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Resumo: A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca endémica no Brasil afetando
drasticamente a populacdo de cées do pais. A doencga renal crénica (DRC) é uma
complicagdo frequente em caes acometidos pela LV influenciando de forma
negativa a qualidade de vida e a sobrevida desses pacientes. Portanto, o uso de
biomarcadores para o diagnostico e avaliacdo da progressdo da DRC se faz
importante nesse grupo de animais, uma vez que a intervencgdo precoce € essencial
para o controle e tratamento da DRC e da LV. Além da DRC os cdes com LV
apresentam diversos disturbios inflamatorios como dermatites, pododermatites,
blefarites, uveites, vasculites, hepatites, glomerulonefrites e poliartrites que
resultam em modificagbes no metabolismo do animal. Desse modo o
comportamento de varios marcadores de funcdo e lesdo renal podem sofrem
alteracdes devido ao processo inflamatério exagerado nesses pacientes. Os artigos
desenvolvidos nesta dissertacdo possuem o objetivo de avaliar o comportamento
de biomarcadores de lesdo glomerulares, como a enzima Gama Glutamil
transferase urinaria, além de marcadores de desenvolvimento do
hiperparatireoidismo secundario renal, como as concentracdes de paratorménio,
fésforo e célcio ionizado em cédes com LV.

Palavras-chave: Doenca renal cronica, GGT, Hiperparatireoidismo secundario
renal, lesdo tubular, Leishmania sp.
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Oliveira, G.G. BEHAVIOR OF LABORATORY MARKERS OF RENAL INVOLVEMENT IN
LEISHMANIOSIS VISCERAL CANINA. 2019. Mestrado. Programa De P6s-Graduacao em
Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade

Federal do Mato Grosso Do Sul, Campo Grande, Mato Grosso Do Sul. 2019.

Abstract: Visceral leishmaniasis (VL) is an endemic disease in Brazil, affecting
drastically the country's population of dogs. Chronic kidney disease (CKD) is a
frequent complication in dogs affected by VL, negatively influencing the quality of
life and survival of these patients. Therefore, the use of biomarkers for the diagnosis
and evaluation of the progression of CKD is important in this group of animals, since
early intervention is essential for the control and treatment of CKD and VL. In
addition to DRC, dogs with VL have several inflammatory disorders such as
dermatitis, pododermatitis, blepharitis, uveitis,  vasculitis, hepatitis,
glomerulonephritis and polyarthritis that result in changes in the animal's
metabolism. Thus, the behavior of several markers of renal function and injury may
be altered due to the exaggerated inflammatory process in these patients. The
articles developed in this dissertation aim to evaluate the behavior of biomarkers of
injury and renal function, such as the enzyme Gamma Glutamyl Transferase urine,
as well as developmental markers of secondary renal hyperparathyroidism, such as
parathyroid hormone, phosphorus and ionized calcium in dogs with LV.

Key words: Chronic kidney disease, GGT, Secondary renal hyperparathyroidism,
tubular lesion, Leishmania sp.
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1.CAPITULO |

1.1. INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) ocorre com frequéncia em cdes com
leishmaniose visceral (LV), pois imunocomplexos se depositam no glomérulo
causando infiltrado inflamat6rio, crescimento da matriz mesangial e,
posteriormente, fibrose (SOARES et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
Além das complicacdes comuns aos casos de DRC espontaneas, 0s pacientes com
LV ainda padecem de diversos outros sinais clinicos e laboratoriais em virtude do
processo inflamatorio exacerbado (GREENE, 2012).

Marcadores da evolugédo da doenca renal sédo importantes para monitorar e
ajustar o tratamento dos pacientes, uma vez que a DRC é progressiva e irreversivel
(CHEW etal., 2011; RIELLA, 2014). Além da creatinina sérica e densidade urinaria
varios outros analitos como proteina urinaria, fésforo sérico, paratorménio (PTH),
fator de crescimento de fibroblastos - 23 (FGF-23), calcitriol, gama-glutamil
transpeptidase urinaria e cistatina C sérica sdo estudados como biomarcadores da
DRC (CORTADELLAS et al., 2010; GALVAO et al., 2013; GEDDES et al., 2015;
IBBA et al., 2016; IRIS, 2017; FRAZILIO et al., 2018).

O hiperparatireoidismo secundario (HPs) ocorre com frequéncia na (DRC) e
esta relacionado com aumento da mortalidade nesse grupo de pacientes
(KESTENBAUM et al., 2005; LEVIN et al.,, 2007; HAGSTROM et al., 2009;
CORTADELLAS et al., 2010; GEDDES et al., 2015 ). O HPs resulta em disturbios
no metabolismo dos minerais calcio e fosforo, com desregulacdo dos horménios
envolvidos na homeostasia do sistema. Essas alteragbes ocorrem na DRC, pois 0s
rins exercem grande importancia na excrecao desses minerais, além de produzir
alguns de seus hormonios regulatérios (RIELLA, 2014).

O controle do calcio e fosforo séricos € de extrema importancia uma vez que
esses elementos participam de funcbes nobres no organismo como: sinalizacao
celular e componentes de membranas, transmissdo de impulsos nervoso,
transporte energético, controle de mineralizacdo 6ssea, participa¢do no sistema de
coagulacéo, na contracdo muscular, no controle acido-base, na contracédo cardiaca
e no controle de producao de diversos horménios (STILLION e RITT, 2009; CHEW
etal., 2011; GOLF, 2011; RIELLA, 2014).
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Paratorménio (PTH), Calcitriol (Vitamina D ativada) e Calcitonina sdo trés
horménios tradicionalmente conhecidos como responsaveis pelo controle do célcio
e fésforo no organismo (STILLION e RITT, 2009; CHEW et al., 2011).

O PTH é produzido nas glandulas paratireoides em resposta a diminui¢cédo do
calcio ionizado (Cai) na corrente sanguinea. Receptores localizados nas células
principais da glandula paratireoide sdo sensiveis a variagcbes minimas de Cai e
liberam o PTH no sangue de forma agil, controlando em tempo real o Cai sérico
(STILLION e RITT, 2009; GOLF, 2011).

A acdo imediata do PTH age nos rins aumentando a reabsorcao de calcio e
diminuindo a de fosforo (Fig. 1). Logo o Cai sofre um leve aumento, pois a
quantidade de célcio excretada pelos rins em estado de normalidade € baixa e o
fésforo sérico diminui em virtude da perda pela urina. Nos casos de persisténcia da
insuficiéncia de Cai, o PTH age estimulando a absorcao intestinal de célcio por meio
da acéo do calcitriol e aumentando a reabsorcédo de calcio e fosforo nos ossos por
meio da ativacdo dos osteoclastos (Fig. 1) (GOLF, 2011). Dessa maneira o PTH
exerce forte influéncia nos niveis séricos de Cai, sendo o principal hormdnio para
correcdo de hipocalcemia.

O calcitriol, outro importante horménio envolvido no metabolismo do Ca e
fosforo, é formado nas células do tubulo proximal renal. Apds ser filtrada pelo
glomérulo a 25-hidroxivitamina D, com origem hepatica, € capturada e convertida
em calcitriol por acdo da enzima 1 a-hidroxilase nas células do tabulo proximal e
reabsorvida para a circulagdo. A acao da 1 a-hidroxilase € estimulada pela acéo do
PTH. O calcitriol age no intestino aumentando a absor¢do de célcio e fosforo
dietético (Fig. 1). Além disso, o calcitriol exerce funcédo de feedback negativo com
a geracdo de PTH e com sua propria producdo, evitando assim hipercalcemia
(RIELLA, 2014).

A calcitonina é produzida na glandula tireoide pelas células C em resposta a
hipercalcemia e atua diminuindo a reabsorcdo 6Ossea de calcio e fosforo, por
inibicdo da acéo do osteoclastos e estimulo de deposi¢cao mineral por meio da acao
de osteoblastos. Sua atividade é importante em condi¢gbes de crescimento corporal
e lactacdo (STILLION e RITT, 2009; GOLF, 2011).

Embora o controle do calcio sérico tenha sido sempre bem explicado pela
acao desses hormonios, o controle do fésforo era pouco conhecido. No inicio deste

século foi descoberto um novo horménio o FGF-23 que atua principalmente no
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controle da hiperfosfatemia. O FGF-23 é produzido nos osteécitos em resposta a
elevacdo sérica de fosforo. Sua acéo principal € diminuir a reabsorcao renal de
fésforo, aumentando assim a fragdo excretada desse elemento na urina. Além
disso, o FGF-23 atua inibindo a 1 a-hidroxilase e a liberagdo de PTH pela glandula
paratireoide (Fig. 1) (RIELLA, 2014).

JRrP

PTH FGF-23
/ O PN

A,
Reab. Ossea
CaeP vit.D | ¥ Efeito positivo —>
“ | Ativada
l l Efeito negativo -------eeee-
Tcai Abs. Intestinal
< CaeP

Figura 1- Metabolismo do Céalcio e fosforo e de seus principais horménios
reguladores. RrP- reabsorcao renal de fosforo; Reab. — Reabsorcdo; Abs. — Absorgéo; Viti.
D ativada- Vitamina D ativada ou Calcitriol, Cai — calcio ionizado, Ps — fésforo sérico; PTH-
paratormonio; FGF-23 — Fator de crescimento de fribroblastos -23.

A partir da descoberta do FGF-23 muitas lacunas na fisiologia do
metabolismo do célcio e fésforo foram preenchidas. A patogénese de diversas
enfermidades, como o hiperparatireoidismo secundario, TIO (Tumor- Induced
osteomalacia) e o raquitismo hereditario autossémico dominante (ADHR), foram
desvendadas e novas possibilidades de terapéutica desenvolvidas (NAGARO et al.,
2006; BEENKEN e MOHAMMADI, 2009; AONO et al., 2009).

Com a descoberta do FGF-23, a patogénese da HPs estd melhor
estabelecida. A massa renal diminui com o desenvolvimento da DRC e o fosforo
sérico se eleva devido a diminuicdo da excrecéo renal. A hiperfosfatemia, por sua

vez, estimula a producdo de FGF-23 que atua diminuindo a producao de calcitriol

11
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e aumentando a excrecao do fosforo por via renal. A hiperfosfatemia também eleva
a producédo de PTH pelas glandulas paratireoides. O PTH possui feedback positivo
com o FGF-23, sendo um importante fator para a elevagao desse horménio no HPs.
A diminuicédo do calcitriol faz com que n&o ocorra o efeito de feedback negativo com
o PTH que permanece aumentado. O efeito inibitério que o FGF-23 possui sobre
PTH é diminuido na DRC. Isso ocorre, possivelmente, por disfuncéo do receptor 1
Klotho- fibroblast growth factor nestes pacientes. Desta forma o PTH permanece
elevado juntamente com o FGF-23 levando a complicagbes ao organismo
(NAGANO et al., 2006; BEENKEN e MOHAMMADI, 2009; WOLF, 2010; SILVER e
NAVEH-MANY, 2013; RIELLA, 2014).

Recentemente diversos estudos apontam possivel envolvimento da
inflamac&o no desenvolvimento do HPs em pacientes com DRC (DAVID et al.,
2015; KANBAY et al., 2016). Sendo assim, novas pesquisas com o foco em
doencas inflamatorias concomitantes a DRC devem ser realizados a fim de
encontrar novos alvos terapéuticos.

A proteinUria € outro transtorno frequente nos pacientes com LV e DRC
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; IRIS, 2017). Essa proteinuria pode ser originada
nos glomérulos, nos tabulos contorcidos proximais dos néfrons ou de ambos. A
diferenciacéo da origem da proteinaria pode indicar a evolucdo da DRC e auxiliar
na escolha terapéutica (IBBA et al., 2016).

Contudo, a eletroforese, um exame laboratorial utilizado como padrdo ouro
para identificar a origem da proteinuria (IBBA et al., 2016), ndo esta disponivel para
rotina clinica na maioria dos centros veterinarios. Com isso a busca por outros
métodos de identificacdo da origem da proteinuria e a identificacdo de populacbes
de risco se torna importante.

A enzima Gama Glutamil transferase (GGT) possui a funcdo de manter a
homeostase da glutationa, um antioxidante celular, no meio intracelular
(STOCKHAM e SCOTT, 2011). Embora produzida em varios tecidos, € mais
abundante nos canaliculos biliares, tubulo contorcido proximal dos néfrons e
endotélio dos capilares do sistema nervoso (HANIGAN e FRIERSON, 1996).

A GGT produzida nos tubulos contorcidos proximais é secretada para o
[imen dos néfrons e entdo eliminada na urina. A GGT produzida por outros tecidos
do organismo nao ultrapassa a barreira de filtracdo glomerular, logo a concentracéo

urindria de GGT reflete a producdo apenas do tubulo proximal. Esse fato
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possibilitou o uso da GGT urinaria como marcador de lesdo tubular em diferentes
espécies (DIERICKX, 1981; HENNEMANN et al., 1997; LOR et al., 2013).

Além de reconhecida como um bom biomarcador de leséo tubular aguda
(KOVARIKOVA, 2015), Ibba et al. (2016) relataram a possibilidade de utilizar a
razdo GGT urinaria: creatinina urinaria na identificacdo da origem da proteinuria em
caes com LV, porém ainda existe escassez de informacdes sobre o comportamento

da GGT urinaria em cdes com LV.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral
Caracterizar o comportamento dos marcadores laboratoriais de
envolvimento renal na leishmaniose visceral canina.
1.2.2. Objetivos Especificos
1. Determinar o comportamento do PTH em cdes com LV
azotémicos e ndo azotémicos.
2. Avaliar o comportamento do célcio ionizado em caes com LV
azotémicos e nao azotémicos.
3. Caracterizar o comportamento do fosforo em cdes LV
azotémicos e ndo azotémicos.
4, Avaliar a importancia de realizar a mensuracdo da GGT
urinéria/Creatinina urinaria (GGTu/Cru) em cdes com LV, usando como
indicador a determinacdo da densidade urinéria.
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CALCI0O, FOSFORO E PARATORMONIO EM CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

CALCIUM, PHOSPHORUS AND PARATORMONE IN DOGS WITH
VISCERAL LEISHMANIOSIS

Gustavo Gomes de Oliveiral, Alda Izabel de Souza?

!Discente do Programa de Pés-graduacdo Ciéncias Veterinaria, FAMEZ/UFMS.
2Docente FAMEZ/UFMS

Resumo: Recentemente foi observado que a inflamacdo pode estimular o surgimento do
hiperparatireoidismo na doenca renal crénica (DRC). Na leishmaniose visceral (LV) essa
associacao ainda nao foi bem caraterizada, embora o processo inflamatorio seja exacerbado
e a DRC muito frequente. Logo, o objetivo com esse trabalho foi verificar o comportamento
do fésforo, célcio ionizado (Ca;) e paratorménio (PTH) em cdes com LV. Um total de 38
cdes participaram do estudo, sendo 31 animais doentes e 7 animais saudaveis utilizados
como grupo controle (GC). Os animais doentes foram classificados em grupo azotémico
(GA, n=7) e ndo azotémico (GNA, n=24). Os niveis séricos de fosforo e Cai e plasmaticos
de PTH foram mensurados e comparados entre os grupos. O teste de Kruskal-Wallis com
nivel de significancia de 0,05 seguido do teste Mann-Whitney, como post hoc teste para
comparacao dois a dois com nivel de significancia de 0,016 foram utilizados. Os niveis de
fosforos foram maiores no GA, enquanto que o Caindo apresentou diferenca entre os grupos.
Ja para o PTH os GNA e GA demonstraram valores elevados em comparagdo ao GC. Caes
com LV possuem niveis elevados de PTH e hiperfosfatemia mesmo sem presenca de
azotemia.

Palavras-chave: PTH, metabolismo 6sseo, hiperparatireoidismo secundario renal

Abstract: It has recently been observed that inflammation may stimulate the onset of
hyperparathyroidism in chronic kidney disease (CKD). In visceral leishmaniasis (VL) this
association has not yet been well characterized, although the inflammatory process is
exacerbated and CKD is very frequent. Therefore, the objective of this work was to verify
the behavior of phosphorus, ionized calcium (Ca;) and parathyroid hormone (PTH) in dogs
with VL. A total of 38 dogs participated in the study, with 31 diseased animals and 7 healthy
animals used as control group (CG). The diseased animals were classified as azotemic (GA,
n=7) and non-azotemic (GNA, n=24). Serum levels of phosphorus and Ca; and plasmatic
PTH were measured and compared between groups. The Kruskal-Wallis test with a
significance level of 0.05 followed by the Mann-Whitney test as a post hoc test for a two-to-
two comparison with a significance level of 0.016 were used. The levels of phosphors were
higher in GA, whereas Ca; did not present differences between groups. For PTH, the GNA
and GA showed high values in comparison to the CG. Dogs with VL have high levels of
PTH and hyperphosphatemia even without the presence of azotemia

Key words: PTH, bone metabolism, secondary renal hyperparathyroidism
Introducéo

Graves consequéncias do hiperparatireoidismo secundario a doenga renal cronica
(DRC) ocorrem em pacientes nos estagios avangados da insuficiéncia renal.

Hiperfosfatemia, calcificacdo de tecidos moles, dilatacdo de ventriculo esquerdo, anemia
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arregenerativa, intensificacdo de processos inflamatdrios, progressao da DRC e aumento de
mortalidade j& foram descritos (Bro e Olgaard, 1997; Martin e Gonzéles, 2007; Cunningham
et al., 2011; Galvdo et al., 2013; Riella, 2014). Contudo, alteragdes nos niveis séricos de
paratorménio (PTH), FGF-23 (fibroblast growth factor — 23) e calcitriol foram observados
em pacientes com DRC leve e moderada indicando que atencdo nas variagdes no
metabolismo desses horménios e dos minerais, célcio e fésforo, deve ocorrer em todos 0s
estagios da doenca renal (Levin et al., 2007; Cortadellas et al., 2009; Cortadellas et al.,
2010).

A Leishmaniose visceral (LV) canina é uma enfermidade que provoca processo
inflamatorio crénico com desenvolvimento de DRC como consequéncia de deposicdo de
imunocomplexos no tecido renal (Solano-Gallego et al., 2011; Greene, 2014). Cortadellas
et al. (2009) encontram cdes com LV azotémicos e ndo azotémicos apresentando
hiperfosfatemia e demonstraram que alteracdes no metabolismo desse mineral ocorre ja no
estabelecimento da doenga, porém os horménios envolvidos no metabolismo desse elemento

nao foram avaliados.

Além disso, David et al. (2016) observaram que processos inflamatorios podem
aumentar os niveis plasmaticos de FGF-23, principalmente, em individuos com DRC, que
dispdem de menos tecido renal, responsavel pelo catabolismo desse horménio (Kanbay et
al., 2017). O excesso de FGF-23 inibe o calcitriol que possui papel importante no feedback
negativo do PTH (Cunningham et al., 2011; Galvdo et al., 2013), 0 que aponta para possiveis

elevacBes nos niveis de PTH, mesmo em estégios iniciais da DRC.

Baseado nesses achados e considerando que a LVC provoca intenso processo
inflamatdrio e DRC, o objetivo com este estudo foi verificar o comportamento do fésforo,

calcio ionizado (Caj) e PTH em cdes com LV azotémicos e ndo azotémicos.

Materiais e Métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais
(CEUA/UFMS) com o processo de numero 897/2017.

A amostragem por conveniéncia totalizou a inclusdo de 31 cdes de ambos 0s sexos,
com exame parasitologico para Leishmania sp. positivo, idade minima de sete meses, sem
historico de tratamento prévio e livres de alteracdes clinicas e laboratoriais nao

tradicionalmente relacionadas a leishmaniose. O grupo controle (GC) foi formado por 7 caes
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sem alterac@es clinicas e teste imunocromatografico para LV (Teste DPP® leishmaniose
canina, Brasil) negativo.

Amostras de sangue e urina foram coletadas de todos os animais. As aliquotas de
sangue serviram para a realizacdo de hemograma, mensuracdes séricas de creatinina,
fésforo, célcio ionizado (Ca;) e plasmaticas de paratorménio (PTH). As amostras de urina
obtidas por cistocentese foram submetidas aos exames de urinalise e determinacéo da relagédo
proteina: creatinina urinaria (UP/C). As coletas foram realizadas apenas no periodo da tarde
para evitar alteragdes hormonais decorrentes as variagdes circadianas.

O hemograma e a urinalise foram realizados imediatamente apds a coleta. Para as
dosagens bioguimicas e hormonais as amostras de soro e plasma foram separadas, em até 30
mim, e congeladas a -80 °C até o processamento.

Os exames bioquimicos de rotina foram realizados em aparelho automatizado
COBAS C111®, a proteina urinaria em aparelho semiautomatico Bioplus® com Kit
comercial. O calcio ionizado sérico foi obtido por método de eletrodo seletivo (COBAS
221®). A avaliacdo do PTH foi realizada pelo aparelho COBAS e411® com Kits especificos
humanos, ja validados para cées por outros autores (Cortadellas et al., 2010; Harjes et al.,
2017).

Os animais positivos para leishmaniose foram classificados em dois grupos: grupo
com DRC nao azotémicos (GNA) e grupo com DRC e azotémicos (GA). O estabelecimento
da DRC foi baseado na presenca de proteindria e densidade urinaria inapropriada, enquanto
que a azotemia foi definida como concentragdes de creatinina sérica superiores a 1,4 mg/dL
seguindo as recomendaces da IRIS (2017).

Os analitos séricos e o PTH foram comparadas entre os grupos utilizando-se o teste

de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 0,05. O teste Mann-Whitney foi empregado
como post hoc teste para comparacao dois a dois. A fim de controlar o erro tipo I, o nivel de
significancia utilizado no teste de Mann-Whitney foi 0,016 (0,05/3 — ndmero de
comparac@es dois a dois realizadas). Todos os testes estatisticos foram calculados de acordo
com o descrito por Zar (1999).

Resultado e Discussao

Dos 38 cdes que participaram do estudo, 21 eram machos e 17 fémeas. A mediana da
idade foi de 36 meses (minimo de sete e maximo de 120 meses). O GNA e GA foram
compostos por 24 e 7 animais, respectivamente. Na tabela 1 sdo apresentadas as
comparagles entre 0s grupos para 0s analitos seéricos creatinina, fosforo e Cai e a
concentracdo plasmatica de PTH.
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Tabela 1- Mediana, amplitude e diferenca estatistica entre cdes negativos para
leishmaniose visceral e caes positivos azotémicos e nao azotémicos de diferentes analitos
séricos e paratormonio plasmatico.

GC (med-amp) GNA (med-amp) GA (med-amp)

n=7 n=24 n=7
Creatinina mg/dL 0,8-0,8" 0,6-1,2A 5,05-10,38
Fosforo mg/dL 4.04-1,58% 4,52-4,95% 15,7-31,98
Cai mmol/L 1,19-0,174 1,23-0,71* 1,12-0,78*
PTH pg/mL 7,71-68,98% 256,55-421,85 402,4-342B

GC- Grupo controle, GNA- Grupo ndo azotémico, GA- Grupo azotémico, med — mediana, amp — amplitude,
PTH — Paratorménio. Diferencas entre letras na mesma linha mostra diferenga estatistica no teste de Mann-
Whitney (p< 0,016), apo6s teste de Kruskal — Wallis significativo (p<0,05).

A creatinina sérica ndo apresentou diferenca significativa entre 0 GC e GNA (Teste
de Mann-Whitney com p= 0,058). Contudo € possivel notar uma diminuicdo numérica na
mediana da creatinina sérica no GNA. Essa diminuicdo discreta na creatinina sérica em
estagios iniciais da doenca renal cronica em cdes com LV também ja foi observada por
Cortadellas et al. (2008). A diminuicdo ou manutencdo da creatinina sérica, em caes com
LV em estagios iniciais ocorre devido a diminuicdo da massa muscular presente na maioria
dos pacientes com LV, além de hiperfiltracdo compensatéria nos néfrons remanescentes
(Chew et al., 2011, Riella, 2014).

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os achados de
Cortadellas et al. (2009) que encontraram diferenca estatistica significativa entre a
concentracdo de fdosforo sérica de cdes com LV azotémicos e ndo azotémicos (tabela 1),
entretanto com um indice maior de animais hiperfosfatemicos (20,8%) no GNA que 0s
descritos por esses autores (12%). O fosforo sérico se eleva frequentemente em estagios
finais da DRC, quando aproximadamente 15% da funcdo renal ainda esta preservada (Chew
et al., 2011). Isso ocorre, pois, mecanismos compensatdrios atuam para manter o fosforo
sérico dentro de niveis normais, porém a custa de altera¢cGes nos metabolismos de hormdnios
como o PTH, FGF-23 (fibroblast growth factor — 23) e calcitriol (Galvao et al., 2013; Riella,
2014).

O Cai ndo se diferenciou estatisticamente entre os grupos (tabela 1), porém 28% dos
animais no GA apresentaram niveis séricos abaixo de Immol/L. Pacientes com DRC leve e
moderada ndo apresentam alteracGes nas concentracGes plasmaticas de Cai devido aos
mesmos mecanismos compensatérios que mantem a homeostase do fosforo (Galvao et a.l,
2013; Riella, 2014). Contudo, Chew et al. (2011) admite que, diferentemente do fésforo, em
pacientes nos estagios avancados de DRC pode ocorrer acentuada alteracdo no
comportamento do célcio devido a variagdo individual da taxa de fixacdo do mineral.
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ConcentracOes plasmaticas elevadas de PTH foram detectadas nos cdes com LVC
sem diferenca estatistica significativa entre 0 GA e GNA (tabela 1). Em animais com LV o
processo inflamatorio exagerado, em virtude da resposta humoral exacerbada, desencadeia
diversas alteragcdes metabdlicas nos pacientes (Solano-Gallego et al.,2011; Greene, 2014).
O processo inflamatério crénico e/ou agudo, estimula a producdo do horménio FGF-23,
produzido pelo tecido 6sseo, que reduz o calcitriol responsavel pelo feedback negativo do
PTH. A possivel associacdo das alteragdes no metabolismo desses horménios associado a
reducdo da massa renal de pacientes com LVC pode contribuir para o desenvolvimento do
hiperparatireoidismo secundério renal, identificado nos animais do presente estudo, mesmo
antes da presenca de azotemia.

Outro fato a ser considerado em relacdo aos valores do PTH observados no GA do
presente estudo, é a dificuldade que cdes azotémicos possuem em controlar as concentracoes
plasméticas de PTH devido ao menor nimero de receptores de calcitriol nas glandulas
paratireoides e a reducdo nas concentracdes desse horménio nesses pacientes, 0 que
compromete a retroalimentacdo negativa desse horménio e consequente elevacdo da
concentracdo plasmatica do PTH (Brow et al., 1989; Gelber et al., 2003; Cortadellas et al.,
2010).

Os resultados apresentados ressaltam a importancia de mensurar as concentracées de
fosforo e de PTH em cdes com LVC para se necessario, realizar intervencdo terapéutica
mesmo em estagios iniciais da doenca.

Concluséo

Cées com LV possuem niveis elevados de PTH e com frequéncia apresentam
hiperfosfatemia mesmo sem presenca de azotemia. Novos estudos com foco no metabolismo
do calcitriol, FGF-23, PTH e marcadores inflamatorios a fim de encontrar alvos terapéuticos
que possam parar o desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario renal em cées com
LV devem ser realizados.
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A DENSIDADE URINARIA COMO INDICADOR PARA QETERMINAQAO DA
RAZAO GAMA-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASE URINARIA: CREATININA
URINARIA EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

URINARY DENSITY AS AN INDICATOR FOR THE DETERMINATION OF URINARY
GAMMA-GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE: URINARY CREATININ RASION IN DOGS
WITH VISCERAL LEISHMANIOSIS

Gustavo Gomes de Oliveiral, Alda Izabel de Souza?

!Discente do Programa de Pés-graduacdo Ciéncias Veterinaria, FAMEZ/UFMS.
2Docente FAMEZ/UFMS

Resumo: A razdo Gama-glutamil transpeptidase urinaria: Creatina urinaria (GGTu/Cru) é
um marcador laboratorial que pode sinalizar lesdo em tdbulos renais de cées com
leishmaniose visceral (LV). Por isso o objetivo deste trabalho foi verificar a necessidade de
realizar a mensuracao da GGTu/Cru em cdes com LV utilizando a densidade urinaria (DU)
como tomada de decisdo. Vinte e oito animais diagnosticados com LV e cinco animais
higidos (grupo controle) foram incluidos na pesquisa. Os animais doentes foram
classificados em azotémicos (n=6) e ndo azotémicos (n=22). A diferenca entre os grupos foi
testada pelo teste de Kruskal-Wallis para DU, GGTu/CRu e razdo proteina urinéria:
creatinina urinaria (UP/C), mostrando significancia nos trés parametros analisados (p<0,05).
Utilizando os valores de DU de 1,030 e a GGTu/Cru de 0,81 como linha de corte, observou-
se que animais com DU baixa apresentam maior frequéncia de individuos com GGTu/CRu
elevada em relacdo a animais com DU normal (teste exato de Fisher p<0,05). O risco relativo
de um cdo com LV e DU inferior a 1,030 possuir GGTu/CRu elevada foi de 4,95 vezes
(p<0,01, IC 95% - 1,32-18,48). Recomenda-se que animais com DU baixa tenham a
GGTu/CRu mensurada a fim de verificar a presenca de lesdo tubular mesmo antes do
aparecimento de azotemia.

Palavras-chave: lesdo tubular, GGT, funcéo tubular

Abstract: The Gama-glutamyl transpeptidase ratio: Urinary creatinine (GGTu / Cru) is a
laboratory marker that may signal renal tubular injury in dogs with visceral leishmaniasis
(VL). Therefore, the objective of this work was to verify the need to perform the
measurement of GGTu/ Cru in dogs with LV using urinary density (UD) as decision making.
Twenty-eight animals diagnosed with VL and five healthy animals (control group) were
included in the study. The diseased animals were classified as azoteemic (n = 6) and non-
azotemic (n = 22). The difference between the groups was tested by the Kruskal-Wallis test
for DU, GGTu / CRu and urinary protein: urinary creatinine ratio (UP / C), showing
significance in the three parameters analyzed (p <0.05). Using the values of DU of 1.030
and GGTu/ Cru of 0.81 as cut line, it was observed that animals with low DU have a higher
frequency of individuals with elevated GGTu / CRu in relation to animals with normal UD
(exact test of Fisher p <0.05). The relative risk of a dog with LV and DU less than 1.030
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having elevated GGTu / CRu was 4.95 times (p <0.01, 95% CI - 1.32-18.48). It is
recommended that animals with low DU have GGTu / CRu measured to verify the presence
of tubular lesion even before the onset of azotemia.

Key words: tubular lesion, GGT, relative risk

Introducéo
A proteinuria esta frequentemente presente na maioria dos cdes acometidos pela

leishmaniose visceral (LV) (Cortadellas, et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011; Frazilio
et al., 2018). Inicialmente se desenvolve devido ao acimulo de imunocomplexos nos
glomérulos resultando em glomerulonefrite com invasdo de células inflamatorias,
proliferacdo da matriz mesangial e perda parcial da permeabilidade seletiva da barreira de
filtracdo (Soares et al., 2005; Riella, 2014; Godoy et al., 2017). Além disso, a proteindria
esta presente em casos de hiperflitracdo dos nefréns e de hipertensdo sistémica (Cortadellas,
et al., 2008; Chew et al., 2011; Riella, 2014). Essa proteindria, originada inicialmente da
doenca glomerular, sobrecarrega as células dos tabulos contorcidos proximais acarretando
lesdo e posterior perda de funcdo dessa area do néfron (Riella, 2014). Conhecer os elementos
dos néfrons que estdo envolvidos na proteindria pode auxiliar no estadiamento da doenca
nesses pacientes.

A densidade urinaria (DU) se altera na doenca renal cronica (DRC) devido a
diminuicdo da resposta das células tubulares ao hormoénio antidiurético (ADH) e a
progressiva morte celular dos néfrons (Riella, 2014). Por isso a DU é utilizada como uma
importante fonte de informacéo a respeito dos tabulos renais além de um parametro de facil
acesso e baixo custo (Hart, 2005).

Ja a Gama-glutamil transpeptidase (GGT) é uma enzima sintetizada pelas células dos
tubulos contorcidos proximais dos néfrons. Sua producdo € aumentada em casos de lesdo
celular com elevacdo da concentracdo na urina, uma vez que a producdo aumentada é
excretada para o lamen tubular. Diversos autores descreveram a GGT urindria como um bom
biomarcador de lesdo aguda tubular (Hart, 2005; Mancinelli et al., 2012; Kovarikova, 2015),
entretanto, na doenca renal cronica sua importancia ainda é discutida. Segundo Ibba et al.
(2016) é possivel utilizar a razdo GGT urinéria: creatinina urinaria (GGTu/Cru) como meio
de especificar a origem da proteinaria em caes com LV.

Como a DU esta diretamente relacionada com a funcéo tubular de reabsorcéo de 4gua
e a GGTu/Cru pode indicar lesdo nesse segmento dos néfrons, em individuos que apresentam

proteindria de origem renal como nos casos de LV, 0 objetivo com esse estudo foi avaliar a
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importancia de realizar a mensuragdo da GGTu/Cru em cdes com LV, usando como

indicador a determinagédo da DU.

Materiais e Métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais
(CEUA/UFMS) com o processo de numero 897/2017.

Caninos de ambos 0s sexos, com exame parasitologico para Leishmania sp. positivo,
idade minima de sete meses, sem histdrico de tratamento prévio e livres de alteracdes clinicas
e laboratoriais ndo tradicionalmente relacionadas a leishmaniose participaram da pesquisa.
A amostragem foi por conveniéncia totalizando a incluséo de 28 animais. Cinco cées sem
alteracdes clinicas e teste imunocromatografico para LV (Teste DPP® leishmaniose canina,
Brasil) negativo formaram o grupo controle.

Amostras de urina coletadas por cistocentese de todos os animais foram obtidas e
analisadas segundo Chew et al. (2011). Os sobrenadantes das amostras que nao apresentaram
sedimento ativo foram utilizados. A mensuracdo da GGT e creatinina urinaria foram
realizadas em equipamento automatizado com Kits comerciais (Roche®, USA) e a DU foi
obtida por refratbmetro de bancada (Atago®, Japdo). A proteina urinaria foi mensurada em
equipamento semiautomatico com kit comercial especifico (Sensiprot Analisa®, Brasil).

Seguindo as recomendacdes da IRIS (2017), os pacientes foram agrupados de acordo
com presenca de azotemia em grupo ndo azotémico (NA) e grupo azotémico (A). Os animais
higidos formaram o grupo controle (C). Utilizando a DU os pacientes foram reclassificados
segundo Whatson et al. (2015) em dois grupos: DU abaixo do ideal (DU < 1,030) e DU
normal (DU > 1.030). Como critério de envolvimento tubular na geracao de proteinuria foi
utilizado o valor da GGTu/Cru >0,81 (Ibba et al., 2016).

A UP/C, GGTu/Cru e a DU foram comparadas entre 0s grupos utilizando-se o teste
de Kruskal-Wallis. O teste Mann-Whitney foi empregado como post hoc teste para
comparacao dois a dois. O nivel de significancia de 0,05 foi utilizado no teste de Kruskal-
Wallis. A fim de controlar o erro tipo I, o nivel de significancia utilizado no teste de Mann-
Whitney foi 0,016 (0,05/3 — nimero de comparages 2 a 2 realizadas).

A frequéncia de animais com envolvimento tubular foi calculada nos grupos com DU
abaixo do ideal e normal. A diferenca das frequéncias foi verificada pelo teste Exato de
Fisher com nivel de significancia de 0,05. O Risco relativo foi considerado significativo com
p < 0,05. Todos os testes estatisticos e o Risco relativo foram calculados de acordo com o

descrito por Zar (1999) e Jekel et al. (2001) respectivamente.
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Resultado e Discussao
Dos 33 cdes que participaram do trabalho 19 eram machos e 14 fémeas. A mediana

da idade foi de 36 meses (minimo de sete e maximo de 120 meses). O grupo NA e A foram
compostos por 22 e seis animais, respectivamente. Na tabela 1 s&o apresentadas as
comparag0es entre os grupos para a DU, UP/C e GGTu/Cru.

Tabela 1-Mediana, amplitude e diferenca estatistica para densidade urinaria, relacdo
proteina: creatinina urinaria e relacdo GGT: creatinina urinaria entre cdes negativos para
leishmaniose visceral e cées positivos azotémicos e ndo azotémicos.

C (med-amp) NA (med-amp) A (med-amp)
n=5 n=22 n=6
DU 1,050-0,025" 1,028-0,0434 1,016-0,0178
UP/C 0,11-0,10% 1,0-4,40° 2,92-6,74¢
GGTu/Cru 0,23-0,244 0,66-3,728 0,95-7,64"8

C- Grupo controle, NA- Grupo ndo azotémico, A- Grupo azotémico, med — mediana, amp — amplitude, DU-
densidade urinéria, UP/C- raz8o proteina:creatinina urinaria, GGTu/Cru- razdo GGT: creatinina urinaria.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa no teste de Mann-Whitney (p< 0,016), ap6s
teste de Kruskal — Wallis (p<0,05).

Os valores da densidade urinaria (DU) foram significativamente menores no grupo
A (Tabela 1) assemelhando-se ao encontrado por Cortadellas et al. (2008). Com 0 avango
da doenca, os tubulos distais e coletores dos néfrons perdem a capacidade de responder ao
ADH (horm6nio antidiurético), além da progressiva morte das células dos tubulos
contorcidos proximais, que exercem importante papel na desidratacdo do ultrafiltrado
(Chew, et al., 2011; Riella, 2014). Com isso, a eficiéncia dos rins em concentrar a urina é,
consideravelmente, diminuida. Embora ndo tenha sido identificado diferenga significativa
entre 0s grupos C e NA, 50% dos animais do grupo NA apresentaram DU menor que 1,030,
enquanto que nenhum animal do grupo C apresentou DU menor que 1,040. Segundo
Whatson et al. (2015), cdes com DU abaixo de 1,030 e hidratados devem ser investigados
guanto a presenca de DRC mesmo sem azotemia, pois ha indicativos de falha de resposta ao
ADH.

A UP/C foi diferente entre os trés grupos e apresentou aumento dos valores com o
avanco da DRC (Tabela 1). A proteindria pode ser consequéncia tanto de lesdo glomerular
quanto tubular ou ainda a associacdo de ambas (lbba et al., 2016). Em cdes com LV a
glomerulonefrite desencadeada pela doenga sobrecarrega as células do tdbulo contorcido

proximal que tentam reabsorver a grande quantidade de proteinas filtradas, acarretando em
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estresse e morte celular (Grauer, 2005; Solano-Gallego et al., 2011; Chew et al., 2011) e
pode justificar os resultados encontrados no presente trabalho.

A GGTu/Cru tem sido utilizada como marcador de lesdo tubular, uma vez que a
enzima GGT é secretada pelas células do tubulo contorcido proximal e liberada para o lGmen
em situagOes de transtorno (Dierickx, 1981; Hiene et al., 2001; Hart, 2005; Chew et al.,
2011). Frazilio et al. (2018) observaram diferenca estatistica entre a GGTu/Cru de animais
sem proteinudria e com proteindria, fato semelhante foi verificado entre o grupo C e NA do
presente trabalho. Isso reforca o fato de que a presenca de proteindria se relaciona com a
lesdo tubular verificado pelo aumento da GGTu/Cru.

Embora nenhuma diferenca estatistica na GGTu/Cru entre os grupos C, A e NA
tenha sido detectada, foi possivel observar uma mediana maior desse marcador no grupo A.
Contudo, 1/3 dos animais deste grupo apresentaram GGTu/Cru abaixo de 0,3, o que
contribui para aumentar a amplitude de variacdo dos valores e dificultar diferenciacdo
estatistica. A GGTu/Cru baixa em animais azotémicos pode ocorrer devido a diminuicéo da
massa celular renal em estagios avancados da DRC, de forma que as células tubulares
remanescentes ndo produzam enzima suficiente para demostrar elevacdo na urina.
Entretanto, a enzimdria esta relacionada a danos tubulares e ndo disfuncdo na filtracdo
glomerular, logo esses resultados reforcam a informacéo de que leséo tubular pode ocorrer
independente de alteracdo expressivas na creatinina sérica.

Ao reclassificar os animais quanto a DU, 70% deles com valores de densidade abaixo
do ideal apresentaram GGTu/Cru acima de 0,81, enquanto apenas 12% com DU considerada
normal demostraram valores semelhantes (tabela 2). O teste exato de Fisher revelou
diferencga significativa entre as frequéncias dos dois grupos (p<0,05). O risco relativo de um
cdo com leishmaniose e DU inferior a 1,030 possuir lesdo em tabulos foi de 4,95 (p<0,01,
IC 95% - 1,32-18,48).

Tabela 2 - Frequéncia de cées positivos e negativos para leishmaniose visceral com
densidade urinaria inadequada e adequada apresentando GGTu/Cru >0,81 ou <0,81.

GGTu/Cru >0,81 (%) GGTu/Cru<0,81 (%)  Total
DU <1,030 12 (70,59)* 5 (29,41) 17
DU >1,030 2 (12,5)* 14 (87,5) 16

DU- densidade urinaria, GGTu/Cru- relagdo GGT: creatinina urinaria. * mostra diferenca estatistica no teste
exato de Fisher (p< 0,05).

Ibba et al. (2016) sugeriram que a GGTu/Cru deve ser utilizada para verificar a
progressdao da DRC em cées com LV, o que corroborou os resultados encontrados no
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presente trabalho. Com isso amplia-se a recomendacéo de que animais positivos para LV e
com DU inferior a 1,030 tenham a GGTu/Cru avaliada a fim de considerar a existéncia de
possivel lesdo tubular e a necessidade de tratamento nefroprotetor, mesmo sem azotemia.

Concluséo
Individuos com leishmaniose e DU inferior a 1,030 devem ser avaliados quanto a

presenca de GGTu/Cru elevada por possuirem maior risco de desenvolver leséo tubular do
que animais doentes com densidade urinaria ideal, dessa forma a evolucdo da lesdo tubular
pode ser melhor avaliada e auxiliar na escolha da terapéutica para cada paciente.
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