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RESUMO

A Ehrlichia spp. é um género de bactérias que podem ser transmitidas aos cées pela
picada do carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus e causar sintomatologia clinica como
anorexia, letargia e esplenomegalia; alteracdes laboratoriais como a trombocitopenia e a
anemia; e complicacGes secundarias a infeccdo, sendo uma delas a injuria renal aguda (IRA).
A IRA, em doengas infecciosas, pode estar relacionada a glomerulonefrite gerada a partir da
deposicdo de imunocomplexos, mas ha relatos de lesdo tubular renal também acometer esses
pacientes, como em cdes com leishmaniose visceral. A relacdo GGT:creatinina urinaria é um
marcador precoce e persistente de lesdo tubular renal, detectando esta alteracdo mesmo em
pacientes com creatinina sérica dentro dos valores de referéncia. Foram realizados exames de
urindlise e relagdo GGT:creatinina urinaria em 10 cdes saudaveis e 10 cdes positivos para
Ehrlichia spp., que constataram diferencas estatisticas (p < 0,001) dos valores da relagdo
GGT:creatinina urinaria entre os dois grupos, que permitiu atestar a lesdo tubular nestes
pacientes. Clusterina e cistatina B urinaria também sdo marcadores de lesdo tubular renal e ja
foram dosados em pacientes com Ehrlichia spp., no entanto, seu alto custo, quando comparado
a relacdo GGT:creatinina urinaria, torna seu uso na rotina clinica inviavel. A relacdo
GGT:creatinina urinaria, portanto, vem como uma ferramenta passivel de ser utilizada como
marcador da lesdo tubular em c@es com Ehrlichia spp., uma vez que requer equipamentos e
reagentes ja utilizados nas rotinas laboratoriais, possui baixo custo quando comparada a outros

biomarcadores, além de permitir o diagnostico precoce da injuria renal.

Palavras-chave: cées, rins, bioguimico.



ABSTRACT

Ehrlichia spp. is a genus of bacteria that can be transmitted to dogs through the bite of
the Rhipicephalus sanguineus tick, causing clinical symptoms such as anorexia, lethargy, and
splenomegaly; laboratory alterations like thrombocytopenia and anemia; and complications
secondary to the infection, one of which is acute renal injury (AKI). AKI in infectious diseases
may be related to glomerulonephritis caused by the deposition of immune complexes, but there
are reports of tubular renal injury also affecting these patients, as seen in dogs with visceral
leishmaniasis. The urinary GGT:creatinine ratio is an early and persistent marker of tubular
renal injury, detecting this alteration even in patients with serum creatinine within reference
values. Urinalysis and urinary GGT:creatinine ratio tests were performed on 10 healthy dogs
and 10 dogs positive for Ehrlichia spp., which revealed statistically significant differences (p <
0.001) in the urinary GGT:creatinine ratio values between the two groups, confirming tubular
injury in these patients. Urinary clusterin and cystatin B are also markers of tubular renal injury
and have been measured in patients with Ehrlichia spp.; however, their high cost compared to
the urinary GGT:creatinine ratio makes their use in clinical practice unfeasible. Therefore, the
urinary GGT:creatinine ratio emerges as a tool that can be used as a marker of tubular injury in
dogs with Ehrlichia spp., as it requires equipment and reagents already used in laboratory
routines, is low-cost compared to other biomarkers, and allows early diagnosis of renal injury.

Key words: dog, kidney, biochemical.
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1 INTRODUCAO

A erliguiose monocitica canina € uma doenca endémica da regido de Botucatu (UENO
etal., 2009) causada pelo agente infeccioso do género Ehrlichia spp., transmitido pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus, agente parasitario comum de cées (UENO et al., 2009).

Animais com erliquiose costumam apresentar anorexia, letargia, hipertermia e
esplenomegalia, além de alteracfes laboratoriais variaveis, sendo as mais comuns anemia e
trombocitopenia (SHARMA & KACHHAWA, 2016; BURTON et al., 2020).

Como complicagdes secundarias a infeccao, alguns animais desenvolvem doenca renal
cronica (DRC) ou injdria renal aguda (IRA) (BURTON et al., 2020; CRIVELLENTI et al.,
2021), com aumento dos niveis de ureia e creatinina séricas e alteracbes em exames
ultrassonograficos no tamanho e ecogeneicidade dos rins.

Cées com DRC ou IRA podem apresentar glomerulonefrite ocasionada pela deposi¢édo
de imunocomplexos em decorréncia da erliquiose (CRIVELLENTI et al., 2021). A leséo
tubular € outro mecanismo que pode estar presente nos animais com doenca renal, seja ela DRC
ou IRA, e arelacdo GGT e creatinina urinaria € um biomarcador de proteinuria e lesdo tubular
(HEIENE et al., 2001; IBBA, et al., 2016). No entanto, ndo ha, na literatura, relatos das
dosagens deste parametro em pacientes com Ehrlichia spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

A relacdo GGT e creatinina urinéria tem sido estudada para avaliar lesdo e proteinuria
tubular renal (HEIENE et al., 2001; IBBA et al., 2016), mas 0 seu uso na rotina clinica ainda
ndo e bem difundido.

Ibba et al., em 2016, avaliaram estes parametros em cdes com leishmaniose visceral
canina e concluiram que a relagdo GGT e creatinina urindria maior que 0,81 pode ser capaz de
identificar pacientes com proteinuria tubular.

A erliguiose monocitica canina, assim como a leishmaniose, é uma doenca causada por
um agente infeccioso; neste caso, por uma bactéria (Ehrlichia spp.) e pode causar
glomerulonefrite, devido a deposicéo de imunocomplexos, levando a injaria renal aguda e, em
alguns casos, a doenca renal crénica (BURTON et al., 2020; CRIVELLENTI et al., 2021; LE
SUEUR et al., 2023). No entanto, ndo ha, na literatura consultada, estudos avaliando a relacédo
GGT:creatinina urinaria em cées com esta doenca.

Le Sueur et. al., em 2023, avaliaram que as dosagens de clusterina urinaria e cistatina B
urinaria — biomarcadores para injurias renais — em pacientes com erliquiose tiveram um
aumento que pode estar associado a injdria renal aguda subclinica com lesdo tubular. Os niveis
de creatinina e SDMA, marcadores conhecidos de injdria renal, por outro lado, permaneceram
estaveis.

A GGT urinaria também é um biomarcador para injarias renais, mas é uma ferramenta
mais barata e acessivel na rotina clinica (IBBA et al., 2016). Seu uso como marcador de lesdo
tubular pode auxiliar em um diagnostico mais precoce e, consequemente, em abordagens

terapéuticas para reverter a lesdo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 20 cées, sendo 10 machos e 10 fémeas, com idade entre 1 més e 14
anos, divididos em dois grupos: 10 cdes clinicamente saudaveis (grupo controle), adultos, com
exames laboratoriais dentro do intervalo de referéncia, provenientes de tutores particulares e 10
cdes com PCR positivo para Ehrlichia spp, sem outras comorbidades (grupo doente) (LE
SUEUR et al., 2023). O uso dos animais foi autorizado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais — CEUA — FMVZ — UNESP, Botucatu-SP, protocolo n® 212/2024-CEUA, bem como

pelos tutores dos animais.

3.2 Procedimentos e avaliagdes clinicas e laboratoriais

Os animais selecionados para este projeto foram submetidos aos exames fisico e
laboratorial. Foram realizados os exames de hemograma, bioquimico (ureia, creatinina, ALT,
FA, GGT, proteina total, aloumina e globulina), urindlise e dosagem de GGT e creatinina

urindria.

3.2.1 Colheita dos exames laboratoriais

A venopuncao unica foi realizada na jugular externa usando um tubo a vacuo contendo
anticoagulante Acido Etileno-Diamino-Tetraacético K3 (EDTA K3) a 7,5% para hemograma e
um tubo seco para as andlises bioguimicas. Para urinalise e dosagens de GGT e creatinina
urinéria, a coleta de urina foi realizada por cistocentese guiada por ultrassom, cateterismo ou

micgédo natural.

3.2.2 Andlises laboratoriais

3.2.2.1 Hemograma

As contagens de hemacias, leucocitos totais, plaquetas e determinacdo de hemoglobina,
bem como volume corpuscular médio (VCM), concentracdo hemoglobinica corpuscular média
(CHCM), volume plaquetario médio (VPM) e amplitude de distribuicdo eritrocitaria (RDW)
foram realizadas em contador automatizado de células veterinario (Celltac®, Nihon Kohden)).
O volume globular (VG) serd determinado pelo método do microcapilar de Strumia (11.400
rpm por 5 minutos). A contagem diferencial de leucocitos, juntamente com avaliagdo
morfoldgica de hemdcias, leucdcitos e plaquetas, bem como estimativa de plaquetas por campo

de 1.000x, foi realizada em esfregaco sanguineo corado com corante hematoldgico comercial



(Instant-Prov, Newprov, Pinhais, PR, Brasil).

3.2.2.2 Analises Bioquimicas

O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue apoOs a colheita. A avaliacdo da
bioguimica sérica e a relacdo proteina: creatinina foram executadas em um dispositivo
bioquimico automatizado (Cobas Mira Plus — Roche, Manheimm, Alemanha) usando Kits
(Bioclin® e Labtest®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As analises bioquimicas
incluiram ureia, creatinina, alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-
glutamil transferase (GGT), proteina total sérica, albumina e globulina.

3.2.2.3 Urinélise

A urina foi submetida a analise fisico e quimica, utilizando refratbmetro humano e fitas de
urinalise Combur'®Test®™ (Roche, Manheimm, Alemanha). Para sedimentoscopia, 5mL da
urina foram centrifugados por 5 minutos em uma rotacdo de 1.500rpm. 4,5mL do sobrenadante
foram desprezados e o sedimento serd homogeneizado juntamente com os 0,5mL restantes. Na
lamina, foi pipetado 20uL da urina centrifugada e acrescida uma laminula por cima,

prosseguindo com a sedimentoscopia.

3.2.2.4 Relacdo GGT e creatinina urinaria

A analise foi feita com 0,1mL de urina em um bioquimico automatizado (Roche® -
Cobas Mira Plus) usando kits (Bioclin® e Labtest®) de acordo com as recomendacBes do
fabricante. Apos a andlise, a relacdo foi calculada dividindo o valor da GGT urinaria pelo da

creatinina urinaria.

3.3 Analise estatistica

A normalidade dos dados sera verificada pelo teste de Shapiro Wilk, e os testes de T
student e Mann-Whitney serdo utilizados para a comparacdo dos dados paramétricos e ndo
paramétricos, respectivamente. Em todas as analises a significancia estatistica sera estabelecida

com valor de p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, 20 animais participaram do estudo, sendo 10 animais no grupo controle e 10



animais do grupo doente. No grupo controle, 90% dos animais eram fémeas, com idades entre

3 e 14 anos, sendo, em sua maioria, sem raga definida (SRD) (50%), seguido de poodle (20%),

blue heeler (10%), pinscher (10%) e maltés (10%). No grupo doente, 90% dos animais eram

machos, com idade entre 1 més e 11 anos, sendo, a maioria, sem racga definida (50%), seguido

de shih-tzu (30%), pitbull (10%) e spitz (10%).

Tabela 1: Resultados do grupo positivo para Ehrlichia spp.

GGT/Creat  Densidade Proteina  Glicose . .
o o o o Hidratacdo
Urinaria urinaria urinaria  urinaria
Levemente
Animal 1D 0,60 1,028 3,16 T=F Normal )
desidratado
) N&o
Animal 2D 2,15 1,026 2,53  Tragos* Normal )
informado
Animal 3D 1,75 1,036 0,42 Tracos Normal Normal
. Moderada
Animal 4D 1,20 1,014 9,29 ++ ++ . .
desidratacao
Animal 5D 1,23 1,036 2,1 Tracos*  Normal Normal
) N&o
Animal 6D 0,58 >1,050 0,47 Tracos*  Normal )
informado
Animal 7D 0,24 1,04 0,10 Tracos*  Normal Normal
Animal 8D 1,12 1,042 0,50 Tracos*  Normal Normal
Levemente
Animal 9D 1,32 1,022 10,14 +++ Normal )
desidratado
) Levemente
Animal 10D 0,42 1,048 0,78 + Normal ]
desidratado
Fonte: Giovanna Valverde Magalhdes Barbosa
*Coleta por mic¢do natural ou cateterismo.
Tabela 2: Resultados do grupo controle
GGT/Creat Densidade Proteina  Glicose )
o o UPC . o Hidratacdo
Urinaria urinaria urinaria  urinaria
Animal 1C 0,22 1,018 0,18 Tracos Normal Normal
Animal 2C 0,18 >1,050 0,19 Negativo  Normal Normal




Animal 3C 0,15 1,016 0,10 Negativo  Normal Normal
Animal 4C 0,13 1,042 0,07 Negativo  Normal Normal
Animal 5C 0,14 1,014 0,08 Negativo  Normal Normal
Animal 6C 0,32 1,024 0,13 Negativo  Normal Normal
Animal 7C 0,19 1,048 0,13 Tracos*  Normal Normal
Animal 8C 0,19 >1,050 0,07 Tracos*  Normal Normal
Animal 9C 0,26 1,046 0,11 Tragos*  Normal Normal
Animal 10C 0,20 1,020 0,16 Negativo  Normal Normal

Fonte: Giovanna Valverde Magalhaes Barbosa
*Coleta por mic¢éo natural ou cateterismo.

N&o houve diferenca estatistica entre as medianas das densidades urinaria dos cédes do
grupo controle e do grupo doente (1,033 e 1,036, respectivamente; p = 0,94). Por outro lado,
houve diferenca estatistica entre as medianas da relagdo proteina:creatinina urinaria entre o
grupo controle e grupo doente (0,12 e 1,44, respectivamente; p = 0,004) e da relacdo
GGT:creatinina urinaria entre estes mesmos grupos (0,19 e 1,16, respectivamente; p < 0,001).

No entanto, apenas 2 dos 10 animais do grupo doente apresentava creatinina acima do intervalo

de referéncia (0,50 — 1,5mg/dL).

Tabela 3 - Medianas e valor p do grupo com Ehrlichia spp. e do grupo controle

Grupo com Ehrlichia spp. Grupo controle
Valor p
(n=10) (n=10)
Relagdo GGT:creatinina
1,16 (0,24 — 2,15) 0,19 (0,13-0,32) < 0,001
urindria
Relagdo
protéina:creatinina 1,44 (0,10 — 10,14) 0,12 (0,07 - 0,19) 0,004
urindria
Densidade urindria 1,036 1,033 0,94

Fonte: Giovanna Valverde Magalhdes Barbosa

Os valores em parénteses referem-se aos valores minimos e maximos obtidos em cada grupo. O valor p foi obtido

utilizando o teste de Mann-Whitney para comparar dados ndo paramétricos.

Os resultados do presente trabalho corroboram com trabalhos anteriores que

identificaram valores de relacdo proteina:creatinina urinaria maiores em cdes com erliquiose,



quando comparados com cées saudaveis (CRIVELLENTI et al., 2021; QUROLLO et al., 2019;
ZILIANI et al., 2019), relacionado, principalmente, com a deposicdo de imunocomplexos
gerada pelas doencas infecciosas (CIANCIOLO et al., 2013).

Além da proteinaria glomerular, proteindria tubular pode estar presente. Em cédes com
leishmaniose, a relagdo GGT:creatinina urinaria estava maior em pacientes com proteinuria
tubular — atestada por meio de eletroforese (IBBA et al., 2016). Nos cées do presente estudo, a
relacdo GGT:creatinina urinaria também estd aumentada, quando comparada com cées
saudaveis, indicando lesdo tubular, mas exames complementares, como a realizacdo da
eletroforese das proteinas presentes na urina, precisam ser realizados para identificar se ha
proteinuria tubular concomitante.

A relacdo GGT:creatinina urinaria aumentada esta relacionada com lesdo tubular em
cdes (HEIENE et al., 2001; IBBA et al., 2016), e é considerada um marcador precoce e
persistente de injuria renal (PRESSLER, 2013), mas seus valores em cdes com erliquiose ndo
tinham sido avaliadas até o presente estudo. A clusterina e a cistatina B urinaria, por outro lado,
ja foram estudadas nestes animais e indicam lesdo no terco final do segmento do tubulo
proximal ou no tdbulo distal, e necrose e apoptose de células epiteliais tubulares,
respectivamente (LE SUEUR e t al., 2023).

Outro marcador de lesdo tubular é a glicosuria, desde que ndo acompanhada de
hiperglicemia (ORMONDE et al., 2022). Dos cdes elegidos para o estudo, apenas um
apresentou glicosria (++, método semi-quantitativo, Combur®Test®™M), mas com
hiperglicemia concomitante (glicemia: 140mg/dL; intervalo de referéncia: 80-120mg/dL).

Dos 10 cées com erliquiose avaliados, apenas 2 apresentavam valores de creatinina
sérica acima do intervalo de referéncia (0,5 — 1,5mg/dL), apesar das alteracfes dos valores da
relacdo proteina:creatinina urinaria e relacdo GGT:creatinina urinaria. A creatinina sérica tem
baixa sensibilidade para diagnosticar injdria renal, uma vez que seus valores alteram apenas
quando cerca de 66% dos néfrons séo acometidos (PRESSLER, 2013).

Devido seu baixo custo frente a clusterina e a cistatina B, bem como sua capacidade de
detectar precocemente a lesdo renal, a relacdo GGT:creatinina urinaria € uma opgao viavel para

rotina clinica, a fim de atestar se ha acometimento tubular dos caes com erliquiose.



5 CONCLUSAO

A relacdo GGT:creatinina urinaria altera-se em pacientes caninos infectados por
Ehrlichia spp. quando comparados com cées saudaveis e pode tornar-se um importante
biomarcador da lesdo tubular nestes pacientes, permitindo o diagnostico de injurias renais
agudas e, consequentemente, uma abordagem terapéutica precoce, uma vez que seus niveis
alteram-se antes da creatinina sérica. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre as
densidades urinaria dos grupos controle e com erliquiose, a urinalise mantém-se como um
importante exame de triagem em pacientes com erliquiose, a fim de atestar se hd acometimento
de outras por¢des dos rins. Por fim, a UPC permanece como importante biomarcador de
proteindria em cédes acometidos por doencas infecciosas, sendo importante relacionar este

exame com demais achados clinicos e laboratoriais, para estabelecer a origem da proteinuria.
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