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RESUMO

Distarbios do metabolismo da glicose - especialmente a diabetes mellitus - sdo comuns em
gatos. Assim, a afericdo da glicemia de forma rapida e facil é importante para clinicos e
tutores de gatos diabéticos. Glicosimetros portéteis (GPs) desenvolvidos para uso humano ou
veterinario estdo disponiveis no mercado, porém variam em sua acuracia e requerem
validacéo previa para uso em felinos. Com o objetivo de avaliar a acurécia analitica e clinica
de acordo com a ISO 15197:2013 de dois modelos de GPs, realizou-se um estudo com
amostras de sangue total de 48 gatos atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A acurécia analitica foi avaliada pelo método de
Bland-Altman, e a acurécia clinica pela analise da grade de erros. Avaliou-se ainda o efeito do
hematocrito sobre os valores de glicemia. Os valores de glicemia obtidos pelos GPs foram
maiores do que os obtidos pelo método de referéncia. Nenhum dos aparelhos atendeu aos
requisitos da ISO quanto a acuracia analitica, mas 0 GP de uso humano Accu-Chek
Performa® mostrou-se clinicamente acurado, ao contrario do observado para o GP veterinario
Gluco Calea® Houve interferéncia significativa do hematocrito da amostra no valor de
glicemia em todos os aparelhos. Com esse estudo, ressalta-se a necessidade de avaliar-se a
acuracia dos GPs de acordo com os critérios da 1SO 15197:2013 antes do uso de aparelhos
humanos ou veterinarios em gatos. O clinico deve estar ciente das limitacbes do aparelho
escolhido, de suas possiveis fontes de erro e da literatura que embasa sua utilizacdo em

felinos.

Palavras-chave: Gatos. Analise da grade de erros. Glicemia. Hematocrito. 1ISO 15197:2013.



ABSTRACT

Glucose metabolism disorders - especially diabetes mellitus - are common diseases in cats.
Thus, a quick and easy method for blood glucose measurement is important for clinicians and
cat owners. Portable blood glucose meters (PBGMs) designed for human or veterinary use
are currently available on the market, but they vary in their accuracy, and should be
validated for cats prior to clinical use. Our objective is to evaluate the analytical and clinical
accuracy of two models of PBGMs according to the ISO 15197:2013 requirements using 48
whole blood samples from feline patients at the Veterinary Clinic Hospital, Federal
University of Rio Grande do Sul. Analytical accuracy was assessed by Bland-Altman plots,
and clinical accuracy by error grid analysis. Haematocrit effect on BG measurements was
also evaluated. Values of BG were significantly higher in both PBGMs compared to the
reference method. None of the devices met ISO requirements for analytical accuracy, but the
human PBGM Accu-Chek Performa® was clinically accurate, unlike the veterinary PBGM
Gluco Calea®. Significant haematocrit interference was observed in both devices. Our results
emphasize the importance of assessing PBGMs’ accuracy according to ISO 15197:2013
criteria before using human or veterinary devices in cats. Clinicians must be aware of device

limitations, possible sources of error, and background knowledge supporting its use in cats.

Keywords: Cats. Error grid analysis. Glycaemia. Haematocrit. ISO 15197:2013.
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1 INTRODUCAO

1.1 Disturbios do Metabolismo da Glicose em Gatos

Diabetes mellitus (DM) é considerada uma das principais endocrinopatias do paciente
felino. A doenga caracteriza-se por um distirbio do metabolismo da glicose que, na maioria
dos gatos, é causada por uma combinacdo de secrecdo inadequada de insulina e resisténcia
insulinica. S&o sinais clinicos: perda de peso, polifagia, poliuria e polidipsia compensatoria. A
doenca acomete mais gatos machos, castrados e de meia idade. Os fatores de risco sao:
obesidade, baixa atividade fisica e tratamento prévio com glicocorticoides ou progestagenos
(SPARKES et al., 2015; OHLUND et al., 2017; BEHREND et al., 2018; CANNON, 2018;
GOTTLIEB; RAND, 2018).

O diagnostico da DM envolve a constatacdo de hiperglicemia persistente e glicosuria,
na presenca de sinais clinicos compativeis. Seu tratamento inclui uma dieta pobre em
carboidratos e insulinoterapia. Vale ressaltar que o curso da doenca na espécie felina
diferencia-se pela possibilidade de remissao - temporaria ou permanente - apos diagnostico e
inicio de insulinoterapia precoces, associados ao controle rigoroso da glicemia
(ATHANASIOU; TSOKANA; SARIDOMICHELAKIS, 2014; SPARKES et al., 2015;
BEHREND et al., 2018; CANNON, 2018; GOTTLIEB; RAND, 2018).

A afericdo da glicemia em gatos diabéticos é importante ndo somente para diagnéstico
da enfermidade, mas também para o monitoramento da efetividade do tratamento, para a
decisdo de alteracdes na dose e na frequéncia de administracdo da insulina, para a avaliacdo
da ocorréncia de remissdo e para identificacdo de episodios de hipoglicemia. Estes Gltimos
sdo de especial importancia clinica, visto que impdem risco de vida ao paciente (SPARKES et
al., 2015; CANNON, 2018; VIEBROCK; DENNIS, 2018).

Além de afericBes periodicas da glicemia no contexto clinico-hospitalar, o controle da
DM envolve, na maioria das vezes, a realizacdo de curvas glicémicas. Estas consistem na
afericdo da glicemia a cada 1-4 horas por pelo menos 12 horas a fim de avaliar a variabilidade
glicémica, o pico de acdo e duracdo da insulina, bem como o nadir de glicemia (COOK, 2012;
SPARKES et al., 2015). As curvas glicémicas, bem como as aferi¢cbes pontuais da glicemia
em gatos diabéticos, podem ser realizadas pelo médico veterindrio na clinica, porém a

predisposicdo da espécie ao estresse e a hiperglicemia induzida por ele, torna mais efetiva a
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realizacdo desse controle no ambiente domiciliar (CASELLA; WESS; REUSCH, 2002;
SPARKES et al., 2015; CANNON, 2018).

De acordo com diversos estudos mencionados por Athanasiou, Tsokana e
Saridomichelakis (2014), varias outras enfermidades e situacBes patolégicas além da DM
podem cursar com disturbios do metabolismo da glicose (Tabela 1), levando a quadros mais
ou menos graves de hipoglicemia ou hiperglicemia (Tabela 2). Portanto, a afericdo da
glicemia € importante nos quadros clinicos compativeis com hipoglicemia ou hiperglicemia
(Tabela 2), nos casos em que doencas do metabolismo da glicose constem como diagnostico
diferencial (Tabela 1), em todos 0s pacientes criticos e como ferramenta de triagem rapida da
salde geral do paciente felino (LINK; RAND; HENDRIKZ, 1997; DOBROMYLSKYJ;
SPARKES, 2010; ATHANASIOU; TSOKANA; SARIDOMICHELAKIS, 2014).

Tabela 1 — Causas de hipoglicemia e de hiperglicemia em gatos

Causas de hipoglicemia

Causas de hiperglicemia

Insulinoma

Hipoadrenocorticismo

Nanismo pituitario

Sepse

Neoplasia

Hepatopatias

Hipoglicemia neonatal e juvenil

Jejum prolongado em animais com
baixo escore corporal

Nefropatia (mais comumente doenca
renal aguda)

Intoxicagdes’

Medicacdes’

Erro laboratorial (demora na separacdo

do soro), policitemia grave

Diabetes mellitus
Pancreatite aguda
Glucagonoma
Hiperadrenocorticismo
Acromegalia
Hipertireoidismo
Sepse

Neoplasia
Trauma encefalico
Estresse

Ingestdo recente de alimentos

Medicacdes®

Fonte: Athanasiou, Tsokana e Saridomichelakis (2014, p. 275)

'Etilenoglicol, alcool, xilitol

“Insulina, hipoglicemiantes orais

%Glicocorticéides, progestagenos, agonistas ao-adrenérgicos, diuréticos tiazidicos, fluidos com
dextrose, nutri¢do parenteral
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Tabela 2 — Sinais clinicos de hipoglicemia e de hiperglicemia em gatos, independentemente

da causa subjacente

Sinais clinicos de hipoglicemia

Devido a neuroglicopenia
Reducéo de consciéncia, desorientacéo
Convulsdes
Cegueira
Ataxia, paresia
Fraqueza muscular

Devido a estimulacéo simpética
Nervosismo, inquietacéo
Midriase
Tremores musculares

Polifagia, ganho de peso

Sinais clinicos de hiperglicemia

Polidria/polidipsia

Andar plantigrado devido a neuropatia periférica

Fonte: adaptado de Athanasiou, Tsokana e Saridomichelakis (2014, p. 275)

1.2 Metodos de Determinacéo da Glicemia em Gatos na Rotina Clinica

Em geral, a afericdo da glicemia é realizada através da coleta de uma amostra de
sangue venoso, central ou periférico, a qual é avaliada por analisadores bioquimicos
automaticos em laboratorios de andlises clinicas veterinarias. Tais equipamentos usam o
método da hexoquinase, podendo associd-lo a um método enzimatico-colorimétrico de
deteccdo da reacdo glicose-oxidase/peroxidase através de um espectrofotometro de luz
(DOMORI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). O equipamento de bancada laboratorial
fornece resultados muito acurados e é considerado o método de referéncia (MR) padrdo-ouro
para afericdo da glicemia em pequenos animais. Porém, seu uso implica uma série de
desvantagens, tais como o requerimento de maior volume de sangue, a necessidade de coleta
com seringa e agulha, o maior custo, a menor disponibilidade, a necessidade de obtencdo de
plasma ou soro, bem como o maior tempo para realizacdo da analise e obtencdo do resultado.

Desta forma, a coleta para determinacdo laboratorial da glicemia em pacientes felinos resulta
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em consideravel estresse fisico e emocional para os animais (STEIN; GRECO, 2002;
ATHANASIOU; TSOKANA; SARIDOMICHELAKIS, 2014; DOMORI et al., 2014).

A fim de reduzir o estresse dos animais e a complexidade dos procedimentos de
afericdo da glicemia, diversos glicosimetros portateis (GPs) tém sido avaliados para a
obtencdo dos valores de glicemia em cdes e gatos (THOMPSON et al., 2002;
DOBROMYLSKY/J; SPARKES, 2010; DOMORI et al., 2014). Os GPs sdo pequenos
aparelhos desenvolvidos para permitir que pessoas diabéticas monitorem sua glicemia de
forma rapida e facil no ambiente domiciliar (DOBROMYLSKYJ; SPARKES, 2010;
REINEKE et al., 2010). A maioria deles detecta a reacdo enzimatica da glicose-oxidase da
fita teste do GP com a glicose sanguinea do animal, seguida pela conversdo do valor por
fotometria de reflectdncia (métodos fotométricos) ou por um eletrodo (métodos
eletroquimicos) (STEIN; GRECO, 2002; COOK, 2012; ATHANASIOU; TSOKANA,;
SARIDOMICHELAKIS, 2014).

Desde a década de 70, diversos modelos de GPs foram desenvolvidos, a maioria deles
destinados ao uso em humanos. Mais recentemente, também foram desenvolvidos GPs
destinados ao uso em animais. Varios modelos desse tipo de aparelho estdo disponiveis no
mercado e vém sendo usados em gatos diabéticos, tanto no ambiente clinico quanto domiciliar
(ZINI et al., 2009; DOBROMYLSKYJ; SPARKES, 2010; REINEKE et al., 2010; SELLERI;
DI GIROLAMO; NOVAIORI, 2014). As vantagens dos GPs em comparacdo com 0s métodos
laboratoriais de referéncia incluem a portabilidade, a maior disponibilidade, a facilidade de
uso, o baixo custo, a capacidade de fornecer resultados imediatos e a necessidade de pequenos
volumes sanguineos (LINK; RAND; HENDRIKZ, 1997; DOBROMYLSKYJ; SPARKES,
2010; REINEKE et al., 2010; PETRITZ et al., 2013; ATHANASIOU; TSOKANA;
SARIDOMICHELAKIS, 2014; DOMORI et al., 2014).

Os beneficios dos GPs ndo se estendem somente a rotina clinico-hospitalar do médico
veterinario. Os tutores de animais de companhia afetados por doencas como a DM tambem
foram beneficiados pela disponibilidade desses aparelhos. Sendo de baixo custo e facil
manuseio, 0s tutores de pacientes diabéticos podem realizar um controle mais frequente da
glicemia dos seus animais no ambiente domiciliar e realizar as curvas glicémicas requeridas
pelo clinico de modo menos estressante para o animal (WESS; REUSCH, 2000a;
THOMPSON et al., 2002; CANNON, 2018). Embora ja se tenha demonstrado que o uso
adequado dos GPs pelos tutores requeira treinamento prévio e constante suporte do

veterinario responsavel, a grande maioria dos tutores é capaz de realizar o0 monitoramento do
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seu animal em casa (DOBROMYLSKYJ; SPARKES, 2010; SPARKES et al.,, 2015;
CANNON, 2018).

Porém, como esperado, 0s gatos diferenciam-se nesse aspecto por nem sempre se
permitirem ser contidos para coleta da amostra de sangue. Mesmo a pungdo capilar
minimamente invasiva na veia marginal da orelha pode ser extremamente desafiadora em
alguns gatos. Casella, Wess e Reusch (2002) demonstraram que a manipulacdo dos GPs e
suas fitas teste ndo impde dificuldades de ordem técnica aos tutores de gatos, sendo o
comportamento do paciente o fator mais importante. A maioria dos gatos avaliados ndo
permitiu a realizacdo da curva glicémica e ndo se acostumou ao procedimento de coleta apds
uma tentativa preliminar. O estudo constatou que, ou a coleta de sangue era bem tolerada pelo
gato desde o inicio, ou ndo era tolerada de forma alguma.

1.3 Outros Recursos para a Aferi¢ao da Glicemia em Gatos Diabéticos

Apesar das vantagens do uso de GPs supramencionadas, a obtencdo de curvas
glicémicas tem suas limitacdes, mesmo quando a afericdo da glicemia ocorre dentro do
ambiente domeéstico (SALESOV et al., 2018). Além de nédo fornecer valores de glicemia de
forma continua, arriscando a perda da identificacdo do nadir e do pico de glicemia, os GPs
também podem ser pouco Uteis para verificar a duracdo da acdo da insulina quando o
monitoramento € limitado a um curto periodo de tempo. Além disso, nem todos os tutores de
gatos sdo capazes de obter amostras de sangue e realizar curvas glicémicas em casa. A fim de
compensar tais limitagdes, sistemas de monitoramento continuo da glicose (SMCG)
desenvolvidos para humanos foram avaliados para uso em felinos diabéticos (WIEDMEYER,;
JOHNSON; COHN, 2003; WIEDMEYER et al., 2005; MORETTI et al., 2010; REINEKE et
al., 2010; DIETIKER-MORETTI et al., 2011; HAFNER et al., 2012; SALESOV et al.,
2018).

Esses aparelhos constam de um sensor e de uma tela e aferem a glicemia no fluido
intersticial subcutaneo, a qual frequentemente se correlaciona bem com a glicemia do sangue.
Apesar de sua comprovada utilidade clinica, os SMCG ainda ndo sdo amplamente utilizados
na medicina veterinaria devido, ao menos em parte, ao alto custo (COOK, 2012). Contudo,
atualmente um SMCG humano (FreeStyle Libre®) vem sendo amplamente utilizado na rotina
com relativa acurécia e custo mais acessivel (DEL BALDO et al., 2021). Interessantemente,

0s estudos tém usado os GPs como método de referéncia para avaliacdo da acurécia dos
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SMCGs (WIEDMEYER; JOHNSON; COHN, 2003; MORETTI et al., 2010; DIETIKER-
MORETTI et al., 2011; HAFNER et al., 2012; SALESOV et al., 2018). Outros estudos
recentes avaliando aspectos do controle glicEmico em gatos saudaveis e/ou diabéticos também
vém utilizando GPs como método padrdo de afericdo da glicemia (REEVE-JOHNSON et al.,
2016, 2017; ZINI et al., 2018; COSTA et al., 2021). Em sua maioria, esses estudos adotam o
AlphaTrack 2®, que consiste no tnico GP veterinario ja validado para a espécie felina (ZINI
et al., 2009).

1.4 Critérios de Validacdo dos Glicosimetros Portateis em Gatos

Apesar das aplicagdes e vantagens dos GPs elencadas, sua acurdcia em comparagdo
com o0 método de referéncia é bastante questionada, de forma que a validacdo de cada nova
marca e modelo de aparelho langcados no mercado é necessaria antes do uso em cées e gatos
na rotina clinica (DOMORI et al., 2014). Semelhantemente ao que ocorreu na medicina
humana, o uso de GPs na medicina veterinaria vem permitindo que os clinicos e os tutores
dos animais obtenham valores de glicemia de forma rapida e facil, de modo a tomar decisdes
imediatas sobre o tratamento (WESS; REUSCH, 2000a; CASELLA; WESS; REUSCH, 2002;
CAPASSO et al., 2019). Embora ja tenham-se desenvolvido GPs de uso veterinario, 0s
mesmos ainda ndo estdo amplamente disponiveis, e os glicosimetros de uso humano ainda séo
os mais frequentemente utilizados (BRITO-CASILLAS et al., 2014).

A acuracia dos GPs de uso humano ou veterinario ja foi avaliada em amostras
sanguineas de varias espécies, tais como cdes e gatos (LINK; RAND; HENDRIKZ, 1997;
WESS; REUSCH, 2000a, 2000b, 2000c; COHEN et al., 2009; JOHNSON et al., 2009, ZINI
et al., 2009) e animais silvestres (PETRITZ et al.,, 2013; SELLERI; DI GIROLAMO;
NOVAIORI, 2014; HIGBIE; ESHAR; BELLO, 2015; CAPASSO et al., 2019). Em tais
estudos, nem todos os GPs de uso humano se mostraram suficientemente acurados para uso
em animais, € 0s GPs de uso veterinario também nem sempre apresentaram bom desempenho.
As diferencas observadas nos resultados dos diversos trabalhos citados, incluindo uma grande
diversidade de espécies animais, e o continuo lancamento de novos modelos pela industria,
ressalta a importancia de se avaliar o desempenho de novos glicosimetros na espécie de
interesse (SELLERI; DI GIROLAMO; NOVAIORI, 2014; CAPASSO et al., 2019).

Segundo Capasso et al. (2019), a falta de padronizacdo da metodologia de coleta de

dados e analise estatistica dos estudos realizados na avaliagdo dos GPs na medicina
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veterinaria € um grande desafio & comparacdo rigorosa dos modelos disponiveis para uso.
Porém, como ressaltado por Brito-Casillas et al. (2014), ndo se trata de recomendar uma
marca de glicosimetro como a melhor a ser utilizada e, sim, avaliar independentemente todos
os aparelhos adotados com essa finalidade, seja na rotina clinica, seja em estudos de pesquisa.
A utilizacdo de GPs inacurados pode levar ndo s6 a decisdes terapéuticas inadequadas; mas,
quando utilizados em pesquisas cientificas, tais resultados podem levar a falsas conclusbes
(BRITO-CASILLAS et al., 2014).

A avaliacdo da acurécia dos GPs é comumente realizada através da comparacdo dos
valores obtidos por esses aparelhos com os valores obtidos por um analisador laboratorial que
utiliza o método de referéncia da hexoquinase (SELLERI; DI GIROLAMO; NOVAIORI,
2014). A Organizagéo Internacional para Padronizagdo (em inglés, International Organization
for Standardization, 1SO), através da ISO 15197:2013 (1SO, 2013), estipula os requisitos para
determinacdo de um GP (e mais recentemente, também dos SMCGs) como acurado. A ISO
estabelece critérios internacionais minimos de desempenho para os aparelhos que aferem a
glicemia nas medicinas humana e veterinaria. Tais critérios baseiam-se na acuracia analitica e
clinica e especificam os procedimentos a serem utilizados para constatar a adequacdo aos
padrdes preconizados (BRITO-CASILLAS et al., 2014; SALESQV et al., 2018).

A acuracia analitica dos GPs € determinada através dos graficos de Bland-Altman
(BLAND; ALTMAN, 1986). A metodologia de Bland-Altman consiste na plotagem das
diferencas entre os resultados do GP e do MR contra os valores do MR. As especificactes da
ISO 15197:2013 exigem que os valores obtidos pelo GPs variem, no maximo, £15 mg/dL em
relacdo ao MR quando a glicose for <100 mg/dL e £15% quando a glicose for >100 mg/dL
(1SO, 2013).

Ja a acuracia clinica é rotineiramente avaliada pela analise da grade de erros (AGE)
(PARKES et al., 2000). Embora a AGE ndo forneca informac6es definitivas sobre a acuracia
dos GPs, ela é capaz de categorizar as leituras individuais de um GP com respeito as suas
consequéncias terapéuticas (WESS; REUSCH, 2000a, 2000b). Cada valor de glicemia obtido
pelo MR (eixo x) é comparado com o valor obtido pelo GP (eixo y), o qual é classificado em
uma de cinco zonas (zonas A a E). Valores de glicemia nas zonas A sdo considerados de
acuracia clinica méxima, enquanto valores na zona B sdo considerados clinicamente
aceitaveis. Valores nas zonas C, D e E podem levar a erros no tratamento ou falha na
identificacdo de valores anormais de glicemia (JOHNSON et al., 2009). Portanto, pode-se

considerar que as zonas da AGE estdo associadas a cinco niveis de risco: zona A,
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clinicamente acurada; zona B, acdo clinica alterada, mas nenhum ou minimo efeito no
desfecho clinico; zona C, a¢do clinica alterada com provéavel efeito no desfecho clinico; zona
D, acdo clinica alterada com risco medico consideravel; e zona E, acéo clinica alterada com
consequéncias perigosas.

Na medicina humana, essa andlise baseia-se na premissa de que o objetivo clinico é
manter a glicemia entre 70 e 180 mg/dL. Em cées e gatos, ndo se preconiza um controle tao
estrito da glicemia. Desta forma, quando todas as leituras de um GP se encontram nas zonas A
e B, o dispositivo também pode ser considerado clinicamente Gtil para pequenos animais, nos
quais uma amplitude maior de glicemia é tolerada (WESS; REUSCH, 2000a). Para considerar
um GP acurado, a I1SO 15197:2013 exige que 99% dos valores obtidos se encontrem nas
zonas A e B (ISO, 2013).

Vérios estudos demonstram que a aplicacdo de meétodos estatisticos parametricos
como a plotagem de Bland-Altman em conjunto com o uso da AGE para avaliacdo da
acuracia clinica fornecem informacgdes complementares na avaliacdo dos métodos de afericéo
da glicemia em gatos (WESS; REUSCH, 2000b, 2000c; DOBROMYLSKYJ; SPARKES,
2010; MORETTI et al., 2010; HAFNER et al., 2012; DOMORI et al., 2014; KANG et al.,
2016; MORI et al., 2016, 2017; SALESOV et al., 2018; DEL BALDO et al., 2021).

1.5 Fatores que Influenciam na Acuracia dos Glicosimetros Portateis

Vaérios fatores podem afetar a acuracia dos valores de glicemia obtidos pelos GPs:
erros relacionados ao usuario e ao aparelho, temperatura e umidade ambientais, administracéo
concomitante de farmacos, comorbidades do paciente e diversas caracteristicas da amostra de
sangue. Além da propria faixa glicémica da amostra ter clara influéncia no desempenho do
glicosimetro, outras caracteristicas sanguineas também ja se revelaram importantes, tais como
o nivel de oxigenacdo, a concentracdo de proteinas plasmaticas, a origem da amostra (sangue
venoso Vvs. capilar), a presenca e o tipo de anticoagulante, o volume da amostra e o
hematocrito do paciente (WESS; REUSCH, 2000b, 2000c; STEIN; GRECO, 2002;
THOMPSON et al.,, 2002; COOK, 2012). Quanto a origem da amostra sanguinea, cabe
ressaltar que Thompson et al. (2002) e Oliveira et al. (2015) ndo encontraram diferencas
clinicamente relevantes entre amostras de sangue capilar e sangue venoso.

O efeito do hematocrito sobre a acuracia dos GPs ja foi amplamente estudado em

pequenos animais. A maioria dos estudos concorda que os GPs tendem a superestimar a
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glicemia em cées e gatos com hematdcrito baixo. Ja amostras hemoconcentradas ou com
policitemia absoluta podem ter sua glicemia subestimada pelos GPs (WESS; REUSCH,
2000c; BRITO-CASILLAS et al., 2014; DOMORI et al., 2014; KANG et al., 2016; MORI et
al., 2016). Segundo Stein e Greco (2002), os aparelhos de uso humano seriam especialmente
suscetiveis a esse tipo de erro, visto que sdo desenvolvidos para uma faixa de hematdcrito
mais restrita em comparagcdo com a ampla faixa de hematdcrito encontrada nos animais como
resultado tanto de diferencas espécie-especificas quanto de doencas concomitantes. Alguns
estudos, no entanto, ndo conseguiram demonstrar nenhuma influéncia do hematécrito dos
pacientes felinos sobre a acuracia dos GPs testados (DOBROMYLSKYJ; SPARKES, 2010;
MORI et al., 2017).

Vaérias hipOteses ja foram propostas para explicar o efeito do hematdcrito sobre a
afericdo da glicemia. Hematocritos altos poderiam ocasionar alteragdes na viscosidade do
sangue, impedir que o plasma atinja a superficie de reagdo da fita teste, afetar a cinética de
difusdo ou aumentar o volume eritrocitario e reduzir o volume plasmatico. A menor
disponibilidade de plasma levaria a um volume insuficiente para uma mensuracdo adequada
pela superficie de reacdo da fita teste, conduzindo a erros (LOUIE et al., 2000). A maioria dos
autores endossa a hipotese de que, frente a um namero reduzido de eritrécitos, haja um
aumento na taxa de difusdo do plasma para a fita teste, e 0 plasma possui concentragdo de
glicose 10 a 15% maior do que o sangue total (WESS; REUSCH, 2000c; STEIN; GRECO,
2002). Considerar o efeito do hematocrito sobre o resultado da glicemia fornecido pelo GP em
uso € especialmente importante em gatos com morbidades que cursem com alteracfes do
hematocrito (STEIN; GRECO, 2002). De especial importancia para o atendimento de felinos
no Brasil, ha que se considerar a alta taxa de prevaléncia da infecc@o pelos retrovirus felinos
nas populacbes de gatos, dada sua associacdo frequente com quadros anémicos (COSTA et
al., 2017).

Além de todos os fatores supramencionados, caracteristicas espécie-especificas
também parecem influenciar na performance dos GPs humanos e veterinarios. Segundo
Selleri, Di Girolamo e Novaiori (2014), a diferenca na distribuicdo da glicose no plasma e nos
eritrocitos entre as espécies parece explicar, a0 menos em parte, a performance diferencial dos
aparelhos em cdes, gatos e animais silvestres. Diversos estudos mencionados pelo mesmo
autor evidenciam que, em cdes e gatos, aproximadamente 12 e 7% da glicose esta dentro dos

eritrocitos, respectivamente. J& em humanos, a glicose encontra-se distribuida
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aproximadamente 60% nos eritrocitos e 40% no plasma. Desta forma, seria esperado que GPs

de uso humano tendessem a superestimar a glicemia de espécies veterinarias.

1.6 Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo revisar aspectos relevantes sobre 0os métodos de
afericdo da glicemia em gatos e apresentar, em formato de artigo cientifico, os resultados de
uma pesquisa original realizada no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, comparando o desempenho de dois glicosimetros portateis com

amostras de sangue total felino.
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Accuracy evaluation of two portable blood glucose meters in feline patients using whole
blood samples
Avaliacdo da acurdcia de dois glicosimetros portateis em amostras de sangue total de

pacientes felinos

Mauricio Bianchini Moresco?, Viviana Cauduro Matesco?, Francisco Savio de Moura
Martins®, Guilherme Luiz Carvalho de Carvalho®, Gabriela da Cruz Schaefer?®, Nilson

Junior da Silva Nunes®*, Stella de Faria Valle***, Alan Gomes Poppl*®”.

ABSTRACT

Using portable blood glucose meters (PBGMs) to measure blood glucose (BG) concentration
is @ common procedure in veterinary practice. Our objective is to evaluate the analytical and
clinical accuracy of a human PBGM (Accu-Chek Performa® AC) and a veterinary PBGM
(Gluco Calea®, GC) in feline patients. Peripheric venous blood samples were collected from
48 cats at a Brazilian teaching hospital. Two devices from each model were used and
compared to a reference method (RM). Analytical accuracy was assessed according to I1SO
15197:2013 requirements for human PBGMs. Data were compared using Wilcoxon’s
nonparametric test, and represented by Bland-Altman plots. Haematocrit effect on BG
measurements was evaluated by Spearman correlation coefficient. Clinical accuracy was
determined using error grid analysis (EGA). Values of BG were significantly higher in all
PBGMs compared to the RM. Although ISQO's analytical accuracy requirements could not be
met by any of the devices, AC meters were more accurate than GC meters. All AC
measurements - but not GC ones - were within zones A and B of the EGA, meeting ISO

requirements for clinical accuracy. Therefore, AC showed greater accuracy compared to GC

“ Artigo redigido nas normas da revista Ciéncia Rural.
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using feline whole blood samples. Accuracy evaluations according to the 1SO 15197:2013
criteria before using human or veterinary PBGMs in cats is strongly recommended.

Key words: cats, error grid analysis, glycaemia, haematocrit, ISO 15197:2013.

RESUMO

O uso de glicosimetros portateis (GPs) para afericdo da glicemia € um procedimento comum
na rotina clinica veterinaria. O objetivo deste trabalho é avaliar a acuracia analitica e clinica
de um GP humano (Accu-Chek Performa®, AC) e um GP veterinario (Gluco Calea®, GC) em
felinos. Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas de 48 gatos atendidos em um
hospital-escola no Brasil. Foram utilizados dois GPs de cada modelo e comparados a um
método de referéncia (MR). A acuracia analitica foi avaliada de acordo com o0s requisitos
estipulados pela ISO 15197:2013 para GPs de uso humano. Os dados foram comparados pelo
teste ndo-parametrico de Wilcoxon e representados em graficos de Bland-Altman. O efeito do
hematocrito sobre os valores de glicemia foi avaliado pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman. A acurdcia clinica foi avaliada pela analise da grade de erros (AGE). Em
comparacdo com o MR, os valores de glicemia foram maiores em todos os GPs avaliados.
Nenhum deles atendeu aos requisitos da ISO quanto a acuracia analitica, mas o AC mostrou-
se mais acurado que o GC. Todos os valores de glicemia obtidos pelos GPs humanos - mas
ndo pelos GPs veterinarios - estiveram dentro das zonas A e B da AGE, demonstrando
acuracia clinica de acordo com as exigéncias da ISO. A interferéncia do hematocrito da
amostra mostrou-se significativa em todos os aparelhos testados. Portanto, 0 AC apresentou
maior acuracia quando comparado ao GC em amostras de sangue total em felinos. Avaliacdes
de acuracia de acordo com os critérios estipulados pela 1ISO 15197:2013 sdo necessarias antes
do uso de GPs de uso humano ou veterinario em gatos.

Palavras-chave: gatos, analise da grade de erros, glicemia, hematdcrito, 1ISO 15197:2013.
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INTRODUCTION

The use of portable blood glucose meters (PBGMSs) is a common procedure in
veterinary clinical practice to determine blood glucose (BG) concentration and to guide
decision making. These devices require lower blood volumes, provide quick results, and
imply less invasive blood collection, consequently decreasing the patient's physical and
emotional stress. Portable meters are especially useful when multiple blood samples must be
acquired within a short period of time, e.g., for obtaining a serial BG curve (WESS &
REUSCH, 2000c; COHEN et al., 2009).

Although BG values obtained by PBGMs are strongly correlated with measurements
obtained by a reference method (RM, i.e., automated chemistry analyzers), its analytical
accuracy is still questionable (WESS & REUSCH, 2000c; JOHNSON et al., 2009). Variables
such as haematocrit, blood type (venous versus capillary), and device enzymatic method can
all influence acquired values (STEIN & GRECO, 2002; SACKS, 2006). Therefore, clinicians
should be aware of possible sources of error when interpreting the results.

Thus, accuracy evaluation of PBGMs is necessary owing to the continuing launch of
new devices on the market. The objective of this study was to evaluate the analytical and
clinical accuracy of a human PBGM and a veterinary PBGM using whole blood samples from

feline patients.

MATERIALS AND METHODS
Patients

The study was conducted at the Veterinary Clinic Hospital, Federal University of Rio
Grande do Sul, Brazil. Forty-eight feline patients were randomly selected among the general

practice population. Blood samples were collected as part of the diagnostic workup of each
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cat and did not represent any additional stress. Informed consent was obtained from all cat

Owners.

Blood collection

Blood samples from the jugular vein were collected after minimal physical restraint
using a 21-gauge needle connected to a five milliliter syringe. Blood was immediately
fractionated into two tubes (Vacutainer, BD, New Jersey, USA): one containing
ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) for haematocrit evaluation, and the other containing
sodium fluoride for BG evaluation by the RM. The remaining blood in the syringe was used

to assess BG concentration with both PBGM models.

Blood glucose concentration

Blood glucose concentration was assessed using four devices: two identical human
PBGMs (Accu-Chek Performa®, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland; AC1 and AC2), and
two identical veterinary PBGMs (Gluco Calea®, Med Trust, Marz, Austria; GC1 and GC2).
All exams were performed in duplicate. Both models evaluate BG concentration by the
electrochemical method. For the assessment of low BG values, data were obtained from 12
blood samples kept for 12 hours in EDTA tubes before analysis by PBGMs and the RM

(FOBKER, 2014).

Device technical information

According to manufacturers, the human AC devices require a minimum blood volume
of 0.6 pL and its BG detection limits are 10 to 600 mg/dL. It operates without interference
within the 10-65% haematocrit range. The test strip uses an enzymatic reaction of glucose

dehydrogenase. The veterinary GC devices require a minimum blood volume of 0.5 pL and
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its BG detection limits are 20 to 600 mg/dL. It operates without interference within the 35-

55% haematocrit range. The test strip uses an enzymatic reaction of glucose oxidase.

Biochemical and Haematocrit Analysis

Blood samples were immediately handled by the Hospital’s Veterinary Clinical
Analysis Laboratory (LACVet). All analyses were performed in duplicate. Mean BG
concentration by the enzymatic colorimetric glucose oxidase method (Labtest Diagnostica,
Lagoa Santa, MG) was obtained in an automatic spectrophotometer (CM 200, Wiener Lab
Group, Argentina) as the RM. Haematocrit was obtained by the microhaematocrit method at

9520 g for 5 minutes.

Accuracy

Analytical accuracy was assessed according to the International Organization for
Standardization (ISO 15197:2013) requirements for human PBGMs (ISO, 2013). For a
PBGM to be considered accurate, two conditions must be met: 1) when glucose is <100
mg/dL, 95% of its measurements should not differ by more than 15 mg/dL from the RM
value, and 2) when glucose is >100 mg/dL, 95% of its measurements should not differ by
more than 15% from the RM value.

Consensus error grid analysis (EGA) for insulin-dependent diabetic patients was
applied in order to assess the clinical risk of each measure (i.e., clinical accuracy) (PARKES
et al., 2000). Error grid analysis compares the BG values from the RM with the PBGM within
five error zones associated with the following risk levels: zone A, clinically accurate; zone B,
altered clinical action, but with no or minimal effect on clinical outcome; zone C, altered
clinical action likely to affect clinical outcome; zone D, altered clinical action with

considerable medical risk; and zone E, altered clinical action with potentially dangerous
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consequences. For a PBGM to be considered accurate, 1ISO 15197:2013 stipulates that 99% of

values should lie within zones A and B (ISO, 2013).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6 software package
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Data normality was assessed by the Shapiro-
Wilk test.

For accuracy assessment, PBGMs (AC1, AC2, GC1, and GC2) and RM values were
compared using Wilcoxon’s nonparametric test. Difference between these values was
represented by the Bland-Altman plot (BLAND & ALTMAN, 1986).

The effect of haematocrit on BG measurement in each meter was evaluated by
calculating Spearman correlation coefficient between haematocrit and the difference between
PBGM and RM results (DOMORI et al., 2014). Correlation coefficient values were
interpreted as follows: 0.9-1, very high; 0.7-0.89, high; 0.5-0.69, moderate; 0.3-0.49, low, and
0-0.29, minimal correlation (JOHNSON et al., 2009; DOMORI et al., 2014; MORI et al.,

2016). Differences were considered significant at P-value <0.05.

RESULTS

Median, percentiles (P25 and P75), and amplitude of BG values evaluated by PBGMs
and the RM are shown in Table 1. Values of BG concentration obtained with both PBGMs
were significantly higher than the reference values for all measurements (P <0.001).

In terms of analytical accuracy, none of the devices has met ISO 15197:2013
requirements regarding percentage of variation in relation to the RM. However, when
compared to each other, human PBGMs were more accurate than the veterinary meters.

Meters AC1 and AC2 had 83 and 92% of their measurements within the required limits,
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respectively (Figure 1A-B). On the other hand, meters GC1 and GC2 performed poorly; only
four samples for GC1 and two samples for GC2 were within required limits by ISO (Figure
1C-D).

In contrast, clinical accuracy of PBGMs AC1 and AC2 assessed by EGA met ISO
requirements. All of their measurements were within the clinically acceptable zone (zones A
and B) (Figure 2A-B; Table 2). However, PBGMs GC1 and GC2 displayed unsatisfactory
results, presenting 15 and 21% of their values in zone C, respectively (Figure 2C-D; Table 2).

The median of samples’ haematocrit was 28%, ranging from 19 to 40%. Significant
haematocrit influence on BG values was observed in all meters. Moderate correlation was
detected in ACL (r = -0.5782; P <0.001), AC2 (r = -0.6045; P <0.001), GC1 (r = -0.5871; P

<0.001), and GC2 (r = -0.5894; P <0.001).

DISCUSSION

Despite availability of veterinary devices, the use of human PBGMs is still common at
small animal settings. Given the continuous launch of new devices on the market, assessment
of their accuracy in clinical practice and validation for the target species are considered a
priority in veterinary medicine (BRITO-CASILLAS et al., 2014; CAPASSO et al., 2019).
Fewer studies have evaluated accuracy of PBGMs exclusively in cats (WESS & REUSCH,
2000c; ZINI et al.,, 2009; DOBROMYLSKYJ & SPARKES, 2010) compared to studies
focused on dogs (e.g., WESS & REUSCH, 2000a; COHEN et al., 2009; JOHNSON et al.,
2009; BRITO-CASILLAS et al., 2014).

The models compared in this study were chosen because AC had a very good
performance in dogs when compared to other human PBGMs (BRITO-CASILLAS et al.,
2014) and to the RM in cats and dogs (COSTA et al., 2021). However, its performance was

not as good as two of the veterinary PBGMs tested in cats and dogs by KANG et al. (2016),
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although CERA-PET® had the poorest performance among all four PBGMs studied by those
authors. On the other hand, GC has been recently introduced in the Brazilian market and has
been only preliminary evaluated in cats (MALERBA et al., 2018).

In our study, the medians of BG values obtained with both human and veterinary
PBGMs were higher than the values obtained by the RM. In previous studies, AC provided
lower values than the RM in cats and dogs (KANG et al., 2016) and in dogs but not in cats
(COSTA et al, 2021). Several studies have shown that some devices consistently
overestimate while others underestimate BG values in small animals (WESS & REUSCH,
2000a, 2000c; JOHNSON et al., 2009; ZINI et al., 2009; BRITO-CASILLAS et al., 2014).

Neither the human nor the veterinary meter here studied have reached the analytical
accuracy parameters required by ISO. Studying nine PBGMs with canine whole blood
samples, BRITO-CASILLAS et al. (2014) also found that none of the devices fulfilled those
requirements. We found that the human PBGM (AC) was more accurate than the veterinary
device (GC). The reason for such discrepancy, however, remains unclear. In a previous study,
BG values obtained with AC presented a good correlation with the RM values in cats and
dogs (COSTA et al., 2021). Unlike our findings, some studies have shown that veterinary
PBGMs, with few exceptions, are equally or more accurate for use in dogs and cats than those
designed for humans (COHEN et al., 2009; ZINI et al., 2009; KANG et al., 2016).

However, errors in BG measurements may not have any clinical repercussions or
dangerous effects on therapeutic conduct, such as iatrogenic hypoglycaemia due to high doses
of insulin or unnecessary glucose supplementation. In this sense, clinical accuracy assessment
of PBGMs should be used in conjunction with analytical accuracy assessment to provide
complementary information (DOBROMYLSKYJ & SPARKES, 2010). Clinical accuracy
evaluation of portable meters by EGA was initially developed for human diabetic patients.

Nonetheless, several studies involving cats and dogs have successfully applied this
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methodology (WESS & REUSCH, 2000b, c; DOBROMYLSKYJ & SPARKES, 2010;
BRITO-CASILLAS et al.,, 2014; KANG et al., 2016; COSTA et al., 2021).

Recent studies in feline patients evaluating clinical accuracy of human PBGMs by
EGA have obtained all values within zones A and B (DOMORI et al., 2014; MORI et al.,
2016), including one study with AC (COSTA et al., 2021). Similarly, our study found 100%
of values for the AC meter within zones A and B. However, GC presented a significant
percentage of values in zone C, compromising its clinical accuracy according to ISO
requirements. Such difference in clinical performance could be partially explained by the
interference of the samples’ low haematocrit values with BG measurements, since GC
operates without interference in a much more restricted haematocrit range (35-55%) than AC
(10-65%). A wide haematocrit range would be desirable for any veterinary PBGM.

Independent research using the same veterinary PBGM from the present study (GC)
reported similar results (MALERBA et al, 2018). Device accuracy based on ISO
requirements was assessed using venous and capillary blood samples from 47 feline patients.
Only 21.4 and 34.5% of the venous and capillary BG values, respectively, were within the
recommended range for acceptable analytical accuracy. Regarding clinical accuracy evaluated
by EGA, 15-21% of the venous and capillary BG values, respectively, were outside zones A
and B. For now, all available evidence suggests unsuitability of Gluco Calea® for BG
measurement in cats.

It has been shown that haematocrit affects accuracy of BG measurements both in
human patients and in dogs and cats (WESS & REUSCH, 2000c), although at least one study
in cats failed to show any such influence (DOBROMYLSKYJ & SPARKES, 2010). The
negative relationship between haematocrit and BG concentration using PBGMs observed in
our study corroborates previous reports (BRITO-CASILLAS et al., 2014; TAUK et al., 2015;

KANG et al., 2016). A mechanism by which haematocrit interferes with BG measurement in
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portable devices has been already proposed. The larger the number of erythrocytes in a whole
blood sample, the lower the volume of plasma that penetrates the test strip reagent layer,
leading to inaccurate results. Thus, haemoconcentration leads to lower BG values, while
haemodilution produces higher BG values (RAMLJAK et al., 2013).

This hypothesis is corroborated by the results of TAUK et al. (2015), who investigated
the BG concentration in a PBGM using serum, plasma and whole blood samples, and a RM
using serum samples. Average difference between BG concentrations determined by the RM
and the PBGM was 0.4, 0.3 and 31.0 mg/dL in dogs, and 7.0, 6.0 and 32.0 mg/dL in cats, in
serum, plasma and whole blood samples, respectively. Therefore, PBGMs that operate with
less interference within a wider haematocrit range - such as claimed by the AC manufacturer -
could prove more reliable for clinical use. Besides, careful evaluation of BG values in
anaemic cats is recommended due to this tendency of BG overestimation allied to the
prevalence of anaemia in the species (WESS & REUSCH, 2000c).

Instead of employing portable meters as a tool for diabetes mellitus (DM) definitive
diagnosis, its main application concerns monitoring low or high BG values in diabetic patients
under treatment to support rapid decisions. Feline patients require special attention from the
clinician regarding BG values interpretation, due to the species’ susceptibility to stress-
induced hyperglycaemia at the clinical setting. Accuracy errors resulting in overestimated BG
values, including those here observed with GC, become of great concern. In such cases,
veterinarians may feel compelled to start unnecessary insulin treatment, especially given the
lack of consensus in feline DM diagnosis (GILOR et al., 2016). Current recommendations for
DM diagnosis include documenting persistent hyperglycaemia and glycosuria associated with
consistent clinical signs (SPARKES et al., 2015).

It is worth mentioning that there are limitations to our study. First, PBMGs were

designed to evaluate BG levels in capillary blood instead of whole blood. Therefore, it would
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be necessary to confirm meter accuracy using capillary blood samples, which are known to
have glucose levels approximately 20 to 25% higher than that of the venous blood (SACKS,
2006). Second, analytical accuracy of PBGMs were not compared through different
glycaemic ranges (i.e., low, normal, and high glucose levels), as in previous studies (ZINI et
al., 2009). Third, lack of a common statistical analysis technique and study design within and
across species is a serious limitation to our field of study, as highlighted by CAPASSO et al.

(2019).

CONCLUSION

Accuracy evaluations according to the 1ISO 15197:2013 criteria before using human or
veterinary PBGMs in cats is strongly recommended. Although none of the devices reached
analytical accuracy using feline whole blood samples, Accu-Chek Performa® is a better
option than Gluco Calea®. The human PBGM has shown acceptable clinical accuracy in the
cat, and can be safely adopted in clinical routine without compromising clinical conduct. The
veterinary PBGM, in turn, has produced clinical accuracy errors that could result in mistaken
conducts and expose the patient to unnecessary medical risks. Haematocrit interference on
both PBGMs’ analytical accuracy was documented, showing a negative relationship with BG

measurements.
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Figure 1 - Bland-Altman plots of four portable blood glucose meters (PBGMs) evaluated in

this study. Blood glucose (BG) values determined by the reference method (RM) are

represented on the x-axis, while the corresponding differences between BG values determined

by the PBGM and the RM are represented on the y-axis. Grey lines express the limits defined

by 1SO 15197:2013 for analytical accuracy. (A) Accu-Chek Performa® 1 (AC1); (B) Accu-

Chek Performa® 2 (AC2); (C) Gluco Calea® 1 (GC1); (D) Gluco Calea® 2 (GC2).



AC1 (mgldL)

GC1 (mgldL)

Figure 2 - Error grid analysis of blood glucose (BG) concentrations obtained by four portable
blood glucose meters (PBGMs) in 48 feline whole blood samples and 12 hypoglycaemic
samples obtained after maintenance in ethylenediamine tetra acetic acid anticoagulant for 12
hours. Values of BG concentration measured with the PBGM are plotted against reference

method values. (A) Accu-Chek Performa® 1 (AC1); (B) Accu-Chek Performa® 2 (AC2); (C)
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Table 1 - Blood glucose concentration measurements determined by the portable blood
glucose meters and the reference method. Data regarding hypoglycaemic values obtained

from blood samples maintained for 12 hours in EDTA were excluded.

Blood glucose concentration (mg/dL)

Device Median (P25 — P7s) Amplitude
AC1 90.50 (77.75 — 106.50) 64.00 — 206.50
AC2 88.00 (77.13 — 107.30) 64.50 — 205.50
GC1 124.80 (101.30 — 158.40) 90.50 — 283.00
GC2 125.00 (104.50 — 157.50) 83.00 — 289.00
RM 81.50 (73.25 — 102.50) 62.00 — 181.00

P2s, percentile 25; P75, percentile 75.
AC, Accu-Chek Performa®; EDTA, ethylenediamine tetra acetic acid; GC, Gluco Calea®;

RM, reference method.
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Table 2 - Percentage of measurements obtained by human and veterinary portable blood

glucose meters within zones A, B, and C of the error grid analysis. Measurements in zones D

or E were not recorded.

Zones AC1 AC2 GC1 GC2
A (%) 88 88 13 11
B (%) 13 13 72 68
C (%) 0 0 15 21

AC, Accu-Chek Performa®: GC, Gluco Calea®.
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3 CONCLUSOES

Os glicosimetros portateis sdo fortes aliados do clinico e do tutor no manejo de gatos
diabéticos nos ambientes hospitalar e domiciliar. Independentemente de serem desenvolvidos
para uso humano ou veterinario, cada nova marca ou novo modelo langcado no mercado deve
ser testado e validado em termos analiticos e clinicos para o uso em gatos. Como exemplo, 0
glicosimetro de uso veterinario Gluco Calea® ndo se mostrou suficientemente preciso,
podendo conduzir a erros no manejo terapéutico de pacientes diabéticos. Este modelo ja ndo
se encontra disponivel no mercado brasileiro. O glicosimetro humano Accu-Chek Performa®,
por sua vez, ndo atingiu os critérios internacionais de acuracia analitica, porém suas afericbes
ndo apresentaram erros que implicassem consequéncias clinicas importantes. Este ultimo
modelo esta gradualmente desaparecendo do mercado brasileiro, sendo substituido por outros
mais modernos da marca Accu-Chek®. Visto que os aparelhos atualmente disponiveis variam
guanto a sua acurécia, o clinico deve estar ciente das limitacdes do aparelho escolhido, de

suas possiveis fontes de erro e da literatura que embasa sua utilizagéo na espécie felina.
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