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Resumo

Com o objetivo de estudar os parametros bioquimicos associados as fungdes renal ¢ hepatica em caes
naturalmente infectados por Ehrlichia canis e associa-los a ehrlichiose, foram colhidas 57 amostras de
sangue, com realizagdo de dosagem de proteina plasmatica total, albumina, globulina, relagdo albumina/
globulina (A/G), uréia, creatinina, alanino aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). Outros 35
caes em higidez foram utilizados como controle. Foram comparadas as médias dos animais infectados
e controle, bem como a distribuicdo de freqiiéncias, para associagdo dos resultados com a doenga.
Hipoproteinemia, hipoalbuminemia, redugdo da A/G, hiperglobulinemia e aumento de uréia estiveram
associados a doenga (p<0,05). Foram comparados também os achados entre animais ndo pancitopénicos
(NPan) e em pancitopenia (Pan), verificando-se que no primeiro grupo, houve aumento de ALT, e nos
animais pancitopénicos, a creatinina foi o principal indicador de ehrlichiose. No caso do perfil protéico,
ndo houve diferenca que pudesse servir como marcador da fase da enfermidade nos animais infectados.
Palavras-chave: Canino, chrlichiose, rickettsiose, bioquimica

Abstract

In order to study the biochemical changes in naturally infected dogs with Ehrlichia canis, blood samples
from 57 animals were collected. Thirty-five healthy dogs were used as control group. Dosage of serum
protein, albumin, globulin, albumin:globulin ratio (A:G), urea, creatinine, alanine aminotransferase
(ALT) e alkaline phosphatase (AP) were carried out. The comparison of mean in infected and control
group as well as the distribution of frequencies were investigated in order to associate the disease to
the findings. Hypoproteinemia, hypoalbuminemia, decreased A:G ratio, hyperglobulinemia, and uremia
were associated to ehrlichiosis (p<0.05). Regarding pancytopenia, it was observed that ALT and
creatinine were, respectively, the marker of ehrlichiosis in non pancytopenic (NP) and pancytopenic
(P) dogs. There were no significantly differences in protein profile in NP and P dogs that support the
presence of a marker for the disease.
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Introducao

A ehrlichiose monocitica é uma doenga
infecciosa transmitida pelo carrapato Rhipicephalus
sanguineus ¢ ocasionada pela bactéria Ehrlichia
canis (WOODY; HOSKINS, 1991), que pode
acometer animais de todas as ragas e idades e de
ambos os sexos (SANTAREM, 2003).

Em animais naturalmente infectados, ¢ dificil
determinar a fase da doenca em que o animal se
encontra, aguda, subclinica ou cronica (NEER, 1998),
uma vez que a apresentacdo clinica e os achados
laboratoriais s3o bastante similares (WADDLE,
LITTMAN, 1988) e a duragao e severidade dos sinais
clinicos sao variaveis (HUXSOLL et al., 1972).

O sucesso do tratamento depende de um
diagnodstico precoce, que deve ser realizado na
fase inicial da doenga para melhora do progndstico
(ANDEREG; PASSOS, 1999). O diagnéstico pode
ser realizado por métodos soroldgicos, cultivo
celular, reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
achados de morulas e associagdo de achados clinicos
e hematologicos.

Alguns dos métodos sdo caros, enquanto
outros podem ter seu processamento demorado ou
apresentar sensibilidade muito baixa ou resultados
falso-negativos ou falso-positivos, o que muitas
vezes dificulta o clinico a estabelecer que critérios
devem ser adotados para confirmacdo da doenca

(KAKOMA et al., 2000).

Os
fundamentados basicamente nas alteracdes clinicas
e nos achados hematologicos, e com a proposta de
uma caracteriza¢gdo da doenga nas diversas regioes
em que ela ocorre e na diversidade da patogenicidade
das diferentes cepas.

estudos clinico-laboratoriais tém sido

Os dados sobre alteragdes bioquimicas, porém,
sdo bastante escassos na literatura. Dessa forma,
0 objetivo do presente estudo foi o de estudar a
bioquimicarenal e hepaticaem animais naturalmente
infectados por E.canis, comparando as alteragdes
em animais pancitopénicos e ndo pancitopénicos,
possibilitando uma associagdo entre as alteracdes
bioquimicas e a fase da ehrlichiose.

Material e Métodos
Local do estudo

Durante o periodo de 12 meses, amostras de soro
de 57 caes procedentes do municipio de Presidente
Prudente, foram colhidas para realiza¢do do perfil
bioquimico renal (uréia e creatinina) e hepatico
(fosfatase alcalina e alanino aminotransferase).

As amostras foram obtidas por meio de estudo
prospectivo valendo-se de atendimentos no Hospital
Veterinario da Universidade do Oeste Paulista —
Unoeste (HV).

Critérios de inclusdo

Foram selecionados os animais procedentes
de Presidente Prudente, que nao tinham sido
por
outros profissionais da cidade e que ndo haviam

encaminhados ao Hospital Veterinario

recebido medicamentos, como antibioticos ou
antiinflamatodrios os quais poderiam comprometer a
analise dos resultados.

Triagem clinica

Foram considerados como suspeitos, os caes
nos quais foram constatados dois sinais clinicos
relacionados por Kakoma et al. (2000): apatia,
anorexia, emaciagao, letargia, sinais de depressao,
febre, temperatura retal maior que 39,5°C, palidez de
mucosas, ou sinais de distirbio de coagulagdo como
epistaxe , petéquias, sufusdes, melena, hematuria ou
hifema.

Triagem laboratorial

Os animais com uma ou mais das alteragdes
hematoldgicas descritas por Kakoma et al. (2000)
e que consistiam de trombocitopenia, anemia,
leucopenia, pancitopenia, hipoproteinemia,
presenca de morulas, passaram para a ultima fase de
triagem, que constou da verificacdo de moérulas em

ou

esfregacos de sangue.
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Grupo controle

Trinta e cinco animais em higidez foram
selecionados no Canil da Unoeste, a fim de comparar
os valores do perfil bioquimico.

PCR

A Reacgdo em Cadeia de Polimerase foi realizada
com a utilizagdo de nested-PCR, para confirmagao
de infeccdo por E. canis, conforme protocolo
empregado no Laboratorio de Virologia do Instituto
de Biociéncias da Unesp, Botucatu, Sao Paulo,
segundo critérios descritos por Wen et al. (1997).

Colheita das amostras

de por
puncdo da jugular com auxilio de tubos de vacuo

Amostras sangue foram colhidas

(Vacuntainer®), para os seguintes procedimentos:

- 40 mL em EDTA a 10% para pesquisa de
do
da proteina

hematozoario, realizagdo hemograma e
total
plasmatica, fibrinogénio e ntimero de plaquetas

segundo Jain (1993).

determinacdo dos valores

- 5,0 mL de sangue total, para obtencao de soro e
realizacdo das andlises bioquimicas(KANEKO:;
HARVEY; BRUSS, 1997).

Processamento das amostras

As dosagens bioquimicas foram realizadas
de acordo com Kaneko, Harvey e Bruss (1997),
utilizando-se as seguintes técnicas recomendadas
pelo fabricante (Labtest):

- Proteina sérica total: método do Biureto.
- Albumina: método Verde de Bromocresol.

- Uré¢ia: pela urease (Salicilato e Hipoclorito de
Sédio).

- Creatinina: pelo Picrato em meio alcalino.

- Alanino aminotransferase: método de Reitman e
Frankel.

- Fosfatase Alcalina: método de Roy, modificado.

- Fibrinogénio plasmatico: método de precipitacao
pelo calor a 56 °C.

- Proteina plasmatica total: por refratometria.

- Hemograma: contagem de hemacias, leucdcitos
e dosagem de hemoglobina pelo contador
automatico de células (Celm CC 530), de acordo
com Jain (1993).

- Contagem diferencial de leucocitos: esfregago
sanguineo utilizando coloragdo de rapida pelo
Diff-Quik.

de

hemocitdmetro.

- Contagem plaquetas: método  do

- Pesquisa de hematozoarios: realizacao de laminas
com papa leucocitaria, obtida pela centrifugacdo
de microtubos capilares, coradas pelo Diff-Quik.

Analise estatistica

O software GraphPad Instat foi usado para
realizagdo da andlise estatistica. Para comparagdo
de média dos valores bioquimicos, entre animais
infectados e controle, bem como dos animais em
pancitopenia e ndo pancitopénicos, os dados foram
submetidos ao teste t de Student. As possiveis
associagdes entre as variaveis bioquimicas foram
identificadas pelo teste exato de Fischer, com
calculo do odds-ratio e intervalo de confianca de
95%. Os dados foram considerados significantes ao
nivel de 5%.

Resultados

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados dos
valores de bioquimica minimos e maximos, ¢ da
comparagdo das médias dos animais infectados e
do grupo controle. A distribuicdo de freqiiéncias
entre os dois grupos e a associacdo das varidveis
bioquimicas a ehrlichiose sdo apresentadas na
Tabela 2.
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Tabela 1. Valores médios (minimos-maximos) de achados de bioquimica em cées naturalmente infectados por Ehrlichia
canis ¢ grupo controle, Presidente Prudente, 2007, ¢ valores de referéncias, segundo Kaneko, Harvey e Bruss (1997).

Achados Valores de
Doentes (n=57) C(?lit;g;e p-value Referéncia
Proteina Plasmatica Total (g/dL) (2’165’_716 15’ 47) ( 5’64’?2?’ 2 6) 0,8977 5,8-7,1
Aizl/lcrlrlii)n ) (o,é’76-g,251) (2,21’?;;7) <0,0001* 2,6-3.3
Gl(og%}ja (1,451231-?(3),9) (3,?’645?24) 0,0351% 2744
Reducgdo Relagao A/G (0(?’13—;5),22 6) ( 0,(2)é5—(5)?8 8) <0,0001* 0,59-1,11
(rg;/é(;i) (19,556-’13 2261,42) (203,?‘5%;56 1) 0,0021* 20,0-60.0
i B . A R F
Alanino Aminotransferase (UI/L) @ 41"?_15’32’ 6) @ 41’ (1)_17133’ 5) 0,0801 21,0-102,0
ey SIS R e w0001560

A/G: Albumina/Globulina * valor de significancia p<0,05

Tabela 2. Distribuigdo de freqiiéncias (%) e Odds Ratio de acordo com varidveis bioquimicas associadas com a

infec¢do de animais por Ehrlichia canis, Presidente Prudente, Sao Paulo.

Freqiiéncia (%) OR IC p
Variavel Infectado Controle

Hipoproteinemia Nao 4l 34

pop Sim 21 4 3875  1,193-12,588 0,025%
Hiperproteinemia Nao 36 27

perp Sim 26 11 1.818  0,7373-4,484 0.2662
Hipoalbuminemi Nao ! 16

poaibuminemnia Sim 61 22 42,0  5204-33894  <0,0001*
Hiperglobulinemia Nao 29 28

perglobu Sim 33 10 321 1,28-8.05 0,0164*
N N Nio 4 16

Redugao relagao A/G Sim 58 22 9938  2.942-33,568  <0,0001%
Aumento Uréia Nao 48 37

umento Lre Sim 14 1 10,045  1,251-80,66 0,0142%
Aumento Creatinina Nao >7 38

4 Sim 5 0 7438 0,398-138,87 0,1524
Nio 33 25

Aumento ALT Sim 29 13 1,725 07223-4120 02786
Nio 61 38

Aumento FA Sim 1 0 1,885  0,074-47.595 1.0

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga; * Valor de significancia p<0,05;
A/G: Albumina/Globulina; ALT: Alanino aminotransferase; FA: Fosfatase alcalina
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Quando comparados as médias entre animais
infectados e controle, ndo houve diferenca em
relagdo a proteina plasmatica total. Entretanto,
quando houve fracionamento, a albumina ¢ a
relacdo A/G foram menores nos animais infectados
em relacdo ao grupo controle (p<0,0001). Por
outro lado, a globulina nos animais infectados foi
significativamente maior (p<0,05).

Em relacdo a distribuicdo das freqiliéncias,
as hipoproteinemia (p<0,05),
hipoalbuminemia (<0,0001), hiperglobulinemia
(p<0,05) e diminui¢ao da relacdo A/G (p<0,0001)
estiveram associadas com a infecg¢do por E.canis.

variaveis

No caso da uréia, da creatinina € da FA, os
valores médios estavam dentro dos considerados de
normalidade para a espécie. Contudo, no grupo de
animais infectados, as médias de uréia e de FA foram

significativamente superiores aquelas obtidas no
grupo controle. Em relagdo a ALT, a média do grupo
de animais infectados estava acima dos valores de
referéncia (131,96 UI/L) mas ndo houve diferenca
quando comparada ao grupo controle. Porém, quando
foi realizada a associacdo da infec¢do dos animais
por E. canis com essas variaveis (Tabela 2), apenas
o aumento da uréia apresentou significancia.

Quando comparados do perfil
bioquimico dos animais infectados, a ALT foi
a Unica variavel em que as médias de caes nao

os valores

pancitopénicos foi superior ao daqueles em
pancitopenia (p<0,05), com valores médios acima
dos adotados como referéncia (Tabela 3). Entretanto,
quando da distribuicao da freqiiéncia de variaveis
bioquimicas, o aumento de creatinina e de ALT teve
associagdo, respectivamente, com pancitopenia e

sem pancitpoenia (Tabela 4).

Tabela 3. Valores médios de achados de bioquimicas renal e hepatica de caes naturalmente infectados por Ehrlichia
canis, pancitopénicos (P) e ndo pancitopénicos (NP), Presidente Prudente, 2007, e valores de referéncias, segundo

Kaneko, Harvey e Bruss (1997)

Achados
P NP Valores de Referéncia
p-value
(n=18) (n=39)

Proteina Plasmatica Total (g/dL) 6,569 6,855 0,6577 58-7,1
Albumina (g/dL) 1,522 1,638 0,3568 2,6-33
Globulina (g/dL) 5,047 5,217 0,7866 2,7-4,4

Redugdo Relagdo A/G 0,3572 0,35 0,8751 0,59 - 1,11
Uréia (mg/dL) 59,461 54,871 0,7488 20,0 - 60,0
Creatinina (mg/dL) 1,149 1,044 0,5331 0,5-1,5
Alanino Aminotransferase (UI/L) 82,86 154,32 0,0016* 21,0-102,0
Fosfatase Alcalina (mg/dL) 27,1439 43,356 0,0678 20,0 — 156,0

A/G: Albumina/Globulina * valor de significancia p<0,05
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Tabela 4. Comparagdo de freqiiéncia das variaveis bioquimicas e Odds Ratio, em cées infectados por Ehrlichia canis
em pancitopenia (P) e ndo pancitopénicos (NP), Presidente Prudente, 2007.

Freqiiéncia
Variavel P NP OR IC P

Hipoproteinemia 11 23 1,0 0,3057-3,271 1,0
Hiperproteinemia 14 28 1,15 0,3723-3,552 0,8080

Hipoalbuminemia 32 67 1,442 0,05595-37,144 1,0
Hiperglobulinemia 18 35 1,188 0,3866-3,647 0,7839
Reducgdo Relagdao A/G 28 65 0,4324 0,05587-3,347 0,5835
Aumento Uréia 5 18 0,58 0,1383-2,432 0,5198
Aumento Creatinina 7 2 10.857 1,115-105,72 0,0305%*
Aumento ALT 7 42 0,1786 0,04939-1,6456 0,0096*

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga; *valor de significancia p<0,05

A/G: Albumina/Globulina; ALT: Alanino aminotransferase

No caso da FA, ndo foi possivel calcular
a associagdo, uma vez que apenas um animal
apresentou aumento da atividade enzimatica.

Discussao

As alteragdes protéicas em caes com ehrlichiose
A
hipoalbuminemia pode ser conseqiiéncia de anorexia

tém sido atribuidas a diversos fatores.
e diminuicdo da ingestdo de proteina, perda de
sangue para fluidos inflamatdrios edematosos como
conseqiiéncia de vasculite, e ocorrer em qualquer
fase da doenca. Ela pode ser resultado ainda da
redugdo de proteina devido a injuria hepatica ou
renal (WOODY; HOSKINS, 1991). Contudo, em
caes experimentalmente infectados, na fase aguda
ocorre uma reducdo de albumina pela perda renal e
ndo pela disfun¢do hepatica (CODNER; MASLIN,

1992).

A hiperglobulinemia, por sua vez, pode ser
conseqiiéncia do estimulo antigénico promovido
pela bactéria, que desencadeia uma resposta
humoral com a producdo excessiva de globulinas
(TIZARD, 2000). Essa produgdao pode levar
a um quadro de hiperviscosidade sangiiinea
(CODNER; MASLIN, 1992), e, como mecanismo
compensatorio, o organismo elimina albumina
pela urina,

resultando em hipoalbuminemia,

para manutengdo da pressdo oncética (WOODY;
HOSKINS, 1991). Provavelmente, essa foi a causa
da associagdo da ehrlichiose com hipoproteinemia
por hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e redugao
da relacao A/G, observada no presente estudo.

Asalteragdes protéicas mostraram-se importantes
indicadores da doenca, independentemente da fase
em que o cdo se encontra, haja vista que ndo houve
diferenca na freqiiéncia desses achados nos animais
em pancitopenia ou nao.

Em relagdo as alteragdes bioquimicas, o nimero
de animais com ehrlichiose e aumento nos valores
de uréia foi significativo, quando comparado ao
grupo controle (Tablea 2). Troy, Vulgammott e
Turnwald (1980), contrariamente, verificaram uma
baixa freqiiéncia (16,67%) de caes com aumento de
uréia e creatinina.

O aumento de uréia pode estar relacionado
com alguns fatores que afetam o metabolismo de
nitrogénio. Entre eles, aumento do catabolismo
protéico relacionado a infec¢do e febre, absor¢ao
gastrintestinal de sangue, trauma e ingestdo de
quantidades excessivas de proteinas (FINCO,
1997; KERR, 2003). Dos animais infectados e com
elevacdo de uréia, a maioria pertencia ao grupo de
animais ndo pancitopénicos (Tabela4). Esses animais
apresentavam febre e foram considerados em fase
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aguda da ehrlichiose. Segundo Tizard (2000), na
resposta de fase aguda as infecg¢des, ocorre aumento
do catabolismo protéico e febre. Na ehrlichiose, as
hemorragias do trato gastrintestinal podem estar
associadasatrombocitopenia(WOODY; HOSKINS,
1991). Dos animais que apresentaram pancitopenia,
apenas trés apresentavam quadro de desidratac@o.
Provavelmente, a hematoquezia (dois animais)
e a melena (um animal) foram responsaveis pelo
aumento da uréia nesses caes.

A pancitopenia ¢ uma alteracdo que ocorre
principalmente nos casos cronicos de ehrlichiose
(BUHLESJUNIOR; HUXSOLL; HILDEBRANDT,
1975; WOODY; HOSKINS, 1991; RIKIHISA et al.,
1994). Quando comparados os animais infectados,
os valores séricos de creatinina foram maiores
nos caes em pancitopenia, enquanto que a ALT
foi superior naqueles ndo pancitopénicos. Esses
achados indicam que as injurias hepatica e renal
podem ocorre tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da ehrlichiose. No quadro agudo, a uréia e
ALT seriam marcadores da doenga, uma vez que
ndo houve diferenca para a freqiiéncia de aumento
de uréia dos animais de ambos os grupos.

No presente trabalho, a creatinina serviu como
marcador da cronicidade da ehrlichiose, uma vez
que ela indica a cronificacdo de lesdo renal, em
conseqiiéncia da injuria da membrana basal dos
glomérulos devido ao aumento de anticorpos e
deposicdo de imunocomplexos (BURGHEN et al.,
1971).

ALT e FA sdo as duas enzimas mais comumente
usadas como marcadores de doenga hepatica em caes
(GASKILL et al., 2005), e podem ser encontradas
em caes com chrlichiose (BURGHEN et al., 1971;
CODNER; MASLIN, 1992; PERILLE; MATUS,
1991; WOODY; HOSKINS, 1991). Entretanto,
a FA ndo apresentou nenhuma importancia como
indicador da enfermidade no estudo, sendo similar
ao reportado por Troy, Vulgammott ¢ Turnwald
(1980), onde nenhum cdo apresentou aumento da

atividade da enzima. Embora a atividade possa
estar ligada a processos agudos ou cronicos de lesdo
hepatica, a sua elevacdo ¢ indicativa especialmente
de colestase (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997),
que ndo estaria presente nos casos de ehrlichiose.

No caso da ALT, a sua atividade ¢é fulgaz, e altas
concentra¢des podem retornar a normalidade dentro
de 24 horas (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).
Em casos de cirrose hepatica, hepatite progressiva
cronica e neoplasia hepatica, por exemplo, os valores
tendem a estar dentro da normalidade (SEVELIUS,
1995; WILLARD; TVEDTEN, 1999). Entretanto,
esses achados ndo descartam a possibilidade de
hepatite cronica (FUENTEALBA et al., 1997,
WILLARD; TVEDTEN, 1999). Esse provavelmente
foi o perfil da enzima nos animais estudados, uma vez
que apenas nos casos agudos de ehrlichiose houve
aumento de sua atividade. Ou seja, ndo € possivel
descartar uma lesao hepatica em caes na fase cronica
da doenga, embora o marcador, no caso a ALT, s6
possa ser detectado em casos agudos.

Dessa forma, conclui-se que a avaliagdo dos
valores deuréiae creatinina, bem como das atividades
de ALT e FA podem servir como indicadores de
fases cronica e aguda da ehrlichiose.
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