, 2011, 2015; GOESMANS et
al 2017; OIKONOMIDIS et al, 2018). A classificagdo de pacientes com risco de
desenvolver diabetes mellitus, diagnéstico confirmatério e monitoramento
terapéutico a fim de evitar comorbidades secundarias a diabetes mellitus devem ser
definidos através do uso associado de ferramentas diagndsticas e sua interpretagéo
de acordo com o individuo.

Este trabalho teve como objetivo a identificagdo da Hemoglobina A1c como
biomarcador diagnostico e prognostico de diabetes mellitus em cades através da
metodologia de imuno ensaio turbidimétrico e propor um intervalo de referéncia de

A1c para caes diabéticos e nao diabéticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

Os pets domésticos tém apresentado maior sobrevida nos ultimos anos e
mudangas em seus habitos, principalmente alimentares, tem causado a obesidade e
surgimento das “doengas da civilizagdo”, sendo a diabetes mellitus uma destas
doencgas (BEHREND 2018; POPPL et al, 2015). Esta doencga apresenta prevaléncia
mundial de 0,4 a 1,2% dos cées e gatos atendidos na clinica médica, com
prevaléncia de 0,005 a 1,5% nos cées (ADIN et al 2017; BELTRAME 2011, NELSON
et al 2014; POPPL et al, 2015). Acomete cées na faixa etaria entre 4 e 14 anos, com
pico de incidéncia dos 7 aos 9 anos, sendo os filhotes raramente acometidos
(BELTRAME et al 2015; NELSON 1997; POPPL et al, 2017). As cadelas podem
apresentar diabetes transitoria ou permanente na fase de diestro do ciclo estral
devido a acgao antagdnica da progesterona a insulina devido a efeitos da resisténcia
insulinica e machos castrados apresentam maior risco do que machos inteiros
(BEHREND, 2018; BELTRAME, 2011; MARCA et al 2000a; MARCA et al 2000b;
POPPL et al, 2015, 2017).

2.1 Definicao da diabetes mellitus em caes

A diabetes mellitus (DM) é uma sindrome resultante da desordem no
metabolismo dos agucares, gorduras e proteina (ABDALLAH et al, 2015). E uma
endocrinopatia caracterizada pela perda progressiva da secre¢cdo do hormdnio
insulina pelas células beta pancreaticas nas ilhotas de langerhans por mecanismo
humoral e celular, acarretando em uma menor sensibilidade dos tecidos a sua acéo
(ALLISON, 2007; BEHREND et al, 2018; NELSON, 1997; POPPL et al, 2015). Essa
perda progressiva geralmente ocorre devido destruicdo imunomediada das células
beta pancreaticas, degeneragado vacuolar ou pancreatite, culminando na deficiéncia
relativa ou absoluta da producdo de insulina, ocasionando a condicdo de
hiperglicemia e consequente dependéncia insulinica (Diabetes Mellitus insulino
dependente) (BEHREND et al, 2018; BELTRAME, 2011; NELSON et al 2014;
POPPL et al, 2017). A forma clinica da DM mais comumente reconhecida nos cées é
a tipo |, caracterizada pela hipoinsulinemia permanente, sem aumento nas
concentragdes insulinicas séricas, sendo necessaria reposi¢cdo de insulina exégena
para a manutengédo das concentragdes glicémicas (Diabetes Mellitus Tipo | Insulina
dependente) (NELSON, 1997).



2.1.1 Causas

A etiologia desta endocrinopatia é multifatorial, como fatores genéticos (maior
expressdo génica no complexo de histocompatibilidade classe Il — antigeno de
leucdcito canino (DLA)), pancreatite, cardiopatias e doenga renal, infecgbes
sistémicas, medicamentos (corticosterdides, progestinas, ciclosporina),
hiperlipidemias, fase gestacional ou de diestro do ciclo estral em cadelas,
hiperadrenocorticismo, hipotireoidismo e insulite imunomediada (BEHREND et al,
2018; BELTRAME, 2011; NELSON, 1997; POPPL et al, 2017). A predisposigcdo
racial da DM em cées depende da popularidade regional das ragas, variabilidade do
background genético de animais de raga e diferencas culturais na castragéo eletiva
(CATCHPOLE et al, 2013). A obesidade € comumente observada no histérico de
caes que desenvolvem o DM com evidéncias de ser fator de risco para resisténcia
insulinica, porém sem estudos comprobatorios (BEHREND et al, 2018; NELSON,
2014; POPPL et al, 2017). E importante diferenciar pacientes com DM clinica
daqueles com hiperglicemia transitéria ou discreto aumento da glicemia, sendo
necessario diagnéstico diferencial adicional (BELTRAME, 2011). Porém, n&o ha uma
conduta padronizada na medicina veterinaria ou testes validados para determinar
quais pacientes estdo em risco de desenvolver DM (BELTRAME, 2011).
Aparentemente, mecanismos auto imune, genéticos, fatores ambientais, doencgas
que geram antagonismo insulinico e medicamentos, pancreatite; todos levam a um
potencial de inicio e progressdo da diabetes em caes com consequente
gliconeogénese hepatica e glicogendlise, e subsequente hiperglicemia e glicosuria
(NELSON, 1997).

Os sinais e sintomas clinicos classicos sdo poliuria e polidipsia (ocorrem
devido a concentragao glicémica exceder o limiar renal tubular canino-200mg/dl, de
excretar glicose na urina levando a diurese osmotica) (BELTRAME, 2011; COOK,
2012). Polifagia e perda de peso também s&o sinais classicos devido a prolongada
hiperglicemia e glicosuria, podendo evoluir para cetonemia, cetonuria e cetoacidose,
estado de coma e 6bito na auséncia de terapia (BEHREND et al, 2018; BELTRAME,
2011; POPPL et al, 2015). O desenvolvimento gradativo da opacificagdo do
cristalino, conhecido como catarata, € observado com frequéncia e como um

problema significante em cées diabéticos. A opacidade aparece rapidamente assim
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que a glicose é metabolizada em sorbitol no cristalino (WILLIANS, 2017; BEHREND
et al, 2018).

2.1.2 Diagndstico

O diagndstico clinico deve ser associado ao diagnostico laboratorial completo
(hemograma, bioquimicos e eletrdlitos, urina tipo | e urocultura, relagdo proteina:
creatinina urinaria, triglicérides) com a constatagcdo de hiperglicemia em jejum e
glicosuria persistentes (BEHREND et al, 2018; BELTRAME, 2011; POPPL et al,
2017).

A hiperglicemia por estresse pode ocorrer e deve ser descartada e o paciente
pode ser classificado como em risco de desenvolver DM (BELTRAME, 2011).
Infelizmente, mensuragdes glicémicas individuais somente oferecem informagé&o
sobre a glicemia no momento da colheita e que varia aolongo do dia, sendo
necessarias outras ferramentas diagnosticas confirmatérias (MARCA et al, 2000).

As curvas glicémicas podem apresentar baixa repetibilidade com variagdes no
dia a dia sendo, portanto ineficaz para o diagndstico e monitoramento seguro
(BEHREND et al, 2018; BELTRAME, 2011; COOK, 2012). A analise quimica urinaria
através da tira de reagdo na urina apresenta baixa acuracia diagndstica em caes,
oferecendo uma concentragao glicémica subestimada (BELTRAME, 2011).

A frutosamina € uma das proteinas glicadas resultante da interagédo da glicose
plasmatica e a lisina presente na molécula de albumina e de outras proteinas,
principalmente a albumina sérica (BENHREND et al, 2018; BELTRAME, 2011,
POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018).
Sua taxa de formacéao é proporcional a média dos niveis glicémicos sendo, portanto
diretamente proporcional aos niveis glicémicos o que a torna um parametro
diagnostico seguro e indicador confiavel da glicemia das ultimas 2 a 3 semanas
(prazo de meia vida das proteinas)(ALLISON, 2007; BEHREND et al, 2018;
BELTRAME, 2011; POPPL et al, 2015). Nao apresenta interferéncias em sua
concentragdo por estresse, sendo bastante utili na diferenciagdo entre a
hiperglicemia diabética e hiperglicemia por estresse (BEHREND et al, 2018;
BELTRAME, 2011). Concentragdes de frutosamina abaixo do valor de referéncia sao
altamente sugestivos de hipoglicemia crbnica, sendo relevante no acompanhamento

terapéutico insulinico (BELTRAME, 2011). No entanto, animais diabéticos bem
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controlados podem apresentar elevadas concentragdes de frutosamina sérica e vice
e versa (BELTRAME, 2011; KIM, 2019). Alguns fatores podem influenciar na
concentragdo sérica de frutosamina como hipoproteinemia, hiperlipidemia e
azotemia (MARCA et al, 2000). A dosagem de frutosamina é recomendada em
situagbes nas quais o teste de A1C apresente algum interferente
(POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018).

A hemoglobina glicada (A1c) é uma proteina glicada fisiologicamente
sintetizada a partir da ligagao ndo enzimatica (glicagéo), continua, lenta e irreversivel
do grupo aldeido livre da glicose, ou outros agucares, ao aminoacido valina da
porcdo N-terminal da cadeia beta da hemoglobina, formando um composto
intermediario estavel (que se forma rapidamente e é proporcional a concentragéo de
glicose momentanea) e que apds rearranjos forma uma cetoamina estavel e
irreversivel (proteina glicada/ hemoglobina glicada) (ABDALLAH et al, 2015;
MARTORELLI et al, 2018; CAMARGO, 2004; POSICIONAMENTO OFICIAL
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018). A glicagdo ndo enzimatica da
hemoglobina é determinada pela concentragdo da média de glicose plasmatica,
tempo de meia vida da hemacea e permeabilidade da membrana do eritrécito
(CAMARGO, 2004). A1c é a maior fracdo das trés moléculas de hemoglobina A
(HbA1a, HbA1b e HbA1c) e proporcional a concentracdo sanguinea de glicose
(ALLISON 2007; BEHREND et al, 2018; MARTORELLI et al, 2018; OIKONOMIDIS et
al, 2018). Sua presenga ocorre durante o ciclo de vida das hemacias, refletindo o
precedente glicémico de 2 ou 3 meses correspondente a vida média das hemacias
nos caes, ou seja, quanto maior a glicemia, maior a concentragcdo de Ailc
(ABDALLAH et al, 2015; ALLISON, 2007; BEHREND et al, 2018; NELSON, 1997;
POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018)
OIKONOMIDIS et al, 2018). No estudo humano Diabetes Control and
ComplicationsTrial (DCCT), o risco para o desenvolvimento e progressdao das
complicagdes crénicas do DM foi intimamente relacionado com o grau de controle
glicémico, medido pela hemoglobina glicada, fragdo A1c (CAMARGO, 2004). Foi
observado um aumento exponencial no desenvolvimento das complicagcdes
(retinopatia, microalbuminuria, proteinuria, nefropatia, risco vascular) com o aumento
dos niveis de A1c, confirmando uma forte correlagdo entre glicemia e hemoglobina
glicada (r=0,81, p<0,0001) (CAMARGO, 2004; KIM, 2019). No entanto, em caes,

menores concentragdes de A1c sao observados devido a menor permeabilidade
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eritrocitaria canina em comparagdo a humanos (OIKONOMIDIS et al, 2018). A
mensuragao da concentracdo de A1c sanguinea oferece informagao sobre a média
glicémica em caes, a qual interfere diretamente nas concentragcbes de A1c e sua
glicagao nos casos de hiperglicemia ou hipoglicemia persistentes (MARTORELLI et
al, 2018). A hiperglicemia aguda transitoria ou iatrogénica n&o interferem na
concentragdo de A1c, sendo necessario periodo minimo de 6 dias em estado
hiperglicémico para que tais interferéncias ocorram conforme relatado (NELSON,
2014). Estudos demonstram que idade, sexo e raga nao interferem estatisticamente
nos niveis de A1ce que a mesma € menos afetada por outras condi¢des patoldgicas
sendao diabetes mellitus, comprovando sua segura utilizagdo no diagndstico e
monitoramento terapéutico de caes diabéticos (MARCA et al, 2000a; MARCA et al,
2000b; MARCA et al; 2000c). Condicbes de hiperlipidemia, hipoalbuminemia e
azotemia sao relatadas como fatores que nao interferem nas concentragdes de A1c,
entretanto resultados mais acurados s&o obtidos em amostras isentas de turbidez
decorrentes da hipertrigliceridemia (POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2018; OIKONOMIDIS et al, 2018). Recomendada
oficialmente pela American Diabetes Association (ADA) para o diagnostico e
monitoramento da diabetes mellitus, a A1c oferece a conveniéncia do jejum nédo ser
um pré requisito para sua mensuragédo e a vantajosa estabilidade da amostra apés
colheita (uma semana sob refrigeragdo de 2 a 8°C e até 18 meses a -70°C)
(POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018;
OIKONOMIDIS et al, 2018). Sendo assim, A1c torna-se um pratico e eficiente
biomarcador do risco de complicagdes crénicas no DM e relevante indicador na
avaliacdo e monitoramento da qualidade e assisténcia ao paciente diabético
(ABDALLAH et al, 2015; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018; KIM, 2019).
Estudos comprovam regressao linear positiva entre as variaveis glicemia e A1c,
apresentando um aumento médio de 1% da A1c para cada 35,6mg/dl de aumento
na glicemia (POPPL et al, 2015). Variacdes nas concentracdes de Alc podem
ocorrer nos casos de dosagem glicémica individual em jejum, subestimando
significativamente as concentracdes de Alc (POPPL et al, 2015). No entanto, a
limitacdo de seu uso ocorre quando presente alteragdes diretamente relacionadas a
quantidade ou meia vida das hemacias, conforme ocorre na anemia, policitemia,
esplenomegalia ou gestacao (BEHREND et al, 2018; POSICIONAMENTO OFICIAL
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018; OIKONOMIDIS et al, 2018).
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Alteracbes extremas na amostra como hipertrigliceridemia e hiperbilirrubinemia
também sado consideradas interferéncia pré-analiticas nas mensuragoes de A1lc
(ATUALIZACAO SOBRE HEMOGLOBINA GLICADA PARA AVALIACAO E
CONTROLE GLICEMICO PARA DIAGNOSTICO DE DIABETES, 2017;
OIKONOMIDIS et al, 2018).

A falta de aplicabilidade da A1c na rotina clinica veterinaria deve-se adiversos
fatores como a escassez, divergéncia e discrepancia de valores de referéncia,
auséncia de validacdo de metodologias edos kits comerciais disponiveis, assim
como numero insuficiente de individuos avaliados (BELTRAME et al, 2015;
BELTRAME, 2011; GOESMANS et al, 21017; OIKONOMIDIS et al, 2018).

A meta de monitoramento terapéutico para classificacdo de complicagdes e
comorbidades secundarias a diabetes, conforme ja rotineiro na medicina humana,
ainda é ausente na medicina veterinaria, sendo necessarios mais estudos a respeito
para sua aplicacdo em pets (BEHREND et al, 2018; BELTRAME, 2011; GOESMANS
et al, 2017).

Os métodos de dosagem para mensuragdo da hemoglobina glicada sao
baseados nas diferengas fisicas, quimicas ou imunoldgicas entre a fragdo glicada
(HbA1 e HbA1c) e a nado glicada HbAO (CAMARGO, 2004).A National
Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP), dos Estados Unidos, oferece
uma lista de métodos certificados e sua rastreabilidade de desempenho analitico
recomendados para mensuracdo de A1c na rotina laboratorial, sendo eles a
metodologia de imuno ensaio turbidimétrico, Cromatografia de Troca lonica (HPLC),
Eletroforese em Gel de Agarose ou Capilar e método colorimétrico
(POSICIONAMENTO OFICIAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018;
NATIONAL GLYCOHEMOGLOBIN STANDARTIZATION PROGRAM, 2019). Os
métodos de analise sdo baseados em: 1- diferenca de carga elétrica (HPLC e
eletroforese); 2- diferengas estruturais ou quimicas, como o HPLC de afinidade e
métodos imunoldgicos especificos para a fragdo A1c (Imuno Turbidimetria e Imuno
Aglutinacdo (CAMARGO, 2004). Os resultados dos testes imunoldgicos apresentam
boa correlacdo e concordancia com os resultados dos métodos tradicionalmente
usados no laboratorio clinico (CAMARGO, 2004; KIM et al, 2019).
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3 ARTIGO CIENTIFICO

INTRODUGAO

Os pets domésticos tém apresentado maior sobrevida nos ultimos anos e
mudang¢as em seus habitos, principalmente alimentares, tem causado a obesidade e
surgimento de “doengas da civilizacdo” como a diabetes mellitus.!"® Esta doenca
apresenta prevaléncia mundial de 0,4 a 1,2% dos caes e gatos atendidos na clinica
médica®', com prevaléncia 0,005 a 1,5%nos cades.®'™ Acomete cdes na faixa
etaria entre 4 e 14 anos, com pico de incidéncia dos 7 aos 9 anos.®' As cadelas

510.18) ' machos

podem apresentar a diabetes transitoria no diestro do ciclo estrall
castrados apresentam maior risco do que machos inteiros'® e filhotes s&o raramente
acometidos."®

A etiologia desta endocrinopatia é multifatorial, como fatores genéticos (maior
expressdo génica no complexo de histocompatibilidade classe 11)*'® pancreatite,
cardiopatias e insuficiéncia renal, infecgbes, medicamentos (corticoesterdides,
progestinas, ciclosporina), hiperlipidemias, diestro, hiperadrenocorticismo,
hipotireoidismo e insulite imunomediada.®'®A obesidade é comumente observada
no historico de caes que desenvolvem o DM com evidéncias de ser fator de risco

5(6:14.18

para resisténcia insulinic )porém sem estudos comprobatorios.'®

O diabetes acomete o pancreas com a destruicdo imunomediada das células

beta pancreatica nas ilhotas de langerhans por mecanismo humoral e

(3.15)resultando na deficiéncia relativa ou absoluta da produgéo de insulina e

(14,18)

celular
ocasionando a dependéncia insulinica (diabetes mellitus insulino dependente).
Os sinais e sintomas sao poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso devido a
prolongada hiperglicemia e glicosuria®podendo evoluir a ébito na auséncia de
terapia.®>'

O diagnéstico clinico deve ser associado ao diagnostico laboratorial com a
constatacdo de hiperglicemia em jejum e glicosuria persistentes.®'® A frutosamina é
diretamente proporcional aos niveis glicémicos o que a torna um parametro
diagnostico seguro e indicador confiavel da glicemia das ultimas 2 a 3 semanas.®'®
A hemoglobina glicada (A1c) é maior fracdo da hemoglobina A" e proporcional &
concentragdo sanguinea de glicose durante o ciclo de vida das hemacias®refletindo

o precedente glicémico de 2 ou 3 meses""®

(15,17

correspondente a vida média das

hemacias nos caes. ) Estudos demonstram que idade, sexo e raca nao interferem
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estatisticamente nos niveis de A1c'"”, comprovando sua segura utilizacdo no

acompanhamento do manejo terapéutico de cdes diabéticos.'%""12)

Sendo assim,
A1c torna-se um eficiente biomarcador do risco de complicagbes crénicas no DM e
relevante indicador na avaliagdo e monitoramento da qualidade e assisténcia ao
paciente diabético.””) A falta de aplicabilidade da A1c na rotina clinica veterinaria
deve-se a escassez, divergéncia e discrepancia de valores de referéncia, auséncia
de validacdo de metodologias e kits comerciais disponiveis, assim como numero
insuficiente de individuos avaliados®"*'") sendo necessarios mais estudos a
respeito para sua aplicacdo em pets.®?

Este trabalho teve como objetivo a identificagdo da Hemoglobina A1c como
biomarcador diagndstico e progndstico de diabetes mellitus em caes através da
imuno turbidimetria e propor um intervalo de referéncia de A1c para caes diabéticos

e nao diabéticos.

METODO

Foram selecionados aleatoriamente, 86 caes saudaveis e 20 cées diabéticos,
com idade e racas variadas, machos e fémeas, castrados e ndo castrados, descore
corporal variado. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina do ABC (CEP, protocolo N°384 / 2013) em Santo André e
com o consentimento dos tutores. Os critérios de inclusdo dos animais saudaveis
foram individuos entre 4 e 14 anos de idade, clinicamente saudaveis, com todos
exames laboratoriais sem alteragdes e sem medicamentos de uso continuo; e para o
grupo dos animais diabéticos individuos com diagnéstico clinico(sinais e sintomas
clinicos sugestivos de diabetes mellitus como catarata, polidipsia, poliuria, polifagia e
perda de peso) e laboratorial de diabetes mellitus (hiperglicemia e glicosuria
persistentes). Os critérios de exclusdo foram animais com historico de
hemoglobinopatias ou anémicos. Amostras hemolisadas ou lipémicas foram
excluidas das analises. Os animais permaneceram em jejum alimentar de 8 horas,
agua a vontade, com venopunc¢ao jugular sem auxilio anestésico. As amostras foram
manipuladas e analisadas segundo Manual de Boas Praticas Laboratoriais (BPL).
Foram realizados exames de triagem imediatamente apds a colheita da amostra,
como Hemograma (contagem CBC e RBC em analisador hematoldgico veterinario
Hemacounter 60 Mindray® e microscopia simples), uréia, creatinina, alanina amino

transferase, fosfatase alcalina e glicemia (analises realizadas em analisador
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bioquimico automatizado BS120 Mindray®). Dosagens glicémicas realizadas com kit
comercial Glicose HK Liquiform Labtest® método enzimatico por fotometria,
ultravioleta de ponto final. Foi realizada a dosagem de A1c em amostras de sangue
total acondicionadas em anticoagulante EDTA imediatamente apds a coleta,
utilizando o volume de 20ul segundo instru¢des do fabricante.

Foi utilizado o kit comercial HbA1c Elitech®, aprovado pela ANVISA, com a
determinacao quantitativa especifica da fragdo A1cem sangue total pelo método de
imuno turbidimetria End-Point (certificado pela National Glycohemoglobin
Standartization Program — NGSP)em particulas de latex, com anticorpo monoclonal
de rato anti-HbA1c humana e anticorpo policlonal IgG de bode anti-rato. As analises
foram realizadas em 2 reacgdes:1? reagcdo: a amostra foi homogenizada com
reagente R1 com particulas de latex ndo sensibilizadas. Como a hemoglobina total
e a Alc possuem a mesma afinidade de absorcdo por estas particulas, a
porcentagem de A1c presente na amostra € proporcional aA1c presente no latex. 22
reacdo: Reagente 2 contem anticorpo monoclonal de rato anti-A1c humana e
anticorpo policlonal IgG de bode anti-rato. Complexos de aglutinagao sao formados
a partir da interagcdo entre a A1c do latex e os anticorpos correspondentes. A
turbidez criada por estes agregados € proporcional a quantidade de A1c no latex e
assim sendo proporcional a porcentagem de A1c na amostra. Uma curva de
calibragao nao linear é usada para obter a porcentagem de A1c. As analises foram
realizadas no equipamento automatizado Flexor EL200 - Elitech®. Foi utilizado o
teste de correlacdo de Spearman entre a A1c e as variaveis bioquimicas e variaveis
hematolégicas. Para analisar a capacidade diagnostica da glicose e da A1C para
predizer diabetes em animais, foi utilizada a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic). O programa estatistico utilizado foi Data Analysis and Statistical
Software for Professionals (Stata) versdo 11.0® As variaveis qualitativas foram
apresentadas por frequéncia absoluta e frequéncia relativa e as variaveis
quantitativas por mediana, percentis 25 e 75 e intervalo de confianga de 95% da
mediana, pois as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-
Wilk, p<0,05). Foi utilizado o teste de correlagcdo de Spearman entre a Alc e as
variaveis bioquimicas e variaveis hematologicas.

Para analisar a capacidade diagnéstica da glicose e da A1lcpara predizer
diabetes em animais, utilizou-se curva ROC (Receiver Operating Characteristic). As

chances de encontrar resultados positivos e negativos em animais com diabetes
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pela concentracdo de glicose e por A1cforam avaliadas pelos valores de razdo de
verossimilhanga positivos e negativos, respectivamente. O programa estatistico
utilizado foi Data Analysis and Statistical Software for Professionals (Stata) versao
11.0®.

Tabela 1. Caracteristicas das variaveis do estudo.

Variaveis n %
Raca
BassetHound 1 0,9
Beagle 1 0,9
BeardedCollie 1 0,9
BiewerTerrier 1 0,9
BorderCollie 1 0,9
Bulldog Inglés 1 0,9
Cane Corso 1 0,9
ChowChow 1 0,9
Cocker Spaniel Inglés 5 4,7
Fox Paulistinha 1 0,9
Golden Retriever 2 1,9
Labrador Retriever 6 5,7
LhasaApso 8 7,5
Maltés 8 7,5
Pastor Alemao 3 2,8
Pastor Belga 4 3,8
Pastor Branco 1 0,9
Pinscher 6 5,7
Pit Bull 1 0,9
Poodle 14 13,2
Pug 2 1,9
Schnauzer 2 1,9
Shitzu 5 4,7
Staffordshire Bull Terrier 1 0,9
S.R.D. 16 15,1
Teckel/Dachund 6 5,7
Yorkshire 7 6,6
Sexo
Fémea 66 62,3
Macho 40 37,7

Mediana p-25 - p.75

Idade (anos) 9,5 6-11

Peso (kg) 12,2 42-16,5
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RESULTADOS

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos nas analises sobre a
mediana, percentis 25 e 75 e intervalo de confianga 95%, respectivamente das
variaveis analisadas: glicose (88,5mg/dL, 77,9mg/dl a 111,4mg/dl, 84,4% a
92,5mg/dl), Alc (3,8%, 3,6% a 4,4% e 3,8% a 4,0%), hemacias (6,7 milhdes/mm?>,
5,7 a 7,2milhdes/mm? e 6,4 a 7,0milhdes/mm?), hemoglobina (15,3g/dl, 13 a 16,6g/d|
e 14,8 a 15,8g/dl), hematodcrito (44%, 40 a 49% e 43 a 45%), leucocitos (10,9
mil/mm?®, 7,7, a 17,8mi/mm® e 9,2 a 12mil/mm?), plaquetas (360mil/mm?3, 300 a
430mil/mm* e 300 a 400mil/mm?®) e creatinina (10,mg/dl, 0,8 a 1,3mg/dl e 0,9 a
1,1mg/dl)).O intervalo de confianca 95% de A1c apresentado nesta tabela

corresponde ao valor de referéncia de 3,8% a 4,0% para caes nao diabéticos.

Tabela 2. Mediana, percentis 25 e 75 e estimativa intervalar das variaveis

bioquimicas e hematologicas.

Variaveis Mediana p-25 - p.75 IC 95%
Glicose (mg/dL) 88,5 77,9-111,4 84,4 -92,5
A1C (%) 3,8 3,6-44 3,8-4,0
Hemacias (milhdes/mm?) 6,7 57-7,2 6,4-7,0
Hemoglobina (g/dL) 15,3 13,0- 16,6 14,8 — 15,8
Hematocrito (%) 440 40,0 -49,0 43,0 —45,0
Leucécitos (mil/mm?®) 10,9 7,7-17.8 9,2-12,0
Plaquetas (mil/mm?) 360 300 - 430 300 - 400
Creatinina (mg/dL) 1,0 0,8-1,3 0,9-1,1

IC 95%: intervalo de confianca de 95%.

A tabela 3 apresenta a correlagdo de Spearman através do coeficiente de
correlagdao RHO (valores de -1 a 1) e significancia estatistica (valor de p<0,05) entre
a A1c e as variaveis bioquimicas e hematoldgicas analisadas. O RHO de A1c com a
variavel glicose foi =0,424 e p<0,001, indicando relagdo direta e associagéo
estatisticamente significativa da A1c com esta variavel. O RHO de A1c com a
variavel hemacias foi de -0,239 e p=0,020,indicando relacéo inversa e associagao
estatisticamente significativa de A1c com esta variavel. O RHO de A1c com a
variavel hemoglobina foi de -0,094 e p=0,364, indicando relacdo inversa e
associagao estatisticamente nao significativa de A1ccom esta variavel. O RHO de
A1c com a variavel hematécrito foi de-0,210 e p=0,041, indicando relacdo inversa e
associagao estatisticamente significativa de A1c com esta variavel. O RHO de A1lc
com a variavel leucdcitos foi =0,519 e p<0,001,indicando relagéo direta e associagao
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estatisticamente significativadeA1c com esta variavel (ndo ha associagéo
clinicamente significante entre as variaveis).O RHO de A1c com a variavel plaquetas
foi=0,214 e p=0,037,indicando relacdo direta e associagdo estatisticamente
significativa de A1c com esta variavel (ndo ha associagao clinicamente significante
entre as variaveis). O RHO de A1c com a variavel creatinina foi de - 0,315 e
p=0,002,indicando relagdo inversa e associagéo estatisticamente significativa de A1c
com esta variavel.

Os resultados indicam associagao estatisticamente significativa da A1c e as
variaveis glicose (p<0,001) e creatinina (p=0,002), sendo o ultimo dado inédito na

literatura veterinaria.

Tabela 3. Correlacdo de Spearman entre A1c e varidveis bioquimicas e

hematoldgicas.

e A1C
Variaveis
rho p
Glicose(mg/dL) 0,424 <0,001
Hemacias(milhdes/mm?) -0,239 0,020
Hemoglobina(g/dL) -0,094 0,364
Hematocrito (%) -0,210 0,041
Leucocitos(mil/mm?®) 0,519 <0,001
Plaquetas(mil/mm?) 0,214 0,037
Creatinina(mg/dL) -0,315 0,002

A tabela 4 apresenta os diferentes pontos de corte de glicose (>=30.5mg/dl a
> 506mg/dl) e suas respectivas sensibilidade (capacidade de deteccéo de individuos
doentes) e especificidade (capacidade de minimizar resultados falso positivos) para
a criagao do grafico da Curva ROC da glicose, cujo o valor desejavel da area sob a
curva € de 0,5 a 1. O valor da area sob a curva ROC para glicose permite avaliar
sua capacidade diagnéstica em predizer diabetes em cées. Os valores da tabela 4
foram obtidos através de analise estatistica por software profissional (Data Analysis
and Statistical Software for Professionals — Stata versdo 11.0®), oferecendo dados
que permitem avaliar a taxa de probabilidade do teste da glicemia ser positivo na
presenca da diabetes mellitus sobre a probabilidade do teste de glicemia ser positivo
na auséncia da doenca e, taxa de probabilidade do teste de glicemia ser negativo na
presenca da diabetes mellitus sobre a probabilidade do teste ser negativo na

auséncia de doenca.
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Cutpoint Sensitivity Specificity Classified LR+ LR-

>=30.5) 100.00% 0.00% 19.81% 1.0000

>= 48 ) 100.00% 1.18% 20.75% 1.0119 0.0000
>=53.9) 100.00% 2.35% 21.70% 1.0241 0.0000
>=62.4) 100.00% 3.53% 22.64% 1.0366 0.0000
>=62.9) 100.00% 4.71% 23.58% 1.0494 0.0000
>=67.3) 100.00% 5.88% 24.53% 1.0625 0.0000
>=68.6) 100.00% 7.06% 25.47% 1.0759 0.0000
>=69.4) 100.00% 8.24% 26.42% 1.0897 0.0000
>=69.6) 100.00% 9.41% 27.36% 1.1039 0.0000
>=69.9) 100.00% 10.59% 28.30% 1.1184 0.0000
>=70.7) 100.00% 11.76% 29.25% 1.1333 0.0000
>=71) 100.00% 12.94% 30.19% 1.1486 0.0000
>=71.2) 95.24% 12.94% 29.25% 1.0940 0.3680
>=71.4) 95.24% 14.12% 30.19% 1.1089 0.3373
>=71.9) 95.24% 16.47% 32.08% 1.1402 0.2891
>=72.2) 95.24% 17.65% 33.02% 1.1565 0.2698
>=72.5) 95.24% 20.00% 34.91% 1.1905 0.2381
>=72.7) 95.24% 21.18% 35.85% 1.2082 0.2249
>=73.3) 95.24% 22.35% 36.79% 1.2266 0.2130
>=74.3) 95.24% 23.53% 37.74% 1.2454 0.2024
>=75.3) 95.24% 25.88% 39.62% 1.2850 0.1840
>=76.3) 95.24% 27.06% 40.57% 1.3057 0.1760
>=76.7) 95.24% 28.24% 41.51% 1.3271 0.1687
>=77.9) 90.48% 28.24% 40.57% 1.2607 0.3373
>=79.4) 90.48% 29.41% 41.51% 1.2817 0.3238
>=79.9) 90.48% 30.59% 42.45% 1.3035 0.3114
>=80.4) 90.48% 31.76% 43.40% 1.3259 0.2998
>=80.9) 90.48% 34.12% 45.28% 1.3733 0.2791
>=81.2) 90.48% 35.29% 46.23% 1.3983 0.2698
>=82.2) 90.48% 36.47% 47.17% 1.4242 0.2611
>=82.5) 90.48% 37.65% 48.11% 1.4510 0.2530
>=82.7) 90.48% 41.18% 50.94% 1.5381 0.2313
>=83.8) 85.71% 42.35% 50.94% 1.4869 0.3373
>=84.3) 85.71% 45.88% 53.77% 1.5839 0.3114
>=84.5) 85.71% 47.06% 54.72% 1.6190 0.3036
>=85.1) 85.71% 49.41% 56.60% 1.6944 0.2891
>=85.8) 85.71% 50.59% 57.55% 1.7347 0.2824
>=86.1) 85.71% 51.76% 58.49% 1.7770 0.2760
>=86.3) 85.71% 52.94% 59.43% 1.8214 0.2698



(>=86.6)
(>=86.9)
(>=88.4)
(>=88.6)
(>=88.7)
(>=89.9)
(>=90.2)
(>=90.4)
(>=92)
(>=92.8)
(>=93)
(>=94.8)
(>=95.8)
(>=98.7)
(>=98.9)
(>=99.2)
(>=101.6)
(>=102)
(>=103.1)
(>=104.8)
(>=106.1)
(>=108.4)
(>=108.7)
(>=109.5)
(>=109.7)
(>=111.4)
(>=113)
(>=113.3)
(>=116)
(>=116.7)
(>=117.2)
(>=118.5)
(>=119.2)
(>=120)
(>=137)
(>=204)
(>=307.7)
(>=314)
(>=322.6)
(>=322.8)
(>=333)

85.71%
85.71%
85.71%
85.71%
85.71%
85.71%
85.71%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
80.95%
76.19%
76.19%
76.19%
76.19%
76.19%
76.19%
76.19%
76.19%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
71.43%
66.67%
61.90%
57.14%
52.38%
47.62%
42.86%

54.12%
55.29%
56.47%
58.82%
60.00%
63.53%
64.71%
65.88%
68.24%
69.41%
70.59%
71.76%
72.94%
74.12%
75.29%
76.47%
77.65%
78.82%
78.82%
80.00%
81.18%
82.35%
83.53%
84.71%
85.88%
87.06%
87.06%
88.24%
90.59%
91.76%
92.94%
94.12%
95.29%
96.47%
97.65%
97.65%
97.65%
97.65%
97.65%
97.65%
97.65%

60.38%
61.32%
62.26%
64.15%
65.09%
67.92%
68.87%
68.87%
70.75%
71.70%
72.64%
73.58%
74.53%
75.47%
76.42%
77.36%
78.30%
79.25%
78.30%
79.25%
80.19%
81.13%
82.08%
83.02%
83.96%
84.91%
83.96%
84.91%
86.79%
87.74%
88.68%
89.62%
90.57%
91.51%
92.45%
91.51%
90.57%
89.62%
88.68%
87.74%
86.79%

1.8681
1.9173
1.9691
2.0816
2.1429
2.3502
2.4286
2.3727
2.5485
2.6465
2.7524
2.8671
2.9917
3.1277
3.2766
3.4405
3.6216
3.8228
3.5979
3.8095
4.0476
4.3175
4.6259
4.9817
5.3968
5.8874
5.5195
6.0714
7.5893
8.6735
10.1190
12.1429
15.1786
20.2381
30.3571
28.3333
26.3095
24.2857
22.2619
20.2381
18.2143

0.2640
0.2584
0.2530
0.2429
0.2381
0.2249
0.2208
0.2891
0.2791
0.2744
0.2698
0.2654
0.2611
0.2570
0.2530
0.2491
0.2453
0.2416
0.3021
0.2976
0.2933
0.2891
0.2850
0.2811
0.2772
0.2735
0.3282
0.3238
0.3154
0.3114
0.3074
0.3036
0.2998
0.2962
0.2926
0.3414
0.3901
0.4389
0.4877
0.5364
0.5852
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(>=349.3) 38.10%
(>=361.4) 38.10%
(>=364.6) 33.33%
(>=378) 28.57%
(>=387) 23.81%
(>=427.4) 19.05%
(>=431.5) 14.29%
(>=449.9) 9.52%
(>=451) 4.76%
(>=506 ) 0.00%
(>506) 0.00%

97.65%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
98.82%
100.00%

85.85%
86.79%
85.85%
84.91%
83.96%
83.02%
82.08%
81.13%
80.19%
79.25%
80.19%

16.1905
32.3810
28.3334
24.2858
20.2381
16.1905
12.1429
8.0953
4.0476
0.0000
1.0000

0.6340
0.6264
0.6746
0.7228
0.7710
0.8192
0.8673
0.9155
0.9637
1.0119

Area sob a Curva ROC da glicose: 0,851 (IC 95%; 0,737 — 0,965)

IC95%: Intervalo de Confianga de 95%; LR+: Verossimilhanga positivo; LR- :

Verossimilhanga negativo.

A figura 1 apresenta o grafico da area sob a curva ROC da glicose criado a

partir dos diferentes pontos de corte e sua respectiva sensibilidade e especificidade

apresentados na tabela 4. A area sob a curva ROC da glicose apresentou o

valor=0,851 (valor desejavel de 0,5 a 1) e seu intervalo de confiangca 95% de 0,737-

0,965, permitindo a avaliagdo da capacidade diagnostica da glicose em predizer

diabetes em caes, discriminando individuos doentes (diabéticos) e ndo doentes (n&o

diabéticos).

Figura 1. Capacidade diagndstica da glicose em predizer diabetes em cées.
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Fonte: Departamento de Bioestatistica Faculdade de Medicina do ABC.
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A tabela 5 apresenta os diferentes pontos de corte de A1c (23% a >9%) e sua
respectiva sensibilidade (capacidade de deteccdo de individuos doentes) e
especificidade (capacidade de minimizar resultados falso positivos) para a criagéo
do grafico da Curva ROC da A1c, cujo valor desejavel da area sob a curva € de 0,5
a 1. O valor da area sob a curva ROC para A1c permite avaliar sua capacidade
diagndstica em predizer diabetes em caes. Os valores da tabela 5 foram obtidos
através de andlise estatistica por software profissional (Data Analysis and Statistical
Software for Professionals — Stata versdo 11.0®), oferecendo dados que permitem
avaliar a taxa de probabilidade do teste A1c ser positivo na presenca de diabetes
mellitus sobre a probabilidade do teste A1c ser positivo na auséncia de doenca e,
taxa de probabilidade do teste A1c ser negativo na presenga de diabetes mellitus

sobre a probabilidade do teste A1c ser negativo na auséncia de doenca.

Tabela 5. Capacidade diagndstica da A1c em predizer diabetes em caes.

Cutpoint Sensitivity Specificity Classified LR+ LR-

(>=3) 100.00% 0.00% 20.79% 1.0000

(>=3.1) 100.00% 1.25% 21.78% 1.0127 0.0000
(>=3.2) 100.00% 3.75% 23.76% 1.0390 0.0000
(>=3.3) 100.00% 6.25% 25.74% 1.0667 0.0000
(>=34) 100.00% 7.50% 26.73% 1.0811 0.0000
(>=3.9) 100.00% 12.50% 30.69% 1.1429 0.0000
(>=3.6) 100.00% 21.25% 37.62% 1.2698 0.0000
(>=3.7) 100.00% 35.00% 48.51% 1.5385 0.0000
(>=3.8) 100.00% 45.00% 56.44% 1.8182 0.0000
(>=3.9) 100.00% 63.75% 71.29% 2.7586 0.0000
(>=4) 100.00% 75.00% 80.20% 4.0000 0.0000
(>=4.1) 95.24% 77.50% 81.19% 4.2328 0.0614
(>=4.2) 95.24% 80.00% 83.17% 4.7619 0.0595
(>=4.3) 95.24% 87.50% 89.11% 7.6190 0.0544
(>=4.4) 85.71% 90.00% 89.11% 8.5714 0.1587
(>=4.5) 85.71% 91.25% 90.10% 9.7959 0.1566
(>=4.6) 80.95% 91.25% 89.11% 9.2517 0.2087
(>=4.9) 76.19% 95.00% 91.09% 15.2381 0.2506
(>=5.1) 71.43% 96.25% 91.09% 19.0476 0.2968
(>=5.2) 71.43% 97.50% 92.08% 28.5714 0.2930
(>=5.3) 66.67% 97.50% 91.09% 26.6667 0.3419
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(>=54) 61.90% 97.50% 90.10% 24.7619 0.3907
(>=5.6) 57.14% 97.50% 89.11% 22.8571 0.4396
(>=5.7) 52.38% 97.50% 88.12% 20.9524 0.4884
(>=5.9) 47.62% 97.50% 87.13% 19.0476 0.5372
(>=6) 42.86% 98.75% 87.13% 34.2857 0.5787
(>=6.1) 38.10% 98.75% 86.14% 30.4762 0.6269
(>=6.2) 23.81% 98.75% 83.17% 19.0476 0.7715
(>=6.6) 19.05% 98.75% 82.18% 15.2381 0.8198
(>=6.7) 14.29% 98.75% 81.19% 11.4286 0.8680
(>=7) 9.52% 98.75% 80.20% 7.6190 0.9162
(>=9.2) 0.00% 98.75% 78.22% 0.0000 1.0127
(>9.2) 0.00% 100.00% 79.21% 1.0000

Area sob a Curva ROC: 0,956 (IC 95%; 0,918 — 0,994)

IC95%: Intervalo de Confiangca de 95%; LR+: Verossimilhanga positivo; LR-:
Verossimilhanga negativo.

A figura 2 apresenta o grafico da area sob a curva ROC da A1c criado a partir
dos diferentes pontos de corte, sensibilidade e especificidade apresentados na
tabela 5. A area sob a curva ROC da A1c apresentou o valor =0,956 (intervalo
desejavel de 0,5 a 1) e seu intervalo de confianga 95% de 0.918 a 0,994, permitindo
a avaliacdo da capacidade diagndstica da Alcem predizer diabetes em caes,
discriminando individuos doentes (diabéticos) e ndo doentes (ndo diabéticos).

Figura 2. Capacidade diagndstica de A1c em predizer diabetes em caes.
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Fonte: Departamento de Bioestatistica Faculdade de Medicina do ABC.
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A figura 3 apresenta a associagdo dos dados analiticos estatisticos obtidos
das areas sob as curvas ROC da glicose (ROC=0,852) e A1 (ROC=0,956)
estabelecidas através de seus diferentes pontos de corte e respectiva sensibilidade
e especificidade, permitindo avaliar a capacidade diagnéstica da associagdo destas
variaveis em discriminar individuos doentes e ndo doentes e, assim predizer
diabetes em caes. O nivel de coincidéncia na associagao das areas sob as curvas
ROC da glicose e Alc é p=0,051, demonstrando associagdo estatisticamente

significativa.

Figura 3. Capacidade diagndstica da glicose e A1c em predizer diabetes em cées.

p= 0,051
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1-Especificidade (Falsos positivos - %)

—4&— Glicose - Area sob a curva ROC= 0,852 (IC 95%; 0,737 - 0,965)
—— Hemoglobina glicada - Area sob a curva ROC= 0,956 (IC 95%; 0,918 - 0,994)

Fonte: Departamento de Bioestatistica Faculdade de Medicina do ABC.

DISCUSSAO
A tabela 1 apresentou caracteristicas das variaveis deste estudo que néao
apresentam interferéncias significativas de A1c entre as idades e géneros, porém

.99 A variabilidade de racas participantes

com possibilidade de predisposi¢ao racia
neste estudo ocorre de acordo com o perfil populacional canina regional. Nao
participaram deste estudo as varidveis das ragas de maior predisposi¢ao genética
para diabetes mellitus segundo literatura (Australian terriers, Beagles, Samoyedas e
Keeshonden)® devido a sua baixa ou rara prevaléncia na populacdo canina

estudada.A turbidimetriaidentificouA1c satisfatoriamente nas amostras com variados
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cut offs glicémicos extremos e intermediarios, diferentemente do descrito em
amostras humanas." Este método é certificado para andlises de A1c na medicina

10)e, apesar da falta de consenso®®%'% seu uso é aceitavel na

humana'
veterinaria’®'") pela semelhanga das hemacias humana e canina."®' O estudo
apresentou na tabela 20 intervalo de referéncia de A1c para cdes nao diabéticos
(3,8% a 4%; valor menor quando comparado a espécie humana devido a menor
permeabilidade dos eritrécitos dos cdes a glicose)'” e mediana (3,8%) que se
assemelham a alguns valores obtidos também por turbidimetria® (3% a 3,8% e
3,8%, respectivamente)(g)e discrepante aos resultados obtidos por outras
metodologias.®'"A tabela 3 apresentou a correlacédo de Spearman de A1lc e glicose
(rho=0,424; préximo ao valor desejado 1), confirmando a relagéo direta da A1c com
a glicose!"” e associacio estatisticamente significante e muito forte evidéncia entre a
A1c e glicose (p<0,001) fundamentado pelo processo de glicagao de A1c a molécula
da glicose citada de forma unanime na literatura."'® Estes dados reforcam a
seguranga na associagdo destas variaveis no diagndstico e monitoramento

5,8,9)

terapéutico( , minimizando interpretacdo equivocada da glicemia pontual ou

seriadas por suas limitagdes (interferéncias por estresse, medicamentos, hormonios,

(58.9.10.12) A tabela 3 apresentou também associacdo estatisticamente

doencas, etc.).
significativa de A1c com as hemacias (p=0,020) e hematdcrito (p=0,041),
confirmando possiveis alteragdes nos valores de A1c em condigbes patoloégicas que
acometem hemacias.®®""12"") De forma inédita na literatura veterinaria’®, a tabela
3 apresentou o resultado da forte evidéncia na associagdo estatisticamente
significante entre Al1c e creatinina (p=0,002), comprovando a capacidade
progndéstica da A1c no risco das comorbidades diabética, assim como a nefropatia
diabética (rara segundo literatura®'®), porém observada apds longos periodos de
hiperglicemia crénica com proteinria e inadequado controle glicémico).® As
tabelas 4 e 5 apresentaram os cut offs para glicose e A1c na avaliagcdo da
capacidade diagndstica das variaveis em predizer diabetes mellitus em caes através
do likelihood ratio, confirmando excelente sensibilidade e especificidade diagnostica
na detecgdo de resultados positivos e negativos pelos valores de razdo de
verossimilhanga positivo (expressa em quantas vezes o diagnostico de uma doenga
se torna mais provavel se o resultado do teste for positivo, corresponde a taxa de
probabilidade de um teste ser positivo na presenca de doenca sobre a probabilidade

do teste ser positivo na auséncia de doenga) e negativo (expressa em quantas
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vezes o diagnostico de uma doencga se torna mais provavel se o resultado do teste
for negativo - corresponde a taxa de probabilidade de um teste ser negativo na
presenca de doenga sobre a probabilidade do teste ser negativo na auséncia de
doenca).Na tabela 5 podemos estabelecer o cut off de 4,5% de A1c para caes
diabéticos, conferindo boa sensibilidade (85,71%) e especificidade (91,25%) ao teste
confirmando dados da literatura humana.!""®)

As figuras 1 e 2 apresentaram excelentes resultados das areas sob as curvas
ROC da glicose (AUC=0,851; 1C95%: 0,737-0,965) e A1c (AUC=0,956;1C95%:
0,918-0,994) que se aproximam ao valor desejado igual a 1, conferindo alta
sensibilidade e especificidade ao teste e confirmando capacidade diagndstica de
ambas variaveis em predizer diabetes mellitus em caes conforme descrito em

literatura.”"""!

) A literatura e os resultados apresentados neste estudo apontam
vantagens da A1c no diagndstico de diabetes mellitus em cdes''”e confirmagao de
hiperglicemia crdnica quando comparada a frutosamina.®'” A1c n&o é afetada por
hiperglicemia aguda transitéria, ndo ha necessidade de jejum prévio do paciente,
pode ser analisada e interpretada em amostra Unica, € menos afetada por condi¢des

®1) do que a frutosamina a qual pode sofrer alteragdes pelos dos niveis

patoldgicas
protéicos séricos)®?'? e as analises glicémicas pontuais ou seriadas ja descritas
como limitadas e perigosas para o manejo insulinico do paciente.®%%'2 A figura 3
apresentou a associagao das areas sob as curvas ROC da A1c e glicose com forte
evidéncia (p=0,051) e estatisticamente significativa, sendo recomendavel a
associagao destas variaveis no diagnostico e monitoramento terapéutico seguro da
diabetes mellitus em cées.®'%") Sendo assim, dados relevantes foram adicionados
a literatura veterinaria quanto a aplicabilidade de A1c na pratica clinica®com
caracteristica promissora e vantajosa como biomarcador diagndstico e
progndstico'’”) de diabetes melitus em cées, exceto nas condicdes de alteragdes nos

eritrécitos®* 111217 extrema hipertrigliceridemia e hiperbilirrubinemia.!'”

CONCLUSAO

A imunoturbidimetria apresentou bom desempenho analitico nas dosagens da
A1c colaborando com a comprovagdo da capacidade diagnostica deste
biomarcador(A1c) em predizer diabetes melitus em cées, sendo forte aliado
prognéstico no monitoramento terapéutico de caes diabéticos. As analises

apresentaram um intervalo de referéncia de A1c para caes nao diabéticos e cut off
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para caes diabéticos atingindo, portanto os objetivos iniciais deste estudo. A

capacidade prognodstica da A1c na comorbidade renal foi comprovada por sua

evidente relagao direta e forte associacdo com a creatinina, dado este relevante e

inédito na literatura veterinaria conforme ja estabelecido na medicina humana.
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4 CONCLUSAO

A metodologia de imuno turbidimetria certificada pelo National
Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP) confirmou bom desempenho
analitico nas dosagens da A1c em amostra sanguinea canina, colaborando com a
comprovagdo da capacidade diagnéstica deste biomarcador (A1c) em predizer
diabetes melitus em caes sendo assim, forte aliado progndéstico no monitoramento
terapéutico de caes diabéticos conforme recomendado em literatura humana. As
analises apresentaram um intervalo de referéncia de A1c para caes nao diabéticos e
cut off para caes diabéticos atingindo, portanto os objetivos iniciais deste estudo. O
valor do cut off apresentado neste trabalho sugere uma meta de Al1c no
acompanhamento terapéutico e prevencao das comorbidades e complicacdes
secundarias a diabetes mellitus. A capacidade prognoéstica da A1c na comorbidade
renal foi comprovada por sua evidente relagdo direta e forte associacdo com a
creatinina, sendo este dado este relevante e inédito na literatura veterinaria,

colaborando na prevencao das complicacdes renais do paciente diabético canino.
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