NIRTVS VHIT FORTION,

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

DANIELLA BEZERRA DUARTE

ESTUDO DOS EXOSSOMAS URINARIOS EM PACIENTES COM
ESQUISTOSSOMOSE HEPATOESPLENICA COMPENSADA

FORTALEZA
2020



DANIELLA BEZERRA DUARTE

ESTUDO DOS EXOSSOMAS URINARIOS EM PACIENTES COM
ESQUISTOSSOMOSE HEPATOESPLENICA COMPENSADA

Tese apresentada a Coordenagdo do
Programa de Pds-graduacao em Ciéncias
Médicas, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceard, como
requisito parcial para obtencédo do titulo
de Doutora.

Area de concentracdo: Medicina

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Elizabeth De
Francesco Daher

FORTALEZA
2020



Dados Intemacionais de Catalogagdo na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitania
Gerada automaticamente pelo médule Catalog, mediante os dados formecidos pelofa) auton(a)

DEF1e  Duarte, Daniella Bezema.
Estudo dos exossomas urinarios em pacientes com esquistossomose hepatoesplénica
compensada / Daniella Bezema Duarte. — 2020.
BOf. : il color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pas-Graduacdo em Ciéncias Médicas, Fortaleza, 2020.

Orientagdo: Profa. Dra. Elizabeth De Francesco Daher.

1. Esquistossomose. 2. Exossomas Urinarios. 3. Avaliagdo. |- Titulo.

CDD &10




Daniella Bezerra Duarte

ESTUDO DOS EXOSSOMAS URINARIOS EM PACIENTES COM
ESQUISTOSSOMOSE HEPATOESPLENICA COMPENSADA

Tese apresentada a Coordenacdo do Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias
Médicas, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, como

requisito parcial para obtencéo do titulo de Doutora.

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Elizabeth De Francesco Daher (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof. Dr. José Milton de Castro Lima
Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof.2 Dr.2 Danya Bandeira Lima
Universidade Federal do Ceara - UFCE

Prof. Dr. Geraldo Bezerra da Silva Junior
Universidade de Fortaleza - UNIFOR

Prof. Dr. Gdayllon Cavalcante Meneses
Universidade Federal do Ceara - UFC



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Professora Doutora Elizabeth De Francesco Daher,
por acreditar em meu potencial, sempre disponivel as minhas questbes e
entusiasmada com a pesquisa clinica. Ela é referéncia profissional e pessoal para o

meu crescimento.

Ao farmacéutico e pds-doutorando em Ciéncias Meédicas, Gdayllon
Cavalcante, pela amizade, parceria, disponibilidade e pelo suporte durante a

realizacdo da pesquisa e do mestrado.

As secretarias do Mestrado em Ciéncias Médicas, Ivone Mary Fontenele

de Sousa e Rita de Céassia de Almeida Antunes, pelo carinho, auxilio e presteza.

A farmacéutica e Doutora em Ciéncias Farmacéuticas, Danya Bandeira,
pelo apoio para a realizacdo dos exames dos pacientes e ajuda no manejo das

amostras de material biolégico coletado nesta pesquisa.

A Dr.2 Andrea Agra, do ambulatério de Hepatologia, pela cooperacio
indispensavel para realizacdo deste projeto mediante o encaminhamento de seus

pacientes.

A amiga, irma e comadre, Maria Zenaide Ribeiro, por me haver

proporcionado o encontro com minha orientadora, pelo apoio e incentivo constante.

Aos meus pais, Jodo e Lucia, pelos momentos de plenitude e apoio

familiar incondicional. A vocés, minha eterna gratidao.

As minhas irmas, Patricia e Ana e a todos os membros da minha familia,

pelo apoio de sempre em tudo e durante toda a minha vida.

A Deus, pelo dom da vida.



“Contrecer wdo ¢ demonstran wem explican, é

aceder 4 widsdo .

Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO

Introducédo - A infeccdo por Schistosoma mansoni é considerada um problema de
saude publica. O envolvimento glomerular na esquistossomose é uma complicacéo
bem documentada, especialmente na esquistossomose hepatoesplénica (EHE). No
entanto, a funcdo tubular renal € mal compreendida. O objetivo deste estudo foi
investigar, através de exossomas urinarios, os transportadores tubulares renais em
pacientes com EHE. Métodos - Este € um estudo transversal de 17 pacientes com
EHE que tiveram exossomas isolados de amostras de urina. Foi adicionado um
inibidor de protease nas amostras de urina que foram imediatamente congeladas a -
80°C para um maior isolamento dos exossomas. ApGs o descongelamento da urina,
0s exossomas urinarios foram obtidos usando extensas etapas de vortice,
centrifugacéo e ultracentrifugacdo da urina. A expressao dos exossomas urinarios foi
avaliada por western blot, investigando AQP2 e NKCC2. As quantidades de carga
para eletroforese em gel foram ajustadas pela concentracdo de creatinina urinaria de
cada paciente para evitar o viés de concentracdo urinaria. A expressao proteica dos
pacientes com EHE foi comparada a controles saudaveis. Resultados - A expressao
de aquaporina-2 (AQP2) foi menor em pacientes com EHE do que nos controles
(46,8 + 40,7 vs 100 = 70,2%, P = 0,03) e a expressao do co-transportador NKCC2 foi
maior (191,7 = 248,6 vs 100 *= 43,6%, P = 0,01). Os niveis de AQP2 se
correlacionaram positivamente com a osmolaridade urinaria (r = 0,57; P = 0,04) e
negativamente com o pH urinario (r = -0,60; P = 0,03). Por sua vez, os valores de
NKCC2 se correlacionaram positivamente com a fracdo de excrecdo de potassio
(FeK) (r = 0,60; P = 0,02) e pH urinario (r = 0,55; P = 0,03). Conclusbes - A
diminuicdo de AQP2 e o aumento da expressdo do NKCC2 em pacientes com EHE
parecem estar envolvidos com a inabilidade de concentracdo e acidificacdo urinaria
nesses pacientes. Estes dados mostram anormalidades tubulares renais em

pacientes com EHE sem doenca clinica renal manifesta.

Palavras-chave: esquistossomose hepatoesplénica; funcéo tubular renal; exossomas

urinérios; aquaporina-2; NKCC2.



ABSTRACT

Background - Schistosoma mansoni infection is considered a public health problem.
Glomerular involvement in schistosomiasis is a well-documented complication,
especially in hepatosplenic schistosomiasis (HSS). However, renal tubular function is
poorly understood. The aim of this study was to investigate, through urinary
exosomes, tubular transporters functionally in HSS patients. Methods - This is a
cross-sectional study of 17 HSS patients who had isolated exosomes from urine
samples. Protease inhibitor was added in the urine samples that were immediately
frozen at -80°C for further exosomes isolation. After urine thawed, urinary exosomes
was obtained using extensive vortexing, centrifugation and ultracentrifugation steps
of urine. Urinary transporters expression from exosomes were evaluated by western
blot, including AQP2 and NKCC2. Charge amounts for gel electrophoresis was
adjusted by urinary creatinine concentration of each patient to avoid urinary
concentration bias. All protein expression of HSS patients was relative to healthy
controls. Results - The expression of aquaporin-2 (AQP2) was lower in HSS patients
than in controls (46.8 £ 40.7 vs 100 = 70.2%, p = 0.03) and the expression of the
NKCC2 co-transporter was higher (191.7 £ 248.6 vs 100 = 43.6%, p=0.01). AQP2
levels correlated positively with urinary osmolarity (r=0.57; P=0.04) and correlated
negatively with urinary pH (r=-0.60; P=0.03). In turn, the values of NKCC2 correlated
positively with the urinary fractional excretion of potassium (FEk) (r=0.60; P=0.02)
and urinary pH (r=0.55; P=0.03). Conclusions - The decrease of AQP2 and the
increase of NKCC2 expression in HSS patients seem to be involved with the inability
of urinary concentration and acidification in these patients. These data show renal

tubular abnormalities in HSS patients without manifest clinical renal disease.

Keywords: hepatosplenic schistosomiasis; renal tubular function; urinary exosomes;
aguaporin-2; NKCC2.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 Distribuicdo da esquistossomose no Brasil segundo percentual de 20
positividade em inquéritos coproscopicos

Figura 2 Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni 21

Figura 3 Esquema da formacéo de exossomas e liberacdo na urina 32

Figura 4 Distribuicdo dos pacientes portadores de esquistossomose 45
entrevistados e motivos de exclusao nas duas fases do estudo

Figura5 Expressdo de aquaporina-2 por western blot em exossomas 50
urinarios em pacientes com EHE e controles saudaveis

Figura 6 Expressdo de NKCC2 por western blot em exossomas urinarios 51
em pacientes com EHE e controles saudaveis

Figura7 Correlacdo aquaporina-2 e osmolaridade urinaria entre pacientes 52
com EHE

Figura 8 Correlacdo aquaporina-2 e pH urinario entre pacientes com EHE 52

Figura 9 Correlacdo NKCC2 e FeK entre pacientes com EHE 53

Figura 10 Correlacdo NKCC2 e pH urinario entre pacientes com EHE 53

Tabela 1 Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes com 46
EHE e do grupo-controle

Tabela 2 Apresentacdo clinica, diagndstico e tratamento dos pacientes 47
com EHE

Tabela 3 Comparacédo dos parametros de funcéo renal entre os pacientes 49
com EHE e o grupo-controle



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADH Hormonio antidiurético

ALT Alanina aminotransferase

AQP2 Aquaporina-2

AST Aspartato aminotransferase

C3 Complemento — C3

C4 Complemento — C4

CAA Antigeno anddico circulante

CCA Antigeno catddico circulante
DRC Doenga renal cronica

DRCT Doenca renal crénica terminal
EHE Esquistossomose hepatoesplénica
FA Fosfatase alcalina

FEx Fracdo de excrecdo de potassio
FEwmg Fracdo de excrecao de magnésio
FENa Fracdo de excrecdo de sodio
FUNASA Fundacao Nacional de Saude
GESF Glomerulosclerose segmentar e focal
GGT Gama-glutamiltransferase

HSS Hepatosplenic schistosomiasis
IgA Imunoglobulina A

I9G Imunoglobulina G

IgM Imunoglobulina M

IMC indice de massa corporal

KIM-1 Molécula de injdria renal-1



LRA
MCP-1
MELD
MRNA
MS
NF-kB
NGAL
NHE3
NKCC2
OMS
RNA
SISPCE
SVS
TcH>O
TFG

TTKG

Lesdo Renal Aguda

Proteina quimiotatica de mondécitos-1

Model for End-Stage Liver Disease

Acido ribonucleico mensageiro

Ministério da Saude

Fator nuclear kappa B

Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica
Trocador sédio-hidrogénio do tipo 3
Sadio-potéassio-2-Cloro

Organizacdo Mundial da Saude

Acido ribonucleico

Sistema de Informacédo do Programa de Vigilancia e Controle
da Esquistossomose

Secretaria de Vigilancia em Saude
Transporte de agua livre de solutos
Taxa de filtragdo glomerular

Gradiente de transporte transtubular de potassio



2.1
2.2

2.3

2.4
24.1
24.2
243
24.4
2441
2442
2.5

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

SUMARIO

INTRODUGCAO

REVISAO DE LITERATURA
Epidemiologia da esquistossomose
Ciclo da doenca

Quadro clinico da esquistossomose
Alteracdes renais na esquistossomose
Glomerulopatia esquistossomotica
Alteragdes tubulares na esquistossmose
Leséo renal aguda na esquistossomose
Biomarcadores de lesdo renal na esquistossomose
Proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1)
Exossomas urinarios

Tratamento e evolucéo

OBJETIVOS

Objetivo geral

Objetivos especificos

METODOLOGIA

Tipo de estudo

Caracterizacao do local do estudo
Critérios de incluséo

Critérios de excluséao

Protocolo do diagnostico

Primeira fase do estudo

Segunda fase do estudo

Analise estatistica

RESULTADOS

15
18
18
20
22
24
24
28
29
30
30
31
33
37
37
37
39
39
39
39
39
40
40
41
42
45



6 DISCUSSAO
7 CONCLUSOES
REFERENCIAS

ANEXOS

55
62
64
74



INTRODUCAO



15

1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria crénica causada por
trematdédeos do género Schistosoma, sendo cinco as espécies que parasitam o
homem: S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum e S. mekongi.
No Brasil, encontramos apenas o S. mansoni, presente em 19 unidades federadas,
com maior endemicidade observada nos estados do Nordeste (MAHMOUD, 1997,
DOMINGUES; NOVAIS, 2004).

E uma doenca tropical negligenciada que ocorre entre as populacdes
mais pobres, especialmente em locais sem acesso a agua potavel e condi¢cbes
sanitarias precarias (OMS, 2016). Estima-se que 230 milhdes de pessoas estdo

infectadas com Schistosoma spp no mundo inteiro (COLLEY et al., 2014).

A esquistossomose esta associada a grande morbidade e mortalidade,
sendo as complicacdes cronicas geralmente vistas em pessoas com elevada carga
parasitaria, o que geralmente ocorre naqueles que vivem em areas endémicas e
submetidos a exposicdo de repeticdo (BLANCHARD, 2004). Na dependéncia da
carga parasitaria de cada individuo e de sua resposta imune, amplo espectro de
formas clinicas pode se expressar. A maioria dos individuos exibe as formas leves
da doenca (assintomética, intestinal e hepatointestinal). Ja a forma hepatoesplénica
€ encontrada entre 4% e 7% dos infectados, estando associada a grande infestacao
parasitaria (DOMINGUES; NOVAIS, 2004).

O envolvimento renal na esquistossomose mansbnica € bem
documentado, com diversos trabalhos mostrando a associagcdo entre a doenca e
alteracbes glomerulares, sobretudo naqueles pacientes com a forma
hepatoesplénica (BARSOUM; NABIL; SAADY, 1996; NUSSENZVEIG et al., 2002,
BARSOUM, 2004; MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006). A natureza imunoldgica
da lesdo glomerular estd bem estabelecida e depende da liberacdo de moléculas
antigénicas produzidas pelo parasita, desencadeando a formacdo de complexos
imunes que se depositam nos glomérulos (MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006;
MELO; SILVEIRA; MARTINELLI, 2006). Andlise de material de biopsia renal de

pacientes com sindrome nefrética revelou que a glomerulonefrite



16

s

membranoproliferativa € a alteracdo histologica mais frequentemente encontrada
(ANDRADE; VAN MARK, 1987).

A pesquisa de alteragbes subclinicas, atravées de exames séricos e
urinérios, pode ser util para o diagnéstico precoce do envolvimento renal na
esquistossomose e para a consequente prevencado da progressdo da doenca renal.
As alteracdes da funcéo renal sdo assintomaticas na maioria dos casos, e 0 paciente
pode s6 desenvolver sintomas quando ocorre perda significativa de funcéo renal
(DUARTE et al., 2014).

Ao contrario do que acontece com a glomerulopatia esquistossomatica, o
envolvimento tubular na esquistossomose tem sido pouco descrito na literatura.
Apenas um estudo do nosso grupo mostrou que pacientes com esquistossomose
hepatoesplénica (EHE) com filtracdo glomerular preservada apresentam uma
incidéncia elevada de alteracdes tubulares, com incapacidade de concentracao
urinaria presente em 85% dos casos e défice de acidificacdo urinaria em 45%
(DUARTE et al., 2014).

Uma forma de melhor compreender as alteracbes glomerulares e
principalmente tubulares na esquistossomose mansonica seria através da
identificacdo dos exossomas urinarios. Os exossomas foram descritos pela primeira
vez por Rose Johnstone em 1980. Consistem de nanovesiculas (30-100nm) de
origem endocitica que sao secretadas no espaco extracelular ou fluidos corporais
qgquando um corpo multivesicular funde-se com a membrana plasmatica (DIMOV;
VELICKOVIC; STEFANOVIC, 2009).

O presente estudo foi realizado para avaliar a expressao de exossomas
urinarios de um grupo de pacientes portadores de EHE compensada,
acompanhados em um ambulatério especializado na cidade de Maceid, Alagoas,
Brasil. Na literatura médica vigente ndo ha estudos que demonstrem alteragbes em
exossomas urinarios em pacientes portadores de esquistossomose, sendo este o

primeiro a discorrer sobre o assunto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca tropical presente em cerca de 70
paises, principalmente na Africa, Leste do Mediterraneo e América do Sul. Estima-se
um total de 230 milhdes de pessoas infectadas, 85% das quais vivem na Africa
subsaariana, aproximadamente 120 milhdes desenvolvem sintomas, 20 milhdes tém
doenca grave e 100 mil morrem a cada ano (CHITSULO; LOVERDE; ENGELS,
2004; MAGUIRE, 2010; COLLEY et al., 2014). Foi trazida pelos escravos africanos e
se dispersou para as Américas do Sul e Central, e regido do Caribe, sendo
inicialmente detectada pelo médico Augusto Piraja da Silva, no Estado da Bahia. E
classificada pela OMS entre as doencas tropicais negligenciadas (MOLYNEU;
HOTEZ; FENWICK, 2005) e continua sendo uma das mais importantes doencas
parasitarias nos tropicos e regides subtropicais, constituindo importante problema de
saude publica (VANDERWERF et al., 2003; STEINMANN et al., 2006).

As espécies de Schistosoma variam de acordo com a area geografica. S.
mansoni ocorre na América do Sul, ilhas do Caribe, e, juntamente com S.
haematobium, na Africa e no Oriente Médio. S. haematobium também é observado
em parte da Africa Central e Ocidental. S. japonicum e S. mekongi ocorrem em
varios paises do sudeste asiatico, e S. japonicum também é encontrado na China e
nas Filipinas. A transmisséao € focal nos paises endémicos e mais intensa em areas
rurais pobres, com saneamento inadequado e sem abastecimento de &gua
(MAGUIRE, 2010).

Na Ameérica, a esquistossomose € mais prevalente na regido do Caribe,
Venezuela e Brasil, onde a doenca é endémica (MAGUIRE, 2010). Apesar dos
esfor¢os para o seu controle, o Brasil € o pais da América do Sul onde se concentra
0 maior numero de casos registrados, estimando-se que afete 4,6% da populacao,
ou seja, aproximadamente oito milhdes de pessoas (PASSOS; AMARAL, 1998;
KATZ; PEIXOTO, 2000; RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). Foi descrita em
quase todo o Territério Nacional, mas com maior prevaléncia nos estados do
Nordeste. Sua ocorréncia esta diretamente relacionada com a presenca do

hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria. A espécie Biomphalaria
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glabrata é responsavel pela transmissdo da esquistossomose em quase todas as
regides onde a doenca ocorre com taxas de infec¢do superiores a 50%. O molusco
pode ser encontrado em colec¢8es hidricas artificiais e naturais de agua doce, 4gua
parada ou de baixa correnteza, desde rios, lagoas, valas e pequenas pocas. O
género Biomphalaria possui a capacidade de se adaptar a diferentes habitat e séo
facilmente adaptadas a ambientes costeiros com alta salinidade (LEAL NETO et al.,
2013). Sua ocorréncia era restrita ao ambiente de agua doce, entretanto atualmente
podem ser encontrados em cole¢des hidricas salinas e salobras. O ambiente salino
pode conduzir a selecdo de populacdes de moluscos mais resistentes e 0 ambiente
salobro, por apresentar uma diversidade de fitoplancton, pode contribuir para a
proliferacéo de B. glabrata (BEZERRA DA SILVA et al., 2006).

Estima-se que existam 25 milhdes de pessoas no pais em risco de
contrair a doenca (BRASIL, 2010). A figura 1 mostra a distribuicdo da
esquistossomose no Brasil segundo percentual de positividade em inquéritos
coproscopicos no ano de 2012 (BRASIL, 2012).

Atualmente, Alagoas é o estado do Brasil com maior registro de casos
confirmados da doenca, foram 6.416 em 2016 de um total de 12.009 em todo o pais,
0 que corresponde a mais de 50% dos casos registrados no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020). Cerca de 60% do Territorio Alagoano ¢ area endémica e mais de
dois milhdes de individuos estdo expostos a infeccdo (FUNASA, 1995; BRASIL,
2012). A disseminacdo da doenca em Alagoas deve-se a existéncia no estado de
fatores endémicos basicos para a viabilidade de todo o ciclo da doenca como a
presenca do hospedeiro definitivo, presenca do hospedeiro intermediario
(planorbideos do género Biomphalaria), grande distribuicdo geografica e alta
resisténcia do hospedeiro intermediario a seca; presenca de meios aquaticos
adequados para a disseminacdo do hospedeiro intermediario no qual a populacéo
tenha contato direto seja para atividades domésticas, agricolas ou de lazer; depésito
de esgoto nessas aguas ou proximo a elas (VITORINO et al., 2012). Além disso, a
elevada prevaléncia da esquistossomose esta diretamente relacionada ao baixo
nivel de renda e escolaridade da populagédo, condicdes marcantes no Estado de
Alagoas (BARRETO et al., 2015).
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Figura 1 - DistribuicAo da esquistossomose no Brasil segundo percentual de

positividade em inquéritos coproscopicos

Faixa de positividade (%) L
S
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5-15 \/\ff

- s
[ \ Sem dados

Fonte: Sistema de Informacdo do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose —

SISPCE/SVS/MS (BRASIL, 2012).

2.2 Ciclo dadoenca

7

O ciclo evolutivo do S. mansoni € complexo e requer um hospedeiro
intermediario e um definitivo. O homem € o hospedeiro definitivo do S. mansoni. J&4 o
hospedeiro intermediario € o caramujo, molusco aquatico da familia Planorbidae,
incluido no género Biomphalaria, cujo habitat natural sdo cursos de agua doce de
pouca ou nenhuma correnteza, lagos de pequeno porte, brejos, valetas de irrigagao,
hortas e outros (PASSOS; AMARAL, 1998).

Uma vez eliminados na agua, os ovos de S. mansoni eclodem, liberando
0 miracidio, que penetra o hospedeiro intermediario, o caramujo. O miracidio se

reproduz assexuadamente até se transformar em larva cercéria (forma infectante).
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As cercérias deixam o0 caramujo e penetram a pele intacta de seres humanos,
transformando-se em esquistossémulos, que migram para os pulmdes e o figado.
Apés cerca de seis semanas, evoluem para a forma adulta e migram para o sistema
porta (MARTINELLI; SILVEIRA; ROCHA, 2006).

Figura 2 - Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

( & CERCARIAS ABANDONAM O
CARAMUJO E NADAM LIVRES
NA AGUA DE CARAMUJOS
APOS PENETRACAO TRANSFOR-
PENETRAM A e MAM-SE EM ESQUISTOSSOMULO
PELE INTACTA

i 2
ESPOROC]STOS SE \
(S

DISSEMINAM-SE
PELO SANGUE

0 )

ATINGEM O FIGADO ONDE SE
MATURAM EM FORMAS ADULTAS

S
D

OS ADULTOS EMPARELHADOS MIGRAM PARA O
PLEXO VENOSO MESENTERICO DO INTESTINO E OS
OVOS PASSAM A SER LIBERADOS PELAS FEZES

'~°°°’ MULTIPLICAM EM
Jc( GERACOES SUCESSIVAS

\DECARAMUJOS
oMIRACI'DIOS
INVADEM TECIDOS
DO CARAMUJO

NA AGUA 0S OVOS
ECLODEM E LIBERAM
0S MIRACIDIOS

\
S. MANSON]

Fonte: Duarte et al., 2019. Copyright © 2019.

Apods 1-3 meses, o verme fémea comeca a produzir ovos, que podem
viajar por via hematogénica para outros locais ou atravessar a parede intestinal,
alcancando a luz intestinal e dai serem excretados nas fezes (MAHMOUD, 1997;
DOMINGUES; NOVAIS, 2004). Os ovos liberados na corrente sanguinea por vermes
adultos podem invadir os tecidos locais, onde liberam toxinas e enzimas e provocam
uma resposta TH-2-imunomediada (COUTINHO et al.,, 2007). A inflamagéo e a
formacao de granulomas ocorrem em torno dos ovos depositados, o que pode levar
a fibrose dos tecidos afetados, especialmente no figado (CHEEVER; HOFFMANN;
WYNN, 2000). A figura 2 apresenta de forma resumida o ciclo evolutivo do S.

mansoni.
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2.3 Quadro clinico da esquistossomose

A apresentacao clinica da esquistossomose resulta da resposta imune do
hospedeiro aos ovos do Schistosoma e da reacdo granulomatosa evocada pelos
antigenos que eles secretam. A doenca tem uma evolucao crénica, com gravidade
variavel. A evolucdo depende da resposta imunolégica, do desenvolvimento do
verme e de sua ovoposicdo (ROSS et al., 2002). A resposta imune dos individuos
com esquistossomose inclui componentes humorais, bem como celulares. O grau e
a extensao dessa resposta fornece o equilibrio entre a infestacdo assintomatica e as
manifestacdes da doenca (MAHMOUD, 1997).

A maioria dos pacientes infectados é assintomatica. Os sintomas agudos
Sa0 mais comuns em pessoas nao imunes, tais como 0s viajantes, em razao de uma
resposta imune mais intensa a exposicao. Por outro lado, as complicacdes crbénicas
exigem carga maior de infeccéo e, portanto, sdo vistas principalmente em individuos
de areas endémicas (CORACHAN, 2002).

A fase aguda ocorre varias semanas ap0s a penetracdo das cercérias,
sendo considerada uma reacdo alérgica toxémica a migracdo e maturacdo das
larvas do S. mansoni. Em geral, os sintomas sédo febre, tosse seca, fraqueza,
cefaleia, sintomas abdominais, urticaria e/ou angioedema. A gravidade do quadro
clinico varia de acordo com a carga parasitaria e a resposta imune aos antigenos do
parasita, sendo que imunocomplexos circulantes sdo encontrados em 55-93% dos

pacientes com esquistossomose aguda (MOUNTFORD, 2005).

A fase crbnica pode ser dividida em trés formas clinicas: intestinal,

hepatointestinal e hepatoesplénica (BINA, 1981).

Na forma intestinal, os sintomas mais comuns incluem dor abdominal
cronica ou intermitente, perda de apetite e diarreia (STEPHENSON, 1993). Pdlipos
intestinais podem surgir ao redor da inflamacao granulomatosa circundante aos ovos
depositados na parede do intestino. Ulceras intestinais também podem se
desenvolver. Raramente, uma massa inflamatéria pode levar a obstrucao
(LAMYMAN et al., 2006). Na maioria dos casos, 0s sintomas permanecem discretos,
enquanto a carga parasitéria for baixa e o acumulo de ovos nos tecidos pequeno.

Nessa forma, as lesbes hepéticas sdo moderadas e os sintomas, - como perda de
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apetite, desconforto abdominal, astenia, célicas intestinais, diarreia e disenteria - sdo
geralmente brandos e bastante variaveis, podendo persistir durante anos, pela
dificuldade do diagndstico, além de haver sintomas similares a outros tipos de
doenca (DOMINGUES; DOMINGUES, 1994; LAMBERTUCCI et al., 2000).

A medida que os ovos s&o arrastados pela circulacdo e se alojam no
figado, a parasitose se agrava, levando o paciente a desenvolver a forma
hepatointestinal. Embora a sintomatologia de ambas as formas seja semelhante, as
lesbes hepéticas na forma hepatointestinal sdo mais intensas do que na intestinal,
com baco e figado discretamente palpaveis. O quadro clinico pode evoluir e o
paciente desenvolver a forma hepatoesplénica, que se caracteriza pelo
comprometimento e aumento consideravel do figado e baco (DOMINGUES;
DOMINGUES, 1994).

Na forma hepatoesplénica, os pacientes podem ser assintomaticos, sendo
reconhecidos ao exame clinico pela presenca de hepatomegalia as custas do
aumento do lobo esquerdo do figado e esplenomegalia. Expressam, com frequéncia,
gueixas gastrintestinais, como dispepsia, flatuléncia ou diarreia. A hipertensao portal,
ocasionada pela fibrose hepatica de Symmers, achado tipico da forma
hepatoesplénica, é a base da patogénese, acarretando consequéncias clinicas,
como o0 surgimento das varizes do plexo submucoso do es6fago e estbmago, e a
esplenomegalia, com hiperesplenismo, levando a alteracbes hematologicas, como
plaguetopenia e leucopenia (DOMINGUES; NOVAIS, 2004). Muitos pacientes
permanecem na sua forma clinica estacionaria ou compensada, conservando um
bom estado geral, com sintomatologia de pequena intensidade, mas podem evoluir
para a forma hepatoesplénica descompensada (ANDRADE; VAN MARCK, 1984).
Geralmente, essa descompensacao ocorre apos episodio de sangramento digestivo,
gue pode acarretar um quadro de insuficiéncia hepatica transitoria, caracterizado por
ascite, edema periférico, ictericia leve e encefalopatia (DOMINGUES; NOVAIS,
2004). A mortalidade por esquistossomose ocorre principalmente nessa forma. O
rompimento das varizes esofagicas leva a hemorragias digestivas graves, muitas
vezes fatais (PRATA, 1997; BRASIL, 2006).
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2.4 Alteragdes renais na esquistossomose

O envolvimento glomerular na esquistossomose mansonica é bem
documentado, com diversos trabalhos mostrando a associacdo entre a doenca e
alteracbes glomerulares. Mais recentemente, no entanto, tém surgido relatos na
literatura acerca do envolvimento dos tubulos renais em pacientes com a doenca,
assim como também sobre lesdo renal aguda (LRA) e novos biomarcadores renais
nesses pacientes (HANEMANN et al., 2013; DUARTE et al., 2014, 2015).

2.4.1Glomerulopatia esquistossomaotica

Ndo ha consenso sobre a prevaléncia do acometimento renal na
esquistossomose, variando de acordo com a série avaliada e com fatores
geograficos que parecem influenciar os distintos padrbes de injaria glomerular
(BARSOUM, 1993). No Brasil, € descrita incidéncia de doenca glomerular na
esquistossomose, variando entre 5-6%, percentual que se eleva para 15%, quando
se consideram apenas os pacientes com a forma hepatoesplénica da doenca (VAN
VELTHUYSEN, 1996).

Alguns autores sugeriram que a doenca renal associada a
esquistossomose estava diminuindo no Brasil, como consequéncia de intervencdes
terapéuticas em areas endémicas iniciadas no final dos anos 1970. Apesar da
reducdo do numero de casos de esquistossomose no Brasil, em especial das formas
graves da doenca decorrente destas intervencfes, o acometimento renal nao
diminuiu (ANDRADE, 1998).

Estudo transversal planejado para atualizar a prevaléncia atual da doenca
renal em pacientes com EHE, em um centro de referéncia em Minas Gerais, de 2007
a 2009, avaliou 63 pacientes com esquistossomose mansdnica e encontrou
evidéncia de envolvimento renal em 12,7% dos pacientes, corroborando a ideia de

que a prevaléncia n&do diminuiu (RODRIGUES et al., 2010).

A natureza imunoldgica do acometimento glomerular na esquistossomose
€ bem estabelecida (VAN MARCK, 1983; BARSOUM, 1993; MARTINELLI; ROCHA,
1996). Apesar dos antigenos provenientes do verme adulto serem o0s mais
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relacionados a glomerulopatia esquistossomoética (CARLIER et al., 1975; MADWAR,;
VOLLER, 1975), antigenos soluveis do ovo também contribuem para a patogénese
da glomerulopatia, como demonstrado em estudos experimentais, onde antigenos
soluveis do ovo foram localizados ultraestruturalmente por imunomicroscopia nos

glomérulos de hamsters injetados com ovos de S. mansoni (DE BRITO et al., 1998).

Entre os diversos antigenos isolados, os provenientes do tubo digestivo
do verme adulto, de natureza polissacaridea, regurgitados pelo parasita, sdo 0s
implicados na patogénese da glomerulopatia (DEELDER et al., 1980). Dois
antigenos principais do Schistosoma mansoni, o antigeno andédico circulante (CAA)
e 0 antigeno catédico circulante (CCA), foram localizados ultraestruturalmente em
depdsitos glomerulares de humanos e em animais de experimentacdo infectados
com S. mansoni (VAN MARCK; DEELDER; GIGASE, 1977; DE WATER et al.,
1988).

Os antigenos CAA e CCA séo presos pela membrana basal glomerular e
depositados na matriz mesangial. CAA foi visto em quantidades consideravelmente
menores do que CCA, isto se atribuindo ao fato de que CAA, mas ndo CCA, é

repelido pela carga negativa da membrana basal glomerular (BARSOUM, 1987).

Outros fatores importantes, além da producdo de antigenos pelo verme
adulto, parecem contribuir na génese da doenca glomerular na esquistossomose
mansonica, como a circulacéo colateral do sistema porta em decorréncia do grau de
envolvimento hepético, a ineficiéncia do sistema macrofagico do figado, a
severidade e a duracdo da infestacdo e, ainda, fatores raciais e genéticos
(BARSOUM, 1987; RODRIGUES et al., 2010). A hipertensao porta, com circulagao
colateral, facilita a passagem dos antigenos esquistossomoéticos que se ligam aos
anticorpos na circulacao e posteriormente se depositam nos glomérulos (DIGEON et
al., 1979).

Também € sugerida a participacdo da Imunoglobulina A (IgA) como
mediadora de lesGes glomerulares em estadios mais avancados da doenca, porém a
relevancia destes dados ainda é discutivel. Acredita-se que a hipertenséo portal e o
dano hepético com ineficiéncia do sistema macrofagico hepatico desempenham
papel fundamental, permitindo que tanto os antigenos esquistossomoticos quanto 0s
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polimeros de IgA escapem da depuracdo hepética (DIGEON et al.,, 1979;
BARSOUM, 1987).

A lesdo glomerular também se relaciona com a intensidade da parasitose
e o0 tipo e duracdo do processo. Ensaios com ratos infectados com quantidades
diferentes de cercarias evidenciaram proteindria significativa, hipoalbuminemia e
hipercolesterolemia naqueles infectados com 50 cercérias ou mais, mas nao nos
controles ou no grupo infectado com 20 cercéarias, parecendo haver correlacdo
significativa entre as alteracdes patologicas e a duracao e carga de infec¢do por S.
mansoni (SOBH et al., 1991).

Classicamente, a glomerulopatia esquistossomoética € associada a forma
hepatoesplénica da esquistossomose, no entanto, também é observada na sua
forma hepatointestinal (SOBH et al., 1988; ABENSUR et al., 1992). Em geral, os
pacientes sao adultos jovens, de ambos 0s sexos, residentes em areas endémicas
da doenca (ANDRADE; VAN MARCK, 1984). Podem apresentar-se ao exame fisico
com hepatomegalia com proeminéncia do lobo esquerdo e, na maioria das vezes,
esplenomegalia (ANDRADE; ROCHA, 1979).

A apresentacao clinica da glomerulopatia esquistossomaética é variavel,
sendo a sindrome nefrotica a forma clinica de apresentacdo mais frequente
(ANDRADE; VAN MARCK, 1984). Uma peculiaridade € o fato de cursar com niveis
normais de colesterol em 33% dos casos e hiperglobulinemia em 26%. A proteinaria
€ de baixa seletividade (MARTINELLI; ROCHA, 1996). Além da sindrome nefrética,
outras manifestacdes da nefropatia esquistossomotica incluem
hipocomplementemia, microalbumindria ou proteindria ndo nefrética. Hipertensdo
arterial sistémica esta presente em 15 a 40% dos pacientes, e doenca renal cronica,
a avaliacdo inicial, pode ser documentada em um numero variavel de pacientes
(SOBH et al., 1987).

E descrita também a associacdo de envolvimento glomerular em
pacientes com esquistossomose mansonica e salmonelose septicémica prolongada,
no entanto, a natureza desta relacdo ainda ndo é clara (LAMBERTUCCI et al.,
1987).
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O quadro histologico da glomerulopatia esquistossomética é variavel, a
depender da presenca ou auséncia de manifestacées clinicas, e também parece
receber influéncia de fatores geogréaficos (QUEIROZ et al.,, 1973; ANDRADE;
ROCHA, 1979; BARSOUM, 1987; ABENSUR et al., 1992). O tipo histologico mais
frequentemente descrito é a glomerulonefrite membranoproliferativa, geralmente
com sindrome nefrética (ANDRADE; VAN MARCK, 1984; ANDRADE; VAN MARCK,
1987; RODRIGUES et al., 2010). Estudo brasileiro recente, porém, encontrou como
padrdo predominante na esquistossomose a glomerulosesclerose segmentar e focal
(DOS SANTOS et al., 2011).

Os antigenos do verme adulto do S. mansoni depositam-se nos
glomérulos, levando ao reconhecimento de cinco classes de glomerulopatia. A
classe |, glomerulonefrite mesangioproliferativa estd associada a deposicdo de
complexos imunes, contendo antigenos esquistossomoticos, IgM e C3. A classe I,
glomerulonefrite exsudativa, € caracterizada por neutréfilos, mondcitos e eosinéfilos,
invadindo o meséangio, além de depositos subendotelial e mesangial de C3, muitas
vezes associados com IgG e IgM. Ocorre concomitante com infecgdo pelo
Schistosoma e espécies de salmonela. A classe Il € uma glomerulonefrite
membranoproliferativa, enquanto a classe IV é uma lesdo esclerosante segmentar e
focal. Estas duas classes constituem a maioria dos pacientes com doenca
progressiva e se correlacionam com o grau de fibrose hepatica esquistossomotica
associada. Sao muitas vezes associadas com anormalidades em componentes
séricos de IgA, bem como depdésitos de IgA glomerular e peritubular. A classe V,
amiloidose, decorre de uma resposta generalizada a inflamacgé&o crénica e ocorre nos
casos de infec¢do prolongada (BARSOUM, 2004).

Acredita-se que os padrbes de lesdo glomerular descritos na
esquistossomose reflitam a influéncia de fatores geograficos, e talvez diferencas
patogenéticas. Amiloidose, por exemplo, raramente é vista no meio local como
complicacdo de glomerulopatia esquistossomotica avancada, assim como 0sS
depdsitos glomerulares de IgA observados em séries africanas (BRITO, 1999;
NUSSENZVEIG et al., 2002).

Utilizando-se de anticorpos monoclonais, antigeno de vermes adultos e

antigeno solavel de ovo podem ser localizados ultraestruturalmente por
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imunomicroscopia nos glomérulos de hamsters infectados com cercérias ou
injetados com ovos de Schistosoma mansoni. Antigenos de vermes adultos séo
observados, principalmente no citoplasma de células mesangiais, matriz mesangial e
membrana basal glomerular, ou como particulas de ouro isoladas ou em pequenos

depadsitos elétron-densos de origem imune provavel (DE BRITO et al., 1998).

2.4.2 Alteragdes tubulares na esquistossomose

Ao contrario do que acontece com a glomerulopatia esquistossomética, o
envolvimento tubular na esquistossomose tem sido pouco descrito na literatura.
Duarte et al (2014) mostraram que pacientes com EHE com filtracdo glomerular
preservada, semelhante ao que acontece em outras doencas infecciosas como
leishmaniose tegumentar americana, calazar e hanseniase (LIMA VERDE et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012), apresentam uma incidéncia
elevada de alteracdes tubulares, com incapacidade de concentracdo urinaria
presente em 85% dos casos e défice de acidificacdo urindria em 45%. A
osmolaridade urinaria e os valores da relacdo entre osmolaridade urinaria e
plasmatica (U/P,sm) foram significativamente menores nos pacientes com EHE em
comparacdo com os controles, e, o pH urinario, por sua vez, foi significativamente
maior nos pacientes com EHE, em comparacdo com os controles, sugerindo acidose
tubular renal distal (DUARTE et al., 2014).

Duarte et al (2014) avaliaram também o manejo renal de sodio por meio
da fracdo de excrecdo de sodio (FEna), ndo sendo encontrada diferenca nos niveis
de FEna entre os pacientes com esquistossomose mansonica e 0 grupo-controle.
Foram evidenciados menores niveis de reabsorcao de agua livre de solutos (TcH,0)
entre os pacientes com EHE indicando défice na reabsor¢cdo de agua, o que esta
associado com o défice de concentracdo urinaria. O mecanismo pelo qual os
pacientes com EHE exibem défice de concentragcdo urinaria e acidificagdo urinaria
nao esta claro, mas pode também estar relacionado a componentes imunoldgicos

ativados pela infeccéo parasitaria (DUARTE et al., 2014).

Até o presente momento, nenhuma alteracdo histopatolégica dos tubulos

renais em pacientes infectados com S. mansoni foi relatada na literatura. Mais
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recentemente, um trabalho experimental com camundongos infectados por cercaria
revelou, através de microscopia, alteracdes morfolégicas leves a moderadas das
células tubulares em comparacdo com os controles. Ultraestruturalmente, havia
edema com formacdo de corpos fantasmas (fragmentos citoplasmaticos
destacados), atrofia e vacuolizacdo, além da formacdo de vacuolos autofagicos
contendo mitocondrias danificadas e grandes materiais eletrodensos em algumas
células tubulares (EID et al., 2017).

2.4.3 Lesao Renal Aguda

Lesdo renal aguda parece ser uma caracteristica importante da
esquistossomose descompensada e esta associada com significativa morbidade e
mortalidade (DUARTE et al., 2015). No entanto, este tema ainda carece de mais

relatos na literatura.

Em um estudo retrospectivo, Duarte et al (2015) avaliaram 60 pacientes
portadores de EHE hospitalizados ap6s quadro de descompensacdo clinica da
doenca. LRA foi definida de acordo com os critérios de RIFLE (BELLOMO et al.,
2004) e estava presente em 43,3% durante a internacao hospitalar. Maior média de
idade, maior tempo de internacdo, presenca de ascite e uso de diurético foram
condi¢des associadas com LRA. Morte ocorreu em cinco casos, sendo quatro no
grupo com LRA. As classificacbes de Child-Pugh e MELD (CHILD; TURCOTTE,
1964; KAMATH et al., 2001), utilizadas para avaliar a gravidade e o progndstico da
doenca hepatica crbnica, apresentaram escores mais altos entre os pacientes com
LRA (DUARTE et al., 2015).

No entanto, ndo estdo claros os mecanismos através dos quais a
esquistossomose pode levar a disfuncdo renal aguda, se por mecanismos
decorrentes do quadro de insuficiéncia hepatica transitéria observado nestes
pacientes ou se por algum mecanismo adicional relacionado a infeccdo cronica
(DUARTE et al., 2019).
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2.4.4 Biomarcadores de lesdo renal

A pesquisa de novos biomarcadores renais € deveras importante, uma
vez que pode fornecer o diagnostico precoce de alteragBes renais, permitindo a
adocédo de medidas que possam prevenir a progressao para doenga renal cronica
terminal. E possivel que no futuro, um painel de biomarcadores de les&o renal seja
utiizado na pratica médica, para detectar lesdes subclinicas, glomerulares ou
tubulares (MENESES et al., 2020).

A creatinina sérica tem sido utilizada como um biomarcador de leséo renal
h&a mais de um século, mas é bem conhecida por ser um marcador de aumento
tardio no sangue dos pacientes, elevando-se apenas quando a doenca clinica ja
estid estabelecida. Por este motivo, nos ultimos anos, houve um aumento
exponencial na investigacdo de novos biomarcadores renais que fossem mais
precoces e especificos para o dano renal (MCCULLOUGH et al., 2013). Dentre
estes marcadores, os mais estudados sdo a lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica (NGAL), molécula de injaria renal-1 (KIM-1), proteina quimiotatica de
monaocitos-1 (MCP-1), cistatina C, fator nuclear kappa B (NF-kB), microalbuminuria e
proteinas de membrana presentes em exossomas urinarios (DUARTE et al., 2020;

MENESES et al., 2020).

2.4.4.1 Proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1)

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), uma quimiocina que
atua como potente ativador de mondcitos/macréfagos (JIANG et al.,, 1992), é
sugerida como um biomarcador precoce de dano renal e parece desempenhar papel
importante na patogénese da lesdo renal progressiva e em variados tipos de
doencas renais, com base em observacfes de varios modelos animais e humanos
(SEGERER et al., 2000).

Hanemann et al (2013) avaliaram pela primeira vez os niveis urinarios de
MCP-1 na esquistossomose, encontrando um aumento significativo deste
biomarcador na urina de pacientes com esquistossomose mansonica ativa e tratada,

em comparacdo com o grupo-controle, além de correlagdo dos niveis de MCP-1
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urinario com microalbuminuria. Mesmo sem ter sido observada diferenca entre os
grupos em relacdo a taxa de excrecao urinaria de albumina, um aumento de MCP-1
urinério foi observado em pacientes com infeccdo ativa ou tratada pelo S. mansoni,
sugerindo que a infeccdo pode induzir um estado de inflamacé&o renal crénico nao

interrompido pelo tratamento especifico do agente agressor.

Duarte et al (2014) encontraram niveis maiores de MCP-1 urinario nos
pacientes com esquistossomose hepatoesplénica compensada comparado a um
grupo-controle de individuos saudaveis. Além disso, houve uma correlacéo positiva
entre os niveis de MCP-1 e os de microalbumindria e proteindria de 24 horas nos
pacientes com esquistossomose. O achado de diferenca nos niveis de MCP-1, mas
ndo nos niveis de microalbumindria e proteindria na comparacdo do grupo com
esquistossomose e 0 grupo-controle, pode sugerir um papel do MCP-1 na deteccdo

mais precoce de dano renal associado a esquistossomose.
2.4.4.2 Exossomas Urinarios

Uma forma de melhor compreender as alteracbes glomerulares e
principalmente tubulares na esquistossomose mansoOnica seria através da
identificacdo dos exossomas urinarios. Os exossomas foram descritos pela primeira
vez por Rose Johnstone em 1980. Consistem de nanovesiculas (30-100 nm) de
origem endocitica que sdo secretadas no espaco extracelular ou fluidos corporais
quando um corpo multivesicular funde-se com a membrana plasmatica (DIMOV;
VELICKOVIC; STEFANOVIC, 2009). Além da urina, exossomas ja foram detectados
em vérios fluidos bioldgicos, incluindo plasma, secrecdo nasal, saliva e leite
materno (ADMYRE et al, 2007; PALANISAMY et al, 2010; LASSER et al., 2011a,
2011b; VAN BALKON et al., 2011).

O exossoma desenvolve-se no interior da célula quando um segmento da
membrana celular sofre endocitose, originando um endossoma precoce. Os
endossomas precoces formam pequenas vesiculas que irdo povoar 0S COrpos
multivesiculares ou endossomas tardios, estes, posteriormente irdo se fundir com
a membrana celular, desencadeando a liberac&o das vesiculas do seu interior para o

meio extracelular, momento em que estas vesiculas passam a ser chamadas de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Endossoma
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exossomas (VAN BALKOM et al., 2011). A figura 3 mostra um esquema de formacao

dos exossomas e sua liberagcéo na urina.

Os exossomas urinarios, assim como os demais, sdo proteinas de muito
baixa densidade que apenas se sedimentam apdés ultracentrifugacdo. Analise de
urina de individuos adultos sadios revelou que do total de proteinas excretadas, 48%
eram proteinas incluidas no sedimento, 49% eram proteinas solUveis e apenas 3%
estavam em exossomas (ZHOU et al., 2006; DIMOV; VELICKOVIC; STEFANOVIC,
2009).

Figura 3 - Esquema da formacéo de exossomas e liberacdo na urina
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Adaptado de Van Balkon et al., 2011.

Os exossomas urinarios diferem na sua composi¢ao e origem subcelular,
sendo secretados a partir de todos os tipos de células renais como poddcitos,
células do tdbulo contorcido proximal, distal e células epiteliais transicionais,
tornando-se assim uma excelente fonte de amostras para o estudo da fisiologia e da
patologia renal. O estudo dessas vesiculas extracelulares na urina pode ser
considerado uma imagem nao invasiva do estado fisiolégico do sistema renal
(PISITKUN; SHEN; KNEPEER, 2004; GAMEZ-VALERO et al., 2015).
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As células epiteliais de cada segmento do nefron podem contribuir para a
populacdo de exossomas urinarios, incluindo proteinas de membrana, tais como
transportadores e receptores, MRNAs e microRNAs e moléculas sinalizadoras que
refletem o estado fisiolégico de suas células de origem e, consequentemente,
constituem uma rica fonte de potenciais moléculas biomarcadoras (VAN BALKOM et
al., 2011; STREET et al., 2017).

Dentre os transportadores de membrana j4 estudados através de
exossomas estdo a aquaporina-2 (AQP-2), o trocador sédio-hidrogénio do tipo 3
(NHE3), o transportador sodio-potassio-2-Cloro (NKCC?2), o transportador H'ATPase
e a pendrina. A AQP2 é uma das proteinas mais estudas e pode representar um
biomarcador diagnostico de alteracées no balanco de agua, como por exemplo, nos
casos de diabetes insipidus nefrogénico (KANNO et al, 1995; DIMOV,
VELICKOVIC; STEFANOVIC, 2009). O NHE3 é encontrado no tubulo proximal
sendo o ator principal na geracdo e reabsorcdo de bicarbonato. H'ATPase e
pendrina, por sua vez, sdo transportadores envolvidos no controle acidobasico
presentes no nefron distal (OLIVEIRA et al., 2011). O NKCC2 é encontrado na
membrana luminal do ramo ascendente espesso da alca de Henle e é um elemento
importante nos mecanismos de concentracdo e diluicdo urinaria (ANDRADE et al.,
2007).

Na literatura médica vigente ndo ha estudos que demonstrem alteractes

em exossomas urinarios em pacientes portadores de esquistossomose.

2.5 Tratamento e evolucao

O tratamento com antiparasitarios, como oxamniquina ou praziquantel,
esta indicado em todos os casos em que ha evidéncia de doenca ativa, salvo
contraindicacdes. Apresenta beneficios, como melhora dos sintomas, sensagédo de
bem-estar, reducao do tamanho do figado e do baco, diminuicdo da fibrose hepética
(GRYSEELS et al., 2006; MAGUIRE, 2010).

O praziquantel é apresentado em comprimidos de 600 mg e administrado
por via oral, em dose Unica de 50 mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg de
peso para criangas. Para o oxamniquina, as doses recomendadas sdo de 20 mg/kg
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para criancas e de 15 mg/kg para adultos. Ambas as medicacbes devem ser

tomadas de uma so vez, cerca de uma hora apés a refeicdo (BRASIL, 2014).

O tratamento da esquistossomose aguda grave deve ser iniciado com
prednisona (1mg/kg de peso/dia) seguido pelo antiparasitario (oxamniquina ou
praziquantel) 24 a 48 horas depois. No concernente a hipertensdo portal, o
tratamento cirdrgico é empregado nos pacientes  esquistossomoticos
hepatoesplénicos que cursam com hemorragia digestiva alta, sendo a esplenectomia
associada a ligadura da veia gastrica esquerda ou a desconexao azigo-portal com
esplenectomia as técnicas mais utilizadas (DOMINGUES; NOVAIS, 2004; BRASIL,
2014).

Quanto ao acometimento renal, alguns estudos sugerem que as lesdes
renais sao irreversiveis, porque muitos casos tém atraso no diagndstico. Tratamento
antiparasitario especifico, no entanto, pode alterar o desenvolvimento da doenca
renal ou sua progressao quando instituido nas fases iniciais. Pacientes com formas
proliferativas ndo respondem ao tratamento antiparasitario nem a imunossupressao,
sugerindo que este tipo de envolvimento glomerular tem um padrdo progressivo
(MARTINELLI; ROCHA, 1996).

Uma vez deflagrado o quadro clinico, a glomerulopatia ja € avancada,
irreversivel, em um estadio no qual os mecanismos nao imunolégicos de progressao
da doenca renal ja estdo ativados e independem da presenca ou auséncia do
parasita. E possivel que o tratamento antiparasitario nas fases iniciais da doenca,
em pacientes ainda sem manifestagdes clinicas de doenca renal, possa alterar o
desenvolvimento ou a progressédo da nefropatia (OTT et al.,, 1983; MARTINELLI,
PEREIRA, 1987; SOBH et al., 1987; SOBH et al., 1988).

A evolucdo dos pacientes com glomerulosclerose segmentar focal
secundéria a esquistossomose € semelhante a forma idiopética, com evolucédo para
doenca renal cronica em cerca de 60% dos casos (MARTINELLI et al., 1995). No
Egito, cerca de 10% dos pacientes em hemodialise cronica tém como causa da
doenca renal a esquistossomose (BARSOUM, 1993, 2004). Estudo retrospectivo
recente com um longo tempo de seguimento (59,7 meses) avaliou 24 pacientes com

glomerulopatia  esquistossomética e mostrou que um terco deles,
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independentemente de sua forma histoldgica, progride para a didlise. A creatinina
sérica basal foi maior entre os pacientes que desenvolveram DRCT do que entre

aqueles que nao desenvolveram (NEVES et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Avaliar, através do isolamento de exossomas urinarios, a expressao
dos transportadores urinarios AQP2, NKCC2 e NHE3 em pacientes
portadores de EHE compensada.

3.2 Objetivos especificos
= |dentificar alteracdes da funcéo renal em nivel glomerular e/ou tubular;

= Correlacionar a expressdo dos exossomas urinarios com o quadro

laboratorial do paciente;

= Correlacionar a expressao dos exossomas urinarios com as alteracdes

de acidificacdo urinaria apresentadas pelos pacientes;

= Correlacionar a expressédo dos exossomas urinarios com as alteracdes

de concentracéo urinaria apresentadas pelos pacientes;

= Correlacionar a expressdo dos exossomas urinarios com os niveis de

microalbumindria, proteintria e MCP-1 dos pacientes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo transversal de pacientes com a forma hepatoesplénica
compensada da esquistossomose mansoOnica, acompanhados no ambulatério de
Hepatologia do Hospital Professor Alberto Antunes (HUPAA) da Universidade
Federal de Alagoas. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (processo n° 004228/2011-81).

4.2 Caracterizacao do local do estudo

Foram estudados pacientes com diagnéstico confirmado de EHE
acompanhados no ambulatério de Hepatologia do Hospital Universitario Professor

Alberto Antunes, da Universidade Federal de Alagoas, na cidade de Maceio-AL.

4.3 Critérios de incluséo
» Pacientes de ambos os géneros, com idade de 18 a 65 anos.

= Diagnéstico confirmado da forma hepatoesplénica da esquistossomose

mansoOnica.

» Assinatura do Termo de Consentimento Informado, apds esclarecimentos

pertinentes aos testes de funcéo renal.

4.4  Critérios de exclusédo
»= Pacientes com diagnostico de diabetes mellitus.

» Pacientes portadores de hipertensdo arterial sistémica (pressao arterial
sistélica =2 140 mmHg e/ou pressao arterial diastélica = 90 mmHg e/ou uso de

anti-hipertensivos).
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Pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca.

Pacientes com histdria de doenca renal prévia (aguda ou crénica, TFG < 60
mL/min), nefrolitiase, historia de infeccdo urinaria de repeticdo e uso de
drogas nefrotoxicas.

Pacientes portadores de doencas hepaticas de outra etiologia, como hepatites

virais ou alcoolismo.

Pacientes com a forma hepatoesplénica descompensada, com historia de
sangramento digestivo recente (menos de seis meses) e/ou ascite volumosa

com necessidade de uso de diurético.

Protocolo do diagndstico

Diagnéstico etiolégico de esquistossomose mansodnica comprovado pelo
exame parasitolégico de fezes positivo (realizado mediante a pesquisa de
ovos de S. mansoni nas fezes por métodos qualitativos ou quantitativos) e/ou

biopsia de reto positiva e/ou biopsia hepética positiva.

Diagnostico clinico de EHE, corroborado pela presenca de hepatomegalia
e/lou esplenomegalia no exame fisico, achados ultrassonograficos de
hepatoesplenomegalia, fibrose periportal ou aumento do calibre da veia porta,
histéria de sangramento digestivo, presenca de varizes de es6fago na
endoscopia digestiva alta e/ou passado de esplenectomia.

Diagnostico epidemioldgico.

Primeira fase do estudo

Na primeira fase do estudo, realizada em 2013, foram entrevistados 53

pacientes com diagndstico de EHE, sendo excluidos 33, restando, portanto, 20

sujeitos que aceitaram participar (figura 4) e foram comparados a um grupo-controle

constituido de 17 pessoas sadias, doadoras de sangue. Nesta primeira fase, foram
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coletadas as caracteristicas clinicas dos pacientes (identificacdo, tempo de doenca,
sinais e sintomas, pressao arterial sistélica e diastdlica, peso, estatura, indice de
massa corporal); realizada uma avaliagao laboratorial geral: hemograma, glicemia de
jejum, wureia, creatinina, sodio, potassio, célcio, fésforo, magnésio e cloro
plasmaticos, gasometria venosa, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama-glutamiltransferase (GGT), bilirrubinas totais e
fracOes, fosfatase alcalina (FA), proteinas totais, albumina, globulinas, tempo e
atividade de protrombina e dosagem de complemento sérico (C3 e C4); calculados
parametros de avaliacdo da funcao renal: taxa de filtracdo glomerular (TFG) medida
em urina de 24 horas; proteindria e microalbuminudria em amostra de urina de 24
horas; fracdes de excre¢do de sodio (FEna), potassio (FEx) e magnésio (FEwy);
gradiente de transporte transtubular de potassio (TTKG); relacdo da osmolaridade
urinaria e plasmatica; transporte de agua livre de solutos (TcH.O); A primeira
amostra de urina (TO) foi utilizada para sedimentoscopia e dosagem do biomarcador
MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos 1); foram realizados testes de
acidificacao (através de sobrecarga acida com cloreto de calcio) e concentracao
urinaria (apdés periodo de 12h de privacdo de &agua e administracdo de
desmopressina - DDAVP® spray nasal) conforme protocolos descritos em estudos
prévios (DUARTE, 2014).

4.7 Segunda fase do estudo
Avaliagdo dos exossomas urinarios:

As amostras de urina coletadas na primeira fase do estudo foram
armazenadas com inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail - ref: P8340,
Merck®) a uma concentracdo de 10 pL / mL de urina, congeladas em freezer a uma
temperatura de - 80° C para posteriormente serem transportadas em gelo seco para
0 Laboratério de Farméacia da Universidade Federal do Ceara onde foi realizada a
identificacdo dos exossomas urinarios. O volume de urina minimo aceito para
andlise foi de 20 mL. As amostras foram submetidas a extenso vortice e entdo
centrifugadas a 17.000 g por 15 min a 4°C para remover células inteiras, grandes
fragmentos de membrana e outros detritos. O sobrenadante foi submetido a
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ultracentrifugacdo a 200.000 g por 1 h a 4°C para obtencao do pellet de exossomas.
Os exossomas foram suspensos em solucdo de isolamento (200 mmol / L de
manitol, 80 mmol / L de HEPES e 41 mmol / L de KOH, pH 7,5) (GONZALES et al.,
2019). Todas as amostras de exossomas foram armazenadas a - 80 ° C até o uso.

A recuperacdo de proteinas associadas aos exossomas urinarios €
melhorada pela adicdo de inibidores de protease logo apds a coleta da urina e
armazenamento a — 80°C. Os inibidores de protease impedem a degradacgédo das
proteinas associadas ao exossomas, permitindo um maior tempo de

armazenamento da amostra (ZHOU et al., 2006).

Apobs o isolamento, as proteinas foram quantificadas por Western Blot. As
guantidades de carga para eletroforese em gel foram ajustadas de acordo com a
concentracdo de creatinina na urina. Bandas correspondentes a expressao proteica
dos co-transportadores AQP2 [Novus Biologicals, Chicago, EUA- NB110-74682],
NKCC2 [Novus Biologicals, Chicago, EUA- NBP1-57622] e NHE3 (Novus
Biologicals, Chicago, USA - NBP1-46581) foram avaliadas e quantificadas usando o
sistema Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Redmond, WA). A expressao da proteina

foi comparada a controles saudaveis.

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram digitados em planilha no programa Microsoft
Excel 2010 e posteriormente transportados para analises por meio do programa
SPSS para Windows versao 16.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

Os Testes de Qui-quadrado, de Pearson, Razdo de Verossimilhanca e o
Teste Exato de Fisher foram aplicados para testes de associacdo e homogeneidade
na distribuicdo dos dados categorizados. Para verificar a normalidade da distribuicéo

das variaveis continuas, foi utilizado o Teste de Kolmogorov-Smirnov.

O Teste Levene foi empregado para comparacao de variabilidades. Na
condicdo de normalidade dos dados, a comparacao entre duas meédias foi feita pelo
Teste t-Student. No caso de ndo normalidade dos dados, foi aplicado o Teste de

Mann-Whitney. O Teste de Correlacdo de Pearson foi empregado para comparar
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duas variaveis numéricas. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%
(P<0,05).

Os resultados foram expressos em tabelas e médias (média + DP), no

caso de variaveis quantitativas e porcentagens nas variaveis categoéricas.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da populacdo estudada

Das 20 amostras de urina armazenadas, 3 foram excluidas da analise
devido ao volume insuficiente de urina e 17 pacientes com EHE tiveram exossomas
isolados (figura 4). Nova andlise estatistica foi realizada comparando as
caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e os dados laboratoriais de avaliagdo da
funcao renal dos 17 pacientes com exossomas isolados a um grupo de 9 controles
saudaveis, doadores de sangue. A média de idade dos pacientes foi de 42,4 + 9,3
anos (variando de 32 a 57 anos), sendo 9 (53%) do género feminino. Nao houve
diferenca significativa entre os pacientes com EHE e o grupo controle com relacéo a

idade, género, presséo arterial e indice de massa corpérea (Tabela 1).

Figura4 - Distribuichio dos pacientes portadores de esquistossomose
entrevistados e motivos de exclusao nas duas fases do estudo
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Tabela1l- Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes com EHE e do
grupo-controle

R Esquistossomose mansénica Controle

Parametros
(n=17) (n=9)

Idade, anos 42,4 £ 9.3 38+13,1 0,33
Género

Masculino 8 (47%) 5 (55,6%) 1,0

Feminino 9 (53%) 4 (44,4%)
PAS, mmHg 117 £ 18 126 £ 8,9 0,32
PAD, mmHg 74+ 10 80+7,1 0,24
IMC, kg/m? 26,3+4,8 26,2+3,8 0,98
Tempo de diagndstico, 17+12 el
anos

PAS — Presséo arterial sistolica, PAD — Presséao arterial diastélica; IMC — indice de massa corpoérea.
Dados expressos como meédia + desvio-padrédo ou nimeros absolutos e porcentagens. Significativo
P< 0,05 vs. controle pelo Teste t de Student e Fisher.

O tempo médio do diagndstico da doenca foi de 17 + 12 anos. Historia
pregressa de exame parasitolégico de fezes (EPF) positivo para Schistosoma
mansoni foi obtida de 14 (82%) pacientes. Cinco pacientes (29%) tinham diagndstico
por biopsia hepatica. Tratamento antiparasitario prévio foi identificado em 16 (94%)
pacientes. Todos eles apresentavam esplenomegalia, sendo que 11 (65%) j& haviam
sido submetidos a cirurgia de esplenectomia num periodo de 10 + 9,5 anos.
Hepatomegalia, no entanto, estava presente em apenas quatro pacientes (23%),
porém todos tinham evidéncia de fibrose periportal ao exame ultrassonogréfico.
Sintomas intestinais, como célicas, diarreia e/ou constipacdo, foram encontrados em
seis (35%) pacientes. Varizes esofagicas evidenciadas em exame endoscopico
estavam presentes em 94% dos pacientes, sendo que 65% deles ja haviam

apresentado algum episédio de sangramento digestivo (Tabela 2).
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Tabela2 - Apresentacao clinica, diagnéstico e tratamento dos pacientes com EHE

N %

Esplenomegalia 17 100
Esplenectomia 11 65

Fibrose periportal 20 100
Varizes de es6fago 16 94
Sangramento digestivo prévio 11 65
Sintomas intestinais 6 35
Hepatomegalia 4 23
EPF positivo prévio 14 82
Biopsia hepatica positiva 5 29
Tratamento antiparasitario prévio 16 94

EPF — exame parasitoldgico de fezes

A tabela 3 mostra a comparacéo dos parametros de funcéo renal entre os
pacientes com EHE e o grupo controle. A taxa de filtracdo glomerular (TFG)
permaneceu maior no grupo com esquistossomose do que no grupo-controle (131 +
41 vs. 101 + 17 mL/min/1,73m?, P=0,04). A creatinina plasmatica foi menor no grupo
com EHE do que no grupo controle (0,63 = 0,15 vs. 0,88 = 0,18, P=0,001). Os
valores de MCP-1 foram mais elevados no grupo com esquistossomose do que no
grupo-controle (145 + 94 vs. 26,7 £ 12,7 pg/mgCr, P=0,01). Em condi¢Oes basais,
ndo houve diferenca entre o grupo com EHE e o grupo-controle quanto a ureia
plasmatica, microalbumindria, proteinuria, fracdo de excrecédo de sédio (FEna), fracédo
de excre¢cdo de potassio (FEk), fracdo de excrecdo de magnésio (FEwg) e
osmolaridade plasmatica. Também ndo houve diferenca quanto ao transporte
transtubular de potassio (TTKG) e os niveis de reabsorcdo de 4gua livre de solutos
(TcH20). A avaliacéo da capacidade de concentracdo maxima de urina evidenciou o
fato de que os pacientes com EHE exibiam niveis de osmolaridade urinaria (Uosm)
mais baixos do que o grupo-controle apos periodo de 12 horas de privagdo hidrica
(527 + 155 vs. 792 + 186 mOsm/Kg, P < 0,001), bem como niveis mais baixos nos
valores da relacédo entre osmolaridade urinaria e plasmatica (Uosm/Posm). Défice de
concentracdo urinaria foi encontrado em 82% dos casos e défice de acidificacao

urinaria em 47%. O pH urinario (Upn) foi maior entre os pacientes com EHE (6,2 *
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0,6 vs. 5,6 + 0,5, P=0,003) e os niveis de bicarbonato sérico (HCO3) foram menores

(23 £ 1,8 vs. 27 £ 3,4, P=0,02). O pH venoso foi semelhante nos dois grupos.

Na avaliagcdo dos exossomas urindrios, a expressado da proteina urinaria
dos canais de agua do ducto coletor, AQP2, foi significativamente mais baixa nos
pacientes esquistossomoticos que nos controles (46,8 = 40,7 vs 100 + 70,2%,
P=0,03) (figura 5). Por outro lado, como mostrado na figura 6, a expressao do co-
transportador NKCC2 foi significativamente mais alta nos pacientes que nos
controles (191,7 £ 248,6 vs 100 %= 43,6%, P=0,01). Ndo houve marcacdo do
transportador NHE3.

Nas andlises de correlacdo, os niveis de AQP2 correlacionaram-se
positivamente com a osmolaridade urinaria e negativamente com o pH urinério
(figuras 7 e 8). Por sua vez, os valores de NKCC2 se correlacionaram positivamente
com a fracdo de excrecdo de potassio (FEK) e com o pH urinario (figuras 9 e 10).

N&o houve correlacdo entre AQP2 e NKCC2 com 0s outros parametros laboratoriais.
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Tabela 3 - Comparacdo dos parametros de funcdo renal entre os pacientes com

EHE e o grupo-controle

Parametros EHE Controles 5
(N=17) (N=9)

Pur, mg/dL 234+ 7,4 25,9+6,2 0,48
Pcr, mg/dL 0,63+0.15 0,88 £ 0,18 0,001
TFG, mL/min/1.73m? 131+ 41 101 + 17 0,04
Microalbuminuria, mg/dia 22,9+475 4,7+55 0,29
Proteinuria, mg/dia 127,5+93 104,7 + 62,8 0,34
MCP-1 urinario, pg/mgCr 145 + 94 26,7 +12,7 0,01
FENa, % 0,72+0,3 0,72+0,2 0,98
FEwmg, % 3,17+1)9 2,18+ 1,6 0,42
FEk, % 54+0,3 49+32 0,67
Posm mOsm/KgH,O 28874 285+4/4 0,28
Uosm, mMOsm/kg 527 £ 155 792 + 186 < 0,001
Uosm/Posm 2,1+04 29+0,5 < 0,001
TTKG 34+18 3,0+£0,7 0,43
TcH,0, L/dia 0,8+0,5 1,2+0,3 0,16
pH venoso 7,35+ 0,03 7,35+ 0,05 0,65
HCO3, mEq/L 23+1,8 27+3,4 0,02
UpH 6,2+ 0,6 56+0,5 0,003
Défice de concentracao urinaria, % 82 11 0,001
Défice de acidificacao urinaria, % 47 0 0,03

Pur — ureia plasmatica, Pcr — creatinina plasmatica, TFG — taxa de filtragdo glomerular, MCP-1 — Proteina
Quimiotatica de Mondcitos-1, FEna — frag8o de excrecdo de sddio, FEwg— frac8o de excrec@o de magnésio, FEx —
fracdo de excrecdo de potassio, Posm — osmolaridade plasmatica, Uosm — osmolaridade urinaria, Ugsm/Posm —
relacdo entre a osmolaridade urinaria e plasmatica, TTKG — gradiente de transporte transtubular de potassio,
TcH20 — reabsorgéo de 4gua livre de solutos, HCO3 — bicarbonato sérico, Up— pH urinario. Dados expressos em
media + desvio-padrdo ou nimeros absolutos e porcentagens. Significativo P< 0,05.



Figura5- Expressdo de aquaporina-2 por western blot em exossomas urinarios
em pacientes com EHE e controles saudaveis.
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Figura 6 -

NKCC2 (%)

Expresséo de NKCC2 por western blot em exossomas urinéarios em
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Figura 7 -
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Figura9 - Correlacdo NKCC2 e FeK entre pacientes com EHE
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6 DISCUSSAO

Esse € o primeiro estudo que investigou a expressao dos transportadores
tubulares através de exossomas urinarios na EHE e apresenta importantes aspectos
sobre a funcao tubular renal nesses pacientes. A diminuicdo da expressédo de AQP2
e 0 aumento da expressdo de NKCC2 podem explicar a incapacidade de
concentracdo urinaria e defeitos de acidificacdo urinaria em pacientes com EHE,
identificados em estudo prévio (DUARTE et al., 2014).

O acometimento renal na esquistossomose comecou a ser descrito por
intermédio de estudos publicados, principalmente, por pesquisadores brasileiros, nas
décadas de 1960 e 1970, e ja estd bem documentado em ensaios clinicos e
experimentais (MARTINELLI; ROCHA, 1996). A prevaléncia de envolvimento renal
na esquistossomose é variavel, dependendo da populacéo estudada. Considerando-
se todas as formas da doenca, a incidéncia de envolvimento glomerular é estimada
em 5% a 6%, e aumenta para 15% na forma hepatoesplénica (BRITO, 1999).
Apesar do envolvimento glomerular estar bem documentado, relatos acerca da
funcdo tubular em pacientes esquistossomoticos sdo escassos nha literatura e

comecaram a partir de estudos do nosso grupo.

Anteriormente, foi demonstrado pela primeira vez, nessa mesma amostra
de pacientes que a EHE pode causar disfuncdo tubular assintomatica, sem diminuir
a taxa de filtracdo glomerular (DUARTE, 2014). No presente estudo, os novos dados
mostram uma diminuicao na expressao de AQP2 que justifica o achado de défice de
concentragdo urinaria em 82% dos casos estudados. Adicionalmente, a expressao
de AQP2 se correlacionou positivamente com os valores de osmolaridade urinaria
dos pacientes. A AQP2, expressa na membrana plasmatica apical do ducto coletor,
€ a aquaporina mais estudada no rim que depende da a¢do do horménio
antidiurético (ADH) (ROJEK et al., 2006). No seu estado basal, localiza-se sobretudo
em vesiculas intracelulares. Com o estimulo do ADH, a AQP2 é translocada do
compartimento intracelular para a membrana apical por fusdo endocitica. Uma vez a
AQP2 estando na membrana apical, a agua é facilmente reabsorvida (KOEPPEN;
STANTON, 2007; TAKATA et al., 2008). A reducao na expressao de AQP2 resulta
em um grave defeito de concentracdo urinaria e no aparecimento de diabetes
insipidus (ROJEK et al.,, 2006; TAKATA et al, 2008). A AQP2 encontra-se
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desregulada em inumeras desordens do metabolismo da &gua, incluindo os
disturbios associados a politria (obstrucéo do trato urinario, hipocalemia, inflamacéo
e toxicidade pelo litio) e em estados de hiponatremia dilucional, como na sindrome
de secrecédo inapropriada de ADH, insuficiéncia cardiaca e cirrose (RADIN et al.,
2012).

Além disso, no estudo sob relatério, pacientes com EHE também
mostraram um aumento acentuado na expressdo da proteina urinaria NKCC2. O
transportador de NKCC2 é encontrado na membrana luminal do ramo ascendente
espesso da alca de Henle e é um elemento importante nos mecanismos de
concentracdo e diluicdo urinaria, sendo o principal transportador de reabsorcao
apical neste segmento do néfron (ANDRADE et al., 2007). Em nosso estudo, a
expressdo aumentada do NKCC2 deve representar um mecanismo compensatério a
reducao do AQP2.

Pequeno percentual de pacientes com esquistossomose pode se
apresentar com doenga renal avancada e cerca de 30% a 40% dos pacientes
exibem hipertensédo arterial a época do diagnoéstico da doenca renal (MARTINELLI;
ROCHA, 1996). No presente estudo, todos os pacientes tinham presséo arterial
normal, critério para inclusdo no estudo. Os pacientes apresentaram hiperfiltragéo
glomerular, sendo a taxa de filtracdo glomerular mais alta no grupo com
esquistossomose mansonica, quando comparado com o grupo-controle. A principal
consequéncia em longo prazo da hiperfiltracdo glomerular é a reducdo da TFG

decorrente da glomeruloesclerose.

A prevaléncia de DRC nos pacientes com esquistossomose mansonica
ndo é clara e varia de acordo com a serie estudada. Martinelli et al. (1989),
comparando 21 pacientes com EHE e glomerulonefrite mesangiocapilar na biopsia
renal com 19 pacientes com a forma idiopética desta glomerulonefrite, num periodo
de seguimento de 48 meses, constataram o carater progressivo da doenca, nao
influenciada por terapia com antiparasitarios ou imunossupressores, exibindo um
curso clinico semelhante ao da forma idiopética. Estudo brasileiro recente avaliou
retrospectivamente com um longo tempo de seguimento (59,7 meses), 24 pacientes
com glomerulopatia esquistossomoética e mostrou que um terco deles,

independentemente de sua forma histologica, progride para a dialise (NEVES et al.,
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2020). E provavel que as alteracdes tubulares também contribuam para a
progressdo da nefropatia e evolucdo para doenca renal crénica terminal nos
pacientes com EHE. No entanto, dados relacionados a esse tema sao escassos e
precisam ser melhor esclarecidos (DUARTE et al., 2019).

Com o propésito de superar a limitacdo dos marcadores classicos
utilizados para avaliagdo da funcéo renal, houve um aumento exponencial nas
pesquisas com novos biomarcadores que fossem mais precoces e especificos para
o dano renal (MCCULLOUGH et al., 2013). Essas pesquisas tém o intuito de obter
informacBes importantes a respeito da localizacdo, intensidade, diagnostico
diferencial e capacidade preditora do dano renal, além da possibilidade de também
avaliar os impactos da adocdo de medidas que possam prevenir a progressao para
doenca renal cronica terminal (KASHANI; CHEUNGPASITPORN; RONCO, 2017).

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), uma quimiocina que
atua como potente ativador de mondcitos/macréfagos (JIANG et al.,1992), é
sugerida como um desses novos biomarcadores e parece desempenhar papel
importante na patogénese da lesdo renal progressiva e em variados tipos de
doencas renais, com base em observacfes de varios modelos animais e humanos
(SEGERER et al., 2000). MCP-1 urinario foi associada a piora da albuminaria em
pacientes com nefropatia diabética (BANBA et al., 2000; AMANN, TINZMANN E
ANGETKORT, 2003) e também em pacientes com glomerulopatia primaria e
secundaria (DANTAS et al.,, 2007). Da mesma forma, MCP-1 urinario é
correlacionado a excregdo urinaria de albumina em outras doengas renais, como na
nefrite lUpica e doenca renal policistica autossémica dominante (BARBADO et al.,
2012; MUREA et al., 2012).

A associacao entre MCP-1 e esquistossomose foi verificada pela primeira
vez por Hanemann et al. (2013), sendo encontrado um aumento significativo dos
niveis de MCP-1 urinario em pacientes com esquistossomose mansonica ativa
(grupo 1) e tratada (grupo 2), em comparagdo com o grupo-controle (grupo 3), além
de correlacdo dos niveis de MCP-1 urinario com microalbuminudria. Mesmo sem ter
sido observada diferenca entre os trés grupos em relacdo a taxa de excrecao
urinéria de albumina, um aumento de MCP-1 urinario foi observado em pacientes

com infeccdo ativa ou tratada pelo S. mansoni, sugerindo que a infeccdo pode
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induzir um estado de inflamacdo renal crénico ndo interrompido pelo tratamento
especifico do agente agressor (HANEMANN et al., 2013).

Apesar dos pacientes com EHE deste estudo apresentar niveis urinérios
de MCP-1 aumentados em relacdo ao grupo controle e também do achado
previamente descrito de correlacdo positiva deste marcador com albuminuria e
proteinuria neste grupo de pacientes (DUARTE, 2014; DUARTE et al., 2014), ndo
houve correlagdo entre AQP2 e NKCC2, com MCP-1 urinaria, albuminudria ou
proteindria. O aumento do MCP-1 urinario sugere a participacdo de mecanismos
inflamatorios relacionados a infeccdo por S. mansoni que poderiam afetar
diretamente o tecido renal (HANEMANN et al., 2013; DUARTE et al.,, 2014).
Entretanto, a falta de correlacdo com os transportadores tubulares pode indicar a
participacdo de outros mecanismos nao inflamatérios na patogénese do dano tubular
ou mecanismos indiretos relacionados com o processo inflamatorio. O papel do
MCP-1 na deteccdo mais precoce de dano renal associado a esquistossomose,
portanto, poderia se dar na glomerulopatia esquistossomética, mas ndo na

tubulopatia.

El-koraie et al. (2002), investigando o papel de marcadores de
diferenciacdo fibroblastica na progressdo da nefropatia esquistossomadtica em
comparacdo com formas ndo esquistossométicas de nefropatia, sugeriram que,
apesar de a nefropatia esquistossomotica iniciar como uma glomerulopatia
associada com aumento da celularidade mesangial, marcadores de diferenciacao
miofibroblastica e de diferenciacéo celular intersticial desempenham papel crucial na
fase tardia da doenca, e parece que o balanco entre as patologias glomerular e
tubulointersticial € ainda mais inclinado para este ultimo compartimento do que em

outros tipos de glomerulopatia.

Uma limitacdo deste estudo € que ndo foi possivel avaliar os
transportadores NHE3, H+-ATPase e pendrina, impedindo a identificacdo de uma
relacdo causal com as alteracdes de acidificacdo urinaria que, embora menores,
estavam presentes em 47% dos pacientes avaliados. Entretanto, ambos AQP2 e
NKCC2 mostraram uma correlacdo (negativa e positiva, respectivamente) com o pH
urinério sugerindo a participacédo destes transportadores, mesmo que indiretamente,

com o défice de acidificacdo urinaria. Aléem disso, o canal ENaC nao foi avaliado



59

para investigar o papel do transporte i6nico de Na+ no epitélio para a diurese da

agua, o que poderia proporcionar novos conhecimentos nestes mecanismos.

Este € o primeiro estudo que avaliou a expressdo dos transportadores
tubulares através dos exossomas urinarios em pacientes com EHE. Entretanto, em
outras doencas infecciosas, ja foi investigado. Na leishmaniose cutanea americana
(LCA), Oliveira et al. (2011) encontraram uma diminuicdo na expressao da AQP2 e
um aumento compensatorio no NKCC2 em uma amostra de pacientes com
disfuncdo tubular assintomética. Além disso, um aumento na expressdo de NHES3,
H+-ATPase e pendrina também foi identificado, o que pode justificar os achados de
défice de acidificacdo urinaria encontrados nos pacientes do estudo (OLIVEIRA et
al., 2011).

Na leptospirose, um estudo experimental investigou mudangcas nos
transportadores de sddio no rim e pulméo de hamsters inoculados com leptospiras.
Os animais infectados mostraram reducéo da expresséao do trocador NHE3 no tubulo
proximal, aumento da expressao do NKCC2 e reducao da expressdo do AQP2 na
medula renal. Os animais também apresentaram menor osmolaridade urinaria, maior
fracdo de excrecdo de sodio e potassio em comparacdo com o0s controles. No
pulméo, foi observada uma redugédo na expressao da subunidade alfa dos canais
epiteliais de sodio (a-ENaC), sugerindo um papel central desta mudanca no edema
pulmonar observado na leptospirose (ANDRADE et al., 2007).

Na hipertenséo portal, a diminuicdo do volume de sangue arterial efetivo
devido a vasodilatacdo esplancnica aumenta a secrecdo de ADH e ativa os canais
de aquaporina no ducto coletor renal (JOHN; THULUVATH, 2015). Neste estudo,
avaliamos pacientes com EHE compensada, mas com longo tempo de diagnostico e
episodios anteriores de descompensacdo. Postulamos que estes episodios
recorrentes de descompensacdo com alteragbes hemodinamicas e consequente
ativacdo dos canais de aquaporina podem produzir maior estresse na integridade
celular, e a diminuicdo da expressao de AQP2 é uma resposta adaptativa a este

mecanismo a longo prazo.

O transportador NKCC2 é responsavel pela reabsor¢édo de sodio, potassio
e cloreto no ramo ascendente espesso da alca de Henle, promovendo uma diluicdo
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do fluido luminal. Uma correlacéo negativa entre o NKCC2 e o FeK seria esperada,
mas nao ocorreu neste estudo. Uma possivel explicacdo para este resultado pode
ser o maior fornecimento de sédio e agua para os segmentos tubulares mais distais
devido a reducdo de AQP2, levando ao aumento da secrec¢do tubular de potassio
(PALMER, 2015).

Até o presente momento, nenhuma alteracéo histopatoldgica dos tubulos
renais em pacientes infectados com S. mansoni foi relatada na literatura. Mais
recentemente, um trabalho experimental com camundongos infectados por cercaria
revelou, através de microscopia, alteracdes morfoldgicas leves a moderadas,
principalmente edema e hipercromasia nuclear de células tubulares renais em
comparagao com controles nédo infectados. A microscopia eletronica de transmissao
mostrou edema das células tubulares renais com formacédo de corpos fantasmas.
Também houve atrofia e vacuolizacdo das células tubulares em alguns tubulos
renais. Algumas células tubulares renais apresentavam vacuolos autofagicos

contendo mitocondrias danificadas e materiais eletrodensos (EID et al., 2017).

Os resultados do presente estudo apresentam importantes aspectos
sobre a funcdo tubular renal em pacientes com a forma hepatoesplénica da
esquistossomose mansonica. A EHE pode causar disfungcdo renal tubular
assintoméatica, manifestando-se como defeito de acidificacdo urinaria e incapacidade
de concentrar a urina sem prejudicar a filtracdo glomerular. A diminuicdo da
expressao de AQP2 e o aumento da expressao de NKCC2 em pacientes com EHE
podem explicar a incapacidade de concentracdo urinaria nesses pacientes, e podem
ter influéncia hemodinamica da EHE. O conhecimento das alteracfes tubulares na
EHE, muitas vezes subestimadas na pratica clinica nefrologica, deve contribuir na
adocdo de medidas para a prevencdo do desenvolvimento de lesdo renal aguda
nestes pacientes em situacdes de descompensacao de sua doenca de base, visto
gue sao pacientes com risco aumentado de desidratacdo. A detecgédo precoce das
alteracOes renais e o tratamento de complicagbes sdo importantes, principalmente
porque a EHE é uma doenca que predomina em individuos mais jovens, que estao
em maior risco de perda da funcdo renal e devem se beneficiar de medidas para
retardar a progressdo da doenca renal. Estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar os impactos a longo prazo dessas alteracdes tubulares renais em pacientes
com EHE.
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7 CONCLUSOES

» A EHE esté associada a altera¢des dos tubulos renais.

» Pacientes com EHE apresentaram diminuicdo da expressao de

aquaporina-2 e aumento da expressao de NKCC2.

= A expressao de aquaporina-2 e NKCC2 nao se correlacionaram com o0s
niveis de MCP-1 e microalbumindria, sugerindo que os niveis urinarios elevados de
MCP-1 na EHE parecem estar relacionados com as alteracdes glomerulares, mas

nao as tubulares.

» Défice de concentracdo e acidificacdo urinaria foram alteragbes da
funcdo renal encontradas na EHE e podem ser explicadas pela diminuicdo da

expressao de aquaporina-2 e aumento da expressao de NKCC2.

» Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar os impactos a longo

prazo dessas alteracdes tubulares renais em pacientes com EHE.
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PROTOCOLO: 004228-2011-81

1. Identificacao
1. Titulo: Avalia¢do da fun¢iio renal em pacientes portadores de esquistossomose mansonica.

2. Pesquisador(a) orientador(a): Dra. Elizabeth de Francesco Daher. Orientandos(as): Daniella Bezerra
Duarte.

3. Institui¢do onde se realizara: UFAL-FAMED.

4. 4. Data de apresentacdo ao CEP: 1-3-2011

I1. Objetivos

Avaliar a fun¢do renal de pacientes portadores de esquistossomose mansonica em duas diversas
formas clinicas. Identificar alteragdes da fungdo renal a nivel glomerular ¢/ou tubular. Correlacionar
as manifestagdes clinicas da doenga esquistossomotica com o comportamento da fungdo renal.
Avaliar os fatores de risco relacionados ao déficit de fungio renal. Analisar o tratamento instituido ¢
as complicagdes pelos pacientes durante acompanhamento. Avaliar a presenga dos transportadores de
sodio e em caso de redugdo de expressdo dessas proteinas de membrana correlacionar com o quadro
clinico-laboratorial do paciente.

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo ¢ controlado. O estudo seré realizado no Hospital
Professor Alberto Antunes, da Universidade Federal de Alagoas, no periodo de 01 de margo de 2011
a 01 de margo de 2013, com pacientes portadores acompanhados no ambulatério de
gastroenterologia. Serdo avaliados 60 doentes, sendo 15 de cada uma das seguintes formas clinicas
de esquistossomose mansdnica: assintomatica, intestinal, hepatointestinal ¢ hepatocsplénica, com
idade entre 18 ¢ 65 anos, ambos 0 sexos.

[1I. Comentarios do Relator.

O Projeto csta bem redigido ¢ apresenta Introducdo, Justificativa, Objetivos, Metodologia, critérios de
inclusio ¢ exclusdo, Cronograma, referéncias, curriculos, modelo do TCLE ¢ autorizagio do Hospital
Universitario. Atende 4s exigéncias da Resolugdo CNS 196/96, pois nao apresenta problemas éticos para a
realizagdo da pesquisa.

Sugerimos ao Comité de Ftica em Pesquisa que considere, salvo melhor entendimento, o Projeto em pauta
como aprovado.

IV. Data da Reunido:
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Senhor (a) Pesquisador (a) Elizabeth de Francesco Daher
Daniella Bezerra Duarte
O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 14/05/2011 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo 004228/2011-81 so o titulo Avalia¢do da funcio
renal em pacientes portadores de esquitossomose mansénica, vem por meio deste
instrumento comunicar a aprovagdo do processo supra citado,com base no item VIIL.13, b,
da Resolucio n°® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP ¢ & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4). E papel do(a)
pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento grave ocorrido
(mesmo que tenha sido em outro centro) ¢ enviar notificagao ao CEP ¢ a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria —~ ANVISA - junto  com seu  posicionamento.
FEventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa. Em
caso de projeto do Grupo I ou 11 apresctados anteriormente & ANVISA, o(a) pesquisador(a)
ou patrocinador(a) deve envia-los a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem  juntadas ao  protocolo inicial  (Res. 251497, item IV. 2.).
Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Esta aprovagao ndo ¢ vilida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa

acima referido. [
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Abstract OBJECTIVE Schistosoma mansoni infection is considered a public health problem. Glomerular
involvement in schistosomiasis is a well-documented complication, especially in hepatosplenic
schistos omiasis {HSS). However, renal tubular function is poorly understood. The aim of this study
was to investigate, through urinary exosomes, tubular transporters functienally in HSS patients.
METHODS (Cross-sectional study of 20 HSS patients who had isolated exosomes from urine samples.
Protease inhibitor was added in the urine samples who were immediately frozen at —80 °C for
further excsomes isolation. After urine had thawed, urinary excsomes were obtained using extensive
vartexing, centrifugation and ultracentrifugation steps af urine. Urinary transparters expression from
exosomes was evaluated by western blet, including NHE3, AQP2 and NKCC2. Charge amounts for
gel electrophoresis were adjusted by urinary creatinine concentration of each patient to avoid urinary
cancentration bias. All protein expression of HSS patients was relative ta healthy contrals.

RESULTS The expression of aquaparin-2 {AQP2) was lawer in HSS patients than in contrals

{46.8 £ 40.7 vs. 100 £ 70.2%, P = 0.03) and the expression of the NKCC2 co-transporter was
higher {191.7 £ 248.6 vs. 100 £ 43.6%, P = 0.02).

concLusions The decrease of AQP2 and the increase of NKCC2 expression in HSS patients seem
to be invalved with the inability of urinary concentration in these patients. These data show renal
tubular abnormalities in HSS patients without manifest clinical disease.

keywords hepatosplenic schistesomiasis, renal tubular functien, urinary exosomes, aquaperin-2,
NKCC?

85% of the patients, respectively. Moreover, urinary

Introduction MCP-1 {monocyte chemotactic protein-1} values were

Schistosomiasis infection is considered a public health
prablem, associated with high merbidity and mertality if
untreated, presenting with chrenic complications espe-
clally in people with high parasitic load [1, 2]. Schistoso-
mal glomerulopathy is a well-decumented complication
and aceurs especially in those patients with HSS. Glomern-
lar involvement in schistosomiasis has an immunological
nature, related to the release of antigenic molecules pro-
duced by the parasite which trigger the formation of
immune complexes deposited in the glomeruli [3-5].

The involvement of renal tubular funetion in schistoso-
miasis i poorly understood. In a previous study of 20
HSS patients in our group, acidification deficit and uri-
nary concentration inability were observed in 45% and

8 2020 |ohn Wiley & Sons Lra

higher in the HSS group than healthy contrel group and
were positively correlated with 24-hour albuminuria and
proteinuria levels [6].

Exosomes are nanovesicles {30-100 nm) of endocytic
origin secreted in extracellular space or body fluids when
a multivesicular badies merges with the plasma mem-
brane, transporting ¢ytoplasmic and cell membrane mole-
cules. Exosomes are not filtrated by glomeruli. Therefore,
urinary exasames are secreted by virmally all types of
renal cells, promising biomarkers capable of identifying
changes in renal physiology [7]. In addition, urine collec-
tlon 1§ an easy and non-invasive sample. Some studies
have shawn that aquaparin-2 (AQP2) is excreted in urine
via exosomes and its presence is correlated with AQP2
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ABSTRACT

Neglected tropical diseases affect over 1 billion people, and cause 170,000 deaths each year.
They resultin disability, stigma and disfigurement, and also push families into poverty. Tropical
infections can involve the kidney, presenting as a wide variety of ways, varying from transient
urinary abnormalities to severe acute kidney injury (AKI). It isimportant to assess renal function
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in patients with tropical infections for earlier detection of AKI, appropriate treatment and
prevention of Chronic Kidney Disease (CKD) outcome in some of them. There was an expo-
nential increase in research on new kidney biomarkers that were earlier and specific for renal
damage but few in the scope of tropical infections. In this review, we focus on kidney
biomarkers that are being studied in some of the most prevalent tropical infections such as
visceral leishmaniasis, leptospirosis, malaria, schistosomiasis and leprosy. Further studies are
needed to evaluate the usefulness of renal biomarkers in the early diagnosis of renal diseases

associated with tropical infections.

Introduction

Neglected tropical diseases affect over 1 billion people,
and cause 170,000 deaths each year. They are most
prevalent in the so-called tropical zone that traverse
the globe from Central America, Mexico, parts of South
America, the Caribbean, Africa, the Middle East to
Southeast Asia and result in disability, stigma and dis-
figurement, and also push families into poverty [1,2].
Tropical infections are caused by a variety of bacteria,
viruses and parasitic organisms across varying geogra-
phical regions and the most of them are acute, pre-
senting as a febrile illness with involvement of multiple
organ systems, including the kidney. It is can involve
the glomerular, tubulointerstitial and vascular com-
partments of the kidney, presenting as a wide variety
of ways, varying from transient urinary abnormalities
to severe acute kidney injury (AKl) [2].

According to the World Health Organization
(WHO), biomarker is any substance, structure, or
process that can be measured in the body or its
products and influence or predict the incidence of
outcome or disease [3]. Another definition of bio-
markers includes any measurement reflecting an
interaction between a biological system and
a potential hazard, which may be chemical, physical,
or biclogical. The measured response may be func-
tional and physiological, biochemical at the cellular
level, or a molecular interaction [4].

Serum creatinine has been used as a biomarker of
chronic kidney disease (CKD) and acute kidney injury
for more than one century, but it is well known to be
a late rising marker in the blood of patients, being
these clinical conditions often diagnosed only when
the disease is established. For this reason, there was
an exponential increase in research on new kidney
biomarkers that were earlier and specific for renal
damage [5].

In this review, we focus on kidney biomarkers that
are being studied in tropical infections. We discuss here
the following tropical infections: visceral leishmaniasis,
leptospirosis, malaria, schistosomiasis and leprosy; and
the already studied kidney biomarkers in these dis-
eases: neutrophil gelatinase associated lipocalin
(NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1), cystatin C, tran-
scription factor nuclear factor kappa B (NF-«kB) and
microalbuminuria.

Kidney biomarkers in visceral leishmaniasis

Visceral Leishmaniasis (VL)-related nephropathy is
known both in humans and animals. However, in
humans, most studies are based on very few cases,
which showed different manifestations such as acute
proliferative glomerulonephritis, collapsing focal seg-
mental glomerulosclerosis, acute interstitial nephritis,
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Abstract

Background: Renal involvement in Schisfosoma mansory infection is not well
studied. The aim of this study is to investigate the oceurrence of renal abnormalities
in patients with hepatosplenic schistosomiasis (HSS), especially renal tubular
disorders.

Methods: This is a cross-sectional study with 20 consecutive patients with HSS
followed in a medical center in Maceid, Alagoas, Brazil. Urinary acidification and
concentration tests were performed using calcium chloride {CaCl;) after a 12-h
period of water and food deprivation. The biomarker monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1) was quantified in urine. Fractional excretion of sodium (FEy,.),
transtubular potassium gradient {TTKG) and solute-free water reabsorption
(TeH»Q) were calculated. The HSS group was compared to a group of 17 healthy
volunteers.

Results: Patients’ mean age and gender were similar to controls. Urinary
acidification deficit was found in 45% of HSS patients. Urinary osmolality was
significantly lower in HSS patients (588 +112 vs. 764 + 165 mOsm/kg, p=0,001)
after a 12-h period of water deprivation. TcH,O was lower in HSS patients
{0.72+0.5 vs. 1.1 +0.3, p=0.04). Urinary concentration deficit was found in 85% of
HSS patients. The values of MCP-1 were higher in HSS group than in control group
{122 4+134 vs. 40 + 28 pg/mg-Cr, p=0.01) and positively correlated with the values
of microalbuminuria and proteinuria.
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Acute Kidney Injury in Schistosomiasis: A Retrospective Cohort of 60 Patients in Brazil

Daniella Bezerra Duarte*tt, Lucas Alexandre Vanderlei*, Raianne Kivia de Azevédo Bispo*, Maria Eliete Pinheiro*, Geraldo Bezerra da
Silva Juniort§, and Elizabeth De Francesco Daher||, *Department of Internal Wediane, School of Mediane, Federal University of flagoas, CEP
57072-900, Waced, Alagoas, Brazil; 1School of Medicine, Post-Graduation Program in Collective Health, University of Fortaleza, CEP 60811-805, Fortaleza,
Ceara, Brazil; Run Vicente Linhares, 1198, CEP 60135-270, Fortaleza Ceara, Brazl; §5chool of Medicine, Post-Graduation Program in Collective Health,
Health Sciences Center, University of Fortaleza, CEP-60811-905, Fortaleza, Ceard, Brazil; ||Department of Internal Medicine, School of Medicine, Federal
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ABSTRACT: The aim of this study is to investigate renal involvement in
schistosomiasis. This is a retrospective cohort of 60 consecutive patients
with schistosomiasis admitted to a university hospital in Maceid, Brazil.
The patients were divided into 2 groups: patients with and without acute
kidney injury (AKI) according to the RIFLE criteria. We compared the
groups for differences in clinical manifestations and laboratory tests.
Patients’ mean age was 58 £ 16 yr, and 56.7% were femnale. The average
length of hospital stay was 16.4 = 12.1 days. Patients with hypertension
and dizhetes were 35% and 2L.7% respectively. The main clinical
symptoms and signs presented were ascites (86.7%), splenomegaly
(80%), and hepatomegaly (63.3%). Current or previous history of upper
gastrointestinal bleeding was found in 45% of patients, esophageal varices
on endoscopy were present in 92%, and periportal fibrosis on ultrasound
exatnination in §1% of patients. AKI incidence was 43.3% during hospital
stay. Mean age and length of hospitalization were higher in the AKI
group. Diuretic use, such as furosemide and spironclactone, ascites, and
AST levels were also associated with AKL Death occurred in 5 cases
(8.5%), 4 of them in the AKI group. The classifications Child-Pugh score
(CHILD) and Model for End-Stage Liver Disease (MELDY), used to assess
the severity and prognosis of chronic liver disease, presented higher scores
among patients with AKT (CHILD: 9.5 + 1.5 vs. 8.4 = 1.7, P =0.02;
MELD: 19 = 58 vs. 13 = 3.9, P < (L001). Renal dysfunction is an
important feature of schistosomiasis, which is associated with significant
morbidity and possible increased mortality. Further studies are necessary
to establish the mechandsms through which schistosomiasis can lead to
renal dysfunction.

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by organisms from the
genus Schistosoma, which is endemic in tropical areas {Ross et al, 2002;
Chitsulo et al., 2004). It is estimated that more than 200 million people
worldwide have schistosomiasis, with an estimated moertality of approx-
imately 100,000 deaths per year (Chitsulo et al., 2004; Magnire, 2010). In
Brazil, only Schisioson mansoni is present. The disease is found in almost
the entire national territory, but with a higher prevalence in northeastern
states where it is considered endemic. An estimated 8 million people in
Brazil are infected (Chitsulo et al., 2004; Resendes et al., 2005; Maguire,
2010; Ministério da Satde, 2010).

In the infection by 8. haematebhon, o parasitic dissase predominant in
African countries, urinary tract invelvement is common (Brower et al.,
2003). Hematuria and dysuria can be observed due to inflammation and
uleeration in the hladder mucesa, generally ocenrring 3 to 4 mo after
primary infection. Polyps, hypertrophic nodules, and egg deposition can
be observed through cystoscopy. Granulomas, fibrosis, and caleifications
in the wvesical wall can causs vesico-ursteral reflux and obstructive
uropathy, leading to hydrenephrosis, chronde bacterinria, vesieal cancer,
and, less frequently, renal insufficiency (Maguire, 2010).

Schistosoma mansoni infection associated lkidney disease is not
frequently described in the literature. Chrenic glomerular invelvement is
the most frequently reported kidney disease (Silva Jundor et al., 2013). To
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the best of our knowledge, there are no reports deseribing acute kidney
injury (AKI) in patients with schistosomiasis. Since AKI is not well
studied in schistosomiasis and its pathophysiology is not completely
understood, this study was conducted toinvestigate the cocurrence of AKT
in hospitalized patients with hepatosplenic schistosomiasis and to describe
its clinical and laboratory features. The findings of this study are
important to parasitology because they will increase knowledge about
schistosomiasis-associated AKIL, an important and potentially fatal
complication that can be found in this disease.

This is a retrospective study conducted with 60 consecutive patients
with epidemiclogic, clinical, and laboratory diagnosis of hepatosplenic
schistosomiasis who had been admitted to the Professor Alberto Antunes
University Hospital in Maceid, Brazil, between November 2008 and
October 2012. The protocol of this study was approved by the Ethics
Committes of the institution.

Eticlogic diagnosis of schistosomiasis was based on a previous
detection of schistosome eggs in feces, rectal, or liver biopsy. Epidemi-
ological eriterion was based on the patient’s origin area endemic for
schistosomiagls, Clindcal diagnesis of hepatosplendc schistosomiasis was
based on the presence of hepatomegaly and splenomegaly in physical or
ultrasonographic examination, periportal fibross, increased portal vein
diameter, history of gastrointestinal bleeding, presence of esophageal
varices at endoscopy, or previous splencctomy. A standardized case
investization form was used te record detnographical, epidernolegical,
clinical, and laboratory data. Patients with previous kidney disease (acute
ot chronic), nephrolithiasis, and use of nephrotoxic drugs were excluded
as well as patients who did not meet diagnostic eriteria for schistosomiasis
or had, besides schistosomiasis, other liver diseases (hepatitis B and C,
aleohol-related, auteimmune, cancer) (Fig. 1). The study protocel was
approved by the Ethical Comrmittes of the Institution.

The CHILD (Child-Pugh) and MELD (Model for End-Stage Liver
Disease) scores, used to assess the severity and prognosis of chronic liver
disease of patients, were caleulated in all patients (Child and Turcotte,
1964; Pugh et al., 1973; Kamath &t al., 2001).

AKI was defined according to the RIFLE criteria, a classification
system for AKI formed by the acrenym Risk of renal dysfunction (R),
Injury to the kidney (I), Failure of kidney function (F), Loss of kidney
function (L), and End-stage kidney disease (E) (Bellomo et al., 2004). The
RIFLE criteria take into account acute changes in serumn creatindne and
urine output. The diuresis criterion was not used to define AKL We used
cnly the acute change in serum creatinine. AKI was detected at hospital
admission and during hospital stay. Patients who had elevated serum
creatinine levels at admission and whose levels remained stable were not
classified as AKL The patients were divided into 2 groups: patients with
and without AKI We compared these 2 groups to investigate differences
in clinical manifestations, laboratory features, and factors associated with
AKI.

Statistical analysis was performed using the software SPSS 16.0 (SPSS,
Chicago, Ilinois). The chi-square test was performed to compare
pereentages, and Student’s r-test was used to compare means. To verify
the normality of distribution of continnous variables, the Kolmogorov
Smirnov test was used. The Levene test was used to compare variances. In
the condition of data normality, the comparison between 2 means was
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Chapter 9 m)
Schistosomiasis Mansoni-Associated Chockir
Kidney Disease

Daniella Bezerra Duarte, Elizabeth De Francesco Daher,
Maria Fliete Pinheirc, and Michelle Jacintha Cavalcante Oliveira

9.1 Introduction

Schistosomiasis s a chronic parasitic disease caused by trematodes of the genus
Schistosoma, of which five species parasitize man: S mansons, 5. japonicum,
S, haematobium, 5. irtercalatum, and S, mekowngi The disease is endemic in tropical
regions, where millions of people currently live in areas at risk of transmission.
Only 5. mansont is found in Brazil, which is present in 19 states, with the highest
endemicity observed in the northeastern states [1, 2].

Schistosomiasis-associated kidney disease is not often described in the literature,
and most studies show an association between the disease and glomerular altera-
tions, especially in those patients with more severe clinical presentation. In this
chapter, we will review the general aspects of the disease and describe the charac-
teristics of renal involvement in schistosomiasis mansoni.

9.2 Epidemiology

Schistosomiasis is a tropical disease currently found in approximately 70 countries,
mainly in Africa, the Eastern Mediterranean, and South America. An estimated 200
million people are infected, 85% of whom live in sub-Saharan Africa, of which
approximately 120 million develop symptoms, 20 million have severe disease, and
100,000 die each year [3, 4].
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