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RESUMO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, zoonética em que 0S seres
humanos séo hospedeiros incidentais. Varios tipos de lesdo renal tém sido relatados em
pacientes com leishmaniose visceral. A disfuncdo renal encontrada na leishmaniose
tegumentar americana (LTA) tem sido atribuida aos antimoniais pentavalentes. Objetivos.
Para determinar se a LTA e seu tratamento especifico podem causar disfuncdo renal, os
pacientes com LTA foram avaliados antes e apds o inicio do tratamento. Pacientes e
Métodos. Este foi um estudo controlado, prospectivo e observacional, realizado na cidade de
Barbalha, Estado do Ceard, Brasil, entre julho de 2008 e agosto de 2009. O grupo de estudo
foi de 37 pacientes com diagndstico de LTA, baseado em critérios clinicos, epidemiolégicos,
soroldgicos e histopatoldgicos, bem como na intradermoreacdo de Montenegro. Antes de
iniciar o tratamento especifico e ao final da terapia, a funcdo glomerular e tubular foi
avaliada e os resultados foram comparados com 10 controles sadios. Osmolalidade urinaria
foi dosada antes e depois (pré e pés-teste) da administracdo de DDAVP (intranasal, depois
de um jejum de 12h noturno). Bicarbonato plasmatico (Pbic), pH urinario (UpH) and
plasmatico (PpH) foram dosados antes e apds (pré e pdés-teste) a administracdo de
CaCl, (teste de acidificagdo). Os seguintes exossomas urinarios foram quantificados antes
do inicio do tratamento: AQP2; NHE3; NKCC2; H-ATPase e pendrina. Resultados. |dade
média foi 35,6 + 12 anos no grupo de estudo e 32,2 + 11,7 anos no grupo-controle. O grupo
de estudo foi composto de 19 homens, sendo 26 n&o-brancos. Todos os pacientes tinham
LTA na forma cutanea (duragdo média da doencga, 28,5 + 20,6 dias). Dos 37 pacientes 27
tinham apenas uma lesdo, sete tinham de duas a quatro lesfes e trés deles tinham mais que
quatro lesGes. Nao se evidenciou disfungcdo glomerular importante, nem antes nem depois
do tratamento (creatinina plasmatica, 0,81 + 0,16 mg/dl; CICr, 109 + 31 ml/min). Defeito na
concentracdo urinaria baseado na taxa U/P,s, poOs-teste (<2,8) esteve presente em 27
pacientes antes do tratamento e em 31 pacientes depois do tratamento (77% x 88%, p=NS)
e Uysm pOs-teste (<700 mOsm/kg) em 22 pacientes (63%). Nao houve diferenca estatistica
entre os valores de osmolalidade urinaria entre pré e pés-teste (53943 vs. 618:34
mOsm/kg), assim como quando se comparou a taxa U/Py,, em T4 entre pré e
pés-tratamento (2,19 + 0,73 x 1,95 + 0,73, p=NS). Expressdo urinaria de AQP2 foi
significativamente mais baixa no grupo de estudo do que nos controles (99,5 + 0,5 x 38,5 #
12%, p=0,006), enquanto o NKCC2 foi significativamente mais alto (102 * 2,5 x 147 * 12%,
p=0.02). Defeito de acidificacdo urinaria (p6s-teste UpH >5.5) foi identificado em 15
pacientes pré-tratamento e em seis pacientes pés-tratamento (40% x 16%, p=0,012).
Bicarbonato plasmatico pré-teste foi <21 mEqg/L in 12 pacientes (32,5%), e pH plasmatico
pré-teste foi <7,35 em 14 pacientes (38%). Expressao de NHE3 foi significativamente mais
alta nos pacientes do que no grupo-controle (100 + 0,6 x 176 * 15%, p=0,015), assim como
na H-ATPase (98 * 0,2 x 190 * 8%, p=0.04) e pendrina (176 = 15 x 100 = 0,6%,
P = 0,015). Conclus&o. A LTA pode causar disfuncao tubular renal assintomética. E provavel
que o defeito na concentracdo urinaria observado em pacientes com LTA seja causado por
uma menor expressdo de AQP2 e um aumento na expressdo de NKCC2, o que pode
representar um mecanismo compensatério. A maior expressdo de NHE3 e H-ATPase
parecem representar outro mecanismo compensatorio ao aumento na expressdo da
pendrina, uma vez que estes pacientes apresentaram também um defeito na acidificacéo
urinaria.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea. Disfuncdo Renal. Exossomas Urinarios.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious, non-contagious zoonotic disease for which humans
are incidental hosts. Various types of kidney injury have been reported in cases of
visceral leishmaniasis. The renal dysfunction seen in ACL has been attributed to the
use of antimonials. Objectives. To determine whether ACL itself and its specific
treatment can cause renal dysfunction, we evaluated ACL patients before and after
to the initiation of treatment. Patients and methods. This was a controlled,
observational prospective study, conducted in the city of Barbalha, state of Ceara,
Brazil, between July 2008 and August 2009. The study group comprised 37 patients
diagnosed with ACL based on clinical, epidemiological, serological and
histopathological criteria, as well as on Montenegro skin test results. Before and after
specific treatment, glomerular and renal tubular function were tested, and the results
were compared with those obtained from 10 control subjects. Urine and plasma
osmolality (Uosm and Posm) were tested before and after administration of DDAVP
(intranasal, after a 12-h fast), before and after specific treatment. Plasma bicarbonate
(Pbic), urinary pH (UpH) and plasma pH (PpH) were evaluated before and after oral
administration of CaCl, (acidification test), before and after specific treatment. The
following urinary exosomes were quantified before specific treatment: AQP2; NHES;
NKCC2 H-ATPase and pendrin. Results. Mean age was 35.6 + 12 years in the study
group and 32.2 £ 11.7 years in the control group. The study group comprised 19 men
and 26 non-whites. All patients had cutaneous ACL (mean disease duration,
28.5 * 20.6 days). Of the 37 patients, 27 had a single skin lesion, 7 had 2-4 lesions,
and 3 had >4 lesions. Significant glomerular dysfunction wasn’t shown neither
before, nor after specific treatment (plasma creatinine, 0.81 + 0.16 mg/dl; CICr,
109 + 31 ml/min). Urinary concentrating defect was identified based on the post-test
U/Posm ratio (<2.8) in 27 patients before treatment and in 31 patients after treatment
(77% vs 88%, p=NS) and post-test Uysm (<700 mOsm/kg) in 22 (63%). Significant
difference in U/Pysy ratio in T4 wasn’t shown between before and after treatment
(2.19 + 0.73 vs 1.95 + 0.73, p=NS. There was no statistical difference between
the pre-and post-test osmolality values (539 * 43 vs. 618 + 34 mOsm/kg). Urinary
expression of AQP2 was significantly lower in patients than in controls (99.5 + 0.5 vs.
38.5 t 12%, p=0.006), whereas that of NKCC2 was significantly higher (102 ¢ 2.5 vs.
147 + 12%, p=0.02). Urinary acidification defect (post-test UpH >5.5) was detected in
15 patients before specific treatment and in 6 patients after treatment (40% vs 16%,
p=0.012). Pre-test Pbic was <21 mEQ/L in 12 patients (32.5%), and pre-test PpH was
<7.35 in 14 (38%). Expression of NHE3 was significantly higher in the patients than
in the controls (100 + 0.6 vs. 176 * 15%, p=0.015), as was that of H-ATPase
(98 £ 0.2 vs. 190 8%, p=0.04) and pendrin (176 £ 15 vs. 100 + 0.6%, P = 0.015).
Conclusion. ACL can cause assimptomatic tubular dysfunction. It is likely that the
urinary concentrating defect observed in patients with ACL is caused by
downregulation of AQP2 expression, and that the increased NKCC2 expression
represents a compensatory mechanism. The greater expression of NHE3 and
H-ATPase might represent another compensatory mechanism to pendrin expression
increase, since ACL patients also presented urinary acidification defect.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis. Renal Dysfunction. Urinary Exosomes.
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1 INTRODUCAO

~

causada por um protozoario intramacroféagico obrigatério do género Leishmania, cuja
transmissao ocorre por meio de um vetor (HERWALDT, 1999). Ela varia desde uma
Ulcera cutdnea com cicatrizacdo espontanea até um quadro sistémico visceral
(ROBERTS et al., 2007). A leishmaniose é classicamente dividida em: leishmaniose do
Velho Mundo e do Novo Mundo. A leishmaniose do Velho Mundo € aquela causada
por espécies encontradas na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Africa. A
leishmaniose do Novo Mundo refere-se aguela causada por espécies predominantes
no México, América Central e do Sul (DAVID; CRAFT, 2009).

Os primeiros registros no Continente Americano datam do periodo
colonial, quando, em 1571, Pedro Pizarro descreveu que povos que habitavam vales
quentes do Peru eram dizimados por uma enfermidade que desfigurava o nariz,
posteriormente denominada leishmaniose (GOLDMAN, 1983). A descoberta dos
agentes etioldgicos das leishmanioses ocorreu no final do século XIX, com a
descricdo de formas amastigotas em pacientes indianos com calazar feita em 1885
por Cunningham (RATH et al., 2003).

Em varios paises do Novo Mundo, a leishmaniose tegumentar americana
(LTA) configura-se um problema de saude publica, ndo s6 pela alta incidéncia e
ampla distribuicdo geogréfica, mas também por causar lesdes destrutivas,
desfigurantes e incapacitantes, comprometendo o paciente do ponto de vista
psicossocial (GONTIJO, 2003).

A leishmaniose tem ampla distribuicdo geografica, estando presente em
quase todos os continentes. Ela é endémica em varias areas tropicais e subtropicais,
como nordeste da Africa, Oriente Médio, partes da Europa e América Central e do
Sul (ROBERTS et al.,, 2000). No mundo todo, dois milhées de novos casos sdo
notificados a cada ano e estima-se que 1/10 da populacdo mundial esteja em risco
de contrair a infecgcdo (WHO, 2000). Em 1993, a Organizacdo Mundial de Saude
considerou a leishmaniose como a segunda doenca de maior importancia causada

por protozoario.
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A incidéncia de LTA tem aumentado praticamente em todos os estados
do Brasil. Surtos epidémicos séo relatados nas regibes Sudeste, Centro-Oeste,
Nordeste e Amazobnia, relacionados ao processo predatorio de colonizacao
(MARZOCHI, 1992).

As anadlises dos estudos epidemiolégicos demonstra mudancas no
padrao da doenca. Inicialmente considerada uma zoonose de animais silvestres que
ocasionalmente acometia pessoas em contato com florestas, passou a ser uma
patologia presente em areas rurais ja desmatadas e em areas periurbanas. No
periodo de 1985 a 2003, o Brasil apresentou niveis de deteccao entre 10,45 a 21,23
por 100.000 habitantes com tendéncia de aumento da endemia com maiores picos
de deteccdo nos anos de 1994 e 1995. A regido Nordeste contribui com o maior
namero de casos (37,2% do total registrado no periodo) e a regido Norte com o
maior coeficiente de detecc¢éo (93,84 por 100.000 habitantes) (BRASIL, 2005). Nos
municipios pertencentes a regido do Cariri cearense, observa-se aumento marcante
no nimero de casos nos ultimos trés anos, sendo 46 casos notificados no ano de
2008, 219 casos em 2009 e 209 em 2010. Destes, o Municipio de Barbalha é
responsavel por mais de 50% do total (SINAN — 212 CRES).

1.1 Etiologia e Transmisséo

A leishmaniose € transmitida por vetores dipteros hematéfagos da familia
Psychodida, pertencendo ao género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo). Somente as fémeas sdo hematéfagas com atividade crepuscular e
pos-crepuscular (RATH et al.,, 2003). Os reservatérios sdo geralmente animais
silvestres, como a preguica, o tamanduda, roedores, raposas e cdes. O homem é
considerado um hospedeiro incidental. No Brasil, os reservatérios mais importantes

sao os caes e as raposas (BRASIL, 2002).

As fémeas dos flebétomos infectam-se quando picam os animais que sao
portadores do parasita, aspirando macréfagos infectados ou formas amastigotas
livres no sangue ou tecidos. No tubo digestivo dos vetores, as formas amastigotas
transformam-se rapidamente, por divisdo binaria, em promastigota, que é flagelada e

extracelular (GONTIJO, 2003). Esta forma promastigota € inoculada no hospedeiro
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vertebrado na préxima refeicdo do vetor, assumindo a forma amastigota, que é
arredondada, imével e se multiplica obrigatoriamente dentro das células do sistema
fagocitico mononuclear. Os macrofagos infectados rompem-se e liberam mais
parasitas que sdo novamente fagocitados por outros macréfagos (MURRAY et al.,
2005).

Do ponto de vista taxonbmico, o género Leishmania possui a seguinte

posicao sistemética (apés LEVINE et al., 1980):
REINO: PROTISTA Haeckel, 1986.
SUB-REINO: PROTOZOA Goldfuss, 1817.
FILO: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg e Balamuth, 1963.
SUBFILO: MASTIGOPHORA Deising, 1866.
CLASSE: ZOOMASTIGOPHORA Calkins, 1909.
ORDEM: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Virckerman, 1976.
SUBORDEM: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880.
FAMILIA: TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905.
GENERO: Leishmania Ross, 1903.

Existem cerca de 21 espécies de leishmania que causam doenca em
humanos. Na leishmaniose do Velho Mundo, as espécies envolvidas sao a Leishmania
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) aethiopica e
Leishmania (Leishmania) infantum. No Novo Mundo, predominam dois subgéneros:
Viannia e Leishmania. Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) peruviana. No outro subgénero:
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania
(Leishmania) pifanoi (LAINSON; SHAW, 1987).

1.2 Apresentacdo Clinica



22

A leishmaniose pode se apresentar clinicamente sob trés formas: visceral
(calazar), cutanea, mucosa também chamada espundia ou muco cutanea, com 0
desenvolvimento do parasita no sistema fagocitico mononuclear, derme e mucosa

nasofaringea, respectivamente (HERWALDT, 1999).

O quadro clinico depende da espécie de Leishmania envolvida, assim
como de fatores relacionados ao hospedeiro como, por exemplo, o estado imune. O
periodo de incubacdo pode variar de duas semanas até trés meses apos a
inoculacdo (GOTO; LINDOSO, 2010). Depois deste periodo de laténcia, surge uma
pequena papula eritematosa e pruriginosa ou nédulo, podendo ser precedido de
enfartamento ganglionar regional. Esta lesdo inicial pode evoluir para a cura
espontanea ou para a forma latente com presenca de parasitos viaveis por tempo
indeterminado. As espécies predominantes no Velho Mundo determinam
manifestacbes clinicas limitadas, quando comparadas com as espécies
predominantes no Novo Mundo. Estas ultimas determinam manifestacdes clinicas
mais variadas, com quadros mais agressivos e destrutivos e menor remissao
espontanea (GOTO; LINDOSO, 2010).

1.2.1 Leishmaniose cutanea localizada (LCL)

E a forma prevalente da doenca. As lesdes surgem nas areas expostas
do corpo, sendo mais comum em membros inferiores e superiores, variando de uma
a dez lesdes. Caracteriza-se por lesdo ulcerada, arredondada, indolor, bem
delimitada, muitas vezes com crostas no centro. Pode curar-se espontaneamente,
deixando uma cicatriz atréfica e hipopigmentada. A depender da resposta
hospedeiro-parasita e de outros fatores ndo totalmente definidos, pode evoluir para
outras formas da doenca.

1.2.2 Leishmaniose recidiva cutis

E mais comum na leishmaniose do Velho Mundo causada pela Leishmania
(Leishmania) tropica, sendo rara no Novo Mundo. Pode ser uma lesdo papular ou
vesicular que aparece ap6s a cura clinica ou ao redor da cicatriz meses ou anos

apos.

1.2.3 Leishmaniose cutanea disseminada
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Caracteriza-se pela presenca de multiplas lesbes pleomorficas (dez a
300), acneiforme ou papular em duas ou mais areas nao contiguas da pele

(REITHINGER et al., 2007). Lesédo de mucosa € mais comum nestes casos.
1.2.4 Leishmaniose cutanea difusa

E a forma anérgica da LTA, sendo caracterizada pela presenca de lesbes
nodulares ricas em parasitos e que ndo ulceram. E uma condicéo rara e tem sido

descrita na América do Sul, Central e Etidpia.
1.2.5 Leishmaniose mucocutanea

Também chamada de espundia, ocorre anos apés a LCL e caracteriza-se
pela destruicdo oral-nasal e faringe com leses muitas vezes desfigurantes. Os
sintomas iniciais podem ser marcados por congestao e inflamagéo nasal. Ulceracao
e perfuracdo do septo nasal podem ocorrer lentamente. Esta lesdo pode se estender

a face, ao palato mole, faringe e laringe.

1.3 Diagnostico

O diagnéstico envolve critérios epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. O
diagndstico laboratorial consiste na identificacdo do parasito por meio da pesquisa
direta ou indireta. O exame direto é feito pela identificacdo de formas amastigotas
em material obtido por escarificacdo da lesdo, aspiracdo ou biopsia da borda da
lesdo e corada pelo Giemsa ou Leisman. A probabilidade de se encontrar a
Leishmania € menor quando a duragéo da lesdo é maior, sendo de 100% nos casos
em que o agente € a L. braziliensis e € pesquisado nos dois primeiros meses de
evolucdo e em apenas 20% dos casos apds 12 meses de doenca (FURTADO,
1980).

A identificacdo do agente também pode ser feita por cultura, usando
meios especificos, pois a Leishmania cresce bem em temperatura ambiente
(24 a 26 °C). O mais usado € o agar-sangue de Novy e McNeal, modificado de
Nicolle-NNN. A sensibilidade deste método € de 50% para a L. braziliensis. Outra

forma de diagndstico parasitologico € a inoculacdo em animais de laboratério, como
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em hamster; entretanto, além de apresentar variacdo quanto a espécie inoculada,

ainda demora de dois a nove meses para que a lesao se desenvolva.
1.3.1 Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM)

Consiste em injetar 0,1 ml do antigeno da Leishmania na face flexora do
antebraco. A IDRM é considerada positiva quando, ap0s 48 a 72 horas se detecta
uma induracgéo igual ou maior do que 5 mm (MONTENEGRO, 1926).

A IDRM detecta a presenca de hipersensibilidade tardia, pois a LTA
determina resposta celular durante a doenca e apés a cura da infeccéo,
espontaneamente ou apos o tratamento (CARVALHO et al., 2000). O teste torna-se
positivo em torno de quatro meses apos o inicio da lesdo, porém nao diferencia
doenca atual e passada, nem faz diferir infeccdo de doenca. Geralmente, é negativo
nas formas cutaneas difusas e em pacientes imunodeprimidos. Tem valor presuntivo
no diagndstico de LTA, sendo positiva em 84% nas formas cutédneas e 100% nas
mucocutaneas (SHAW, 1975).

1.3.2 Reacdes sorolbgicas

A reacgdo sorolégica mais usada € a imunofluorescéncia indireta, sendo
sensivel, porém pode dar reagcédo cruzada com a doenca de Chagas e calazar. Os
resultados sado variaveis, negativa na forma cutadnea difusa. Entretanto com
sensibilidade variavel nas formas cutaneas e mucosas. Quando a lesao é recente
(um a seis meses), é comumente negativa. Quando positiva, os titulos sdo mais
altos nos casos com multiplas lesées, podendo cair apds o tratamento. O ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) tem maior sensibilidade, mas os testes

sorologicos ndo sao usados na rotina diagnéstica da LTA.
1.3.3 Identificacdo do DNA da Leishmania

Também nao é usada na rotina diagndstica, pois requer laboratérios bem
equipados além do alto custo. Tem alta sensibilidade, em torno de 97,1% na LTA do
Novo Mundo (OLIVEIRA et al., 2005) e 100% na LTA do Velho Mundo
(NASEREDDIN et al., 2008). Além de detectar a Leishmania, pode identificar a
espécie envolvida. O método mais usado é o PCR (polymerase chaim reaction).
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1.4 Tratamento

Na maioria dos casos de LTA do Velho Mundo ocorre cura espontanea
entre dois e 15 meses apds o0 inicio do quadro, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida. Na LTA do Novo Mundo, quando a Leishmania envolvida é a L.
braziliensis, a cura espontanea € lenta e ocorre em apenas 10% dos pacientes,
quando a lesdo é unica e menor do que 10 mm. As lesdes nao tratadas podem
causar cicatrizacdes desfigurantes com impacto negativo na qualidade de vida com
consequéncias sociais para o paciente.

A maioria das lesdes é tratada para acelerar a cicatrizacéo, reduzir as
deformidades cicatriciais, prevenir disseminacdo e reduzir as chances de
recorréncias (MURRAY et al., 2005). O tratamento é estimulado quando existem
varias lesdes (>5 a 10), as lesdes sdo grandes (>4 a 5 cm), apresentam duracdo de
mais de seis meses e/ou a lesdo é localizada em areas que possam trazer

resultados cosmeéticos desfavoraveis ou sobre articulagbes (WEINA et.al., 2004).

O uso medicinal de compostos de antiménio para diversos fins
terapéuticos é conhecido desde a Antiguidade. Os antimoniais trivalentes causavam
efeitos colaterais graves e indesejaveis como intolerancia gastrointestinal e efeitos
cardiotoxicos. Eles foram substituidos pelos antimoniais pentavalentes (Sb") (RATH.
etal.,, 2003). Durante a Il Guerra Mundial, surgiu na Franca o antimoniato de
N-metilglucamina — antimoniato de meglumina (Glucantime®), que é até os dias

atuais € um dos mais usados em todo o mundo.

Os dois medicamentos mais usados sdo antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o stibogluconato de sédio (PENTOSTAN®). O mecanismo de ac¢éo
nao é totalmente conhecido, mas sabe-se que a droga inibe a atividade glicolitica e
as vias oxidativas dos acidos graxos nas formas amastigotas (CROFT et.al., 2006).
Os efeitos colaterais mais comuns sao artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaleia, febre,
vomitos, tonturas. Outros efeitos colaterais mais graves e que limitam o uso destes
sdo a cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatoxicidade, principalmente em

pacientes idosos. S&o contraindicados em gestantes.

7

No Brasil, o medicamento mais usado é o antimoniato de meglumina,

sendo bastante eficaz no tratamento da leishmaniose cutdnea, mucocutdnea e
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visceral. Ele induz rapida regresséo das lesdes. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recomenda a dose de 20 mg/Sh"/kg/dia por 20 dias seguidos. Ndo havendo
cicatrizacdo completa da lesdo apds trés meses do término do tratamento, o
esquema devera ser repetido, s6 que por 30 dias. Na forma mucosa deve-se usar a

mesma dose por 30 dias seguidos.

Faléncia no tratamento com antimoniais pentavalentes € descrita,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida. Na LTA do Novo Mundo,
observou-se faléncia no tratamento em 7% dos casos na Bolivia (BERMUDEZ. et al.,
2006), 16% no Brasil (OLIVEIRA-NETO et al., 1997) e até 39% na Colémbia
(PALACIOS et al.,, 2001). Em razdo desses insucessos com 0s antimoniais, bem

como pelos efeitos toxicos, medicacbes opcionais sdo usadas no tratamento da LTA.

A anfotericina B é a segunda droga mais usada, tanto na sua forma
convencional, quanto na forma lipossomal, com bons resultados, inclusive naqueles
casos com resisténcia aos antimoniais. Ela é considerada mais eficaz nos casos de
LTA mucosa (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Em alguns locais, € utilizada como
droga de primeira linha. Recentemente, foi introduzido o uso da anfotericina B
lipossomal (AMBISSOME®) no tratamento da leishmaniose visceral com sucesso em
varios paises, inclusive no Brasil (DIETZE et al., 1983). Essa é uma formulagdo da
anfotericina B que praticamente elimina a nefrotoxicidade e mantém a mesma
eficacia. Na LTA existem poucos relatos do seu uso no tratamento. O principal fator
limitante € o elevado custo, o que inviabiliza seu uso nas regiées mais pobres,

coincidentemente aquelas de maior incidéncia de LTA

Outras drogas opcionais também usadas no tratamento da LTA sao:
pentamidina, miltefosina, paromomicina e derivados azélicos. A pentamidina age
interferindo com a sintese do DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e
fragmentacdo da mitocondria do parasita (AMATO et al., 1998). Esta droga se mostra
tdo eficaz quanto os antimonais (TUON et al., 2008), mas também apresenta efeitos
colaterais importantes, como hipoglicemia e hiperglicemia, dor no local de injecéo,

gosto metalico, cefaleia, congestao nasal e dispneia.

O miltefosine, incialmente usado para tratamento de cancer, foi aprovado

pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento da LTA. Quando usado para
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o tratamento da LTA, apresentou taxal de cura similar aos antimonais em alguns
paises, mas a resposta clinica é variavel, devendo-se ter atencéo especial quando
usado no tratamento de LTA adquirida nas Américas (DAVID; CRAFT, 2009). A cura
€ mais lenta quando comparada aos antimonais (SOTO et al., 2008). As vantagens
do seu uso em relagéo aos antimoniais s&o 0 uso via oral e menos efeitos colaterais,
principalmente nauseas, vomitos, diarreia e elevacdo da creatinina (SOTO et al.,
2001). E uma opcdo para pacientes com leishmaniose resistente aos antimonais ou
que exibem resisténcia cruzada a anfotericina B (HADIGUI et al., 2007).

A paromicina € um aminoglicosideo que pode ser usado por via parenteral
ou intralesional. Estudo de meta-analise demonstrou que ela é tdo eficaz quanto os
antimoniais (KIM et al., 2009). A paromomicina foi comparada recentemente com a
anfotericina B no tratamento da LV em Bihar (india), demonstrando-se ser tdo eficaz
quanto a primeira, no entanto, também com efeitos colaterais frequentes (SUNDAR
et al., 2007).

Alopurinol isoladamente, ou em associacdo com antimoniais, € usado no
tratamento de LTA no Velho Mundo e no Novo Mundo, com resultados controversos
(GOTO; LINDOSO, 2010). Outras drogas B&ll foram testadas, porém ainda com

resultados inconsistentes, como a azitromicina, cetoconazol, rifampicina.

Terapias locais como uso de paromomicina, cetoconazol, antimoniais,
azitromicina e imiquimod demonstram resultados variaveis e sdo mais adotadas na
LTA do Velho Mundo, ndo sendo usadas na LTA do Novo Mundo pelo risco de

progressao da doenca para a forma mucosa (GOTO; LINDOSO, 2010).

Tratamentos fisicos se baseiam no fato de as formas promastigotas
serem sensiveis ao uso de calor e frio locais, porém também s&o usados apenas na
LTA do Velho Mundo. A combinacao de antimoniais e imunomoduladores pode ser
um tratamento alternativo para pacientes com LTA refratarios ao uso isolado de
antimonais (GOTO; LINDOSO, 2010). A imunoterapia pode ser usada em pacientes
gue tém uma resposta imune deficiente contra o parasita, sendo, portanto, uma
forma de aumentar a resposta imune especifica. Antigenos da Leishmania,
isoladamente ou em associagdo com outros antigenos, como BCG, séo utilizados
com sucesso parcial na LTA (GOTO; LINDOSO, 2010).
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1.5 Envolvimento Renal na Leishmaniose Visceral (Calazar)

O envolvimento renal na LV €& descrito por varios autores, desde
alteracdes inespecificas no sumario de urina até varios tipos histologicos de
glomerulonefrites (SALGADO-FILHO et al., 2003; CHAIGNE et al., 2004; DUVIC et al.,
1999). Os relatos das repercussfes clinicas destas lesdes em seres humanos,
entretanto, ainda sdo escassos. A maioria dos estudos relata as alteracdes
histopatoldgicas, porém sem correlagdo com as alteracdes clinicas e laboratoriais
antes e apés o tratamento (ANDRADE; LABUKI, 1972; CARAVACA et al., 1991;
DUARTE et al., 1983; NIETO et al., 1992). Hematuria microscoépica e piuria foram
detectados em mais da metade dos pacientes estudados (DUTRA et al., 1985;
SALGADO et al., 2003). Dutra et al. (1985) detectaram proteindria ndo nefrética em

quase 60% de sua amostra.

Varios tipos histologicos de glomerulonefrites (GN) ja foram descritos em
pacientes com calazar. Ghaigne et al. (2004) descreveram o caso de um paciente
jovem com GN necrotizante associada a LV. Leblond et al. (1984) relataram um caso
de glomeruloesclerose focal e segmentar (GESF) na forma colapsante em um
paciente com LV. Também j& foram descritos casos de sindrome nefrética, por
lesdes minimas, assim como GN membranoproliferativa (GNMP), que é a GN mais
comumente associada a infec¢des crénicas (BOUKTHIR S et al., 1994; DUVIC et al.,
1999).

Insuficiéncia renal aguda € descrita por alguns mecanismos: nefrite
intersticial secundaria a deposicdo de componentes do parasita no intersticio
(animais experimentais) (CONCILMAN, 1988), hipersensibilidade aos antimoniais
(CUCE et al., 1990; DUARTEI et al., 1983) e por deposi¢cdo de imunocomplexos nos
glomérulos levando a glomerulonefrite rapidamente progressiva (ROBERTS et al.,
2000). Esses achados também foram confirmados em cées infectados pela
Leishmania, onde se evidenciaram nefrite intersticial, GNMP e GESF (NIETO et al.,
1992; PALACIO etal., 1997).

Disfuncdo tubular renal em pacientes com LV também foi descrita,

manifestando-se como defeito na concentragcdo e acidificacdo da urina, sem
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expressdo clinica (LIMA-VERDE et al., 2007). Outro estudo prospectivo com 11
pacientes com LV, que analisou a proteina ligadora de retinol (RBP) na urina,
também demonstrou lesdo tubular proximal em quase metade dos pacientes
estudados (SALGADO-FILHO et al., 2003).

Também foram relatados casos de calazar em pacientes transplantados
renais, levando ao crescimento da morbimortalidade e IRA reversivel com
tratamento (RAJARAM et al., 2002; SABATTINI et al., 2002; SIPSAS et al., 2003;
OLIVEIRA et al.,, 2008b). Oliveira et al. (2008b) demonstraram que, em pacientes
transplantados renais que vivem em areas endémicas para a LV e que apresentem
febre prolongada, este diagnéstico deve ser sempre lembrado, principalmente se
associado a alguma citopenia. Dos quatro pacientes relatados, trés apresentaram
IRA relacionada a desidratacdo e nefrotoxicidade pelo uso de antibidticos e da
anfotericina B lipossomal. Nesses casos, 0 tratamento com 0s antimoniais é

formalmente contra-indicado, devendo-se usar a anfotericina B lipossomal.

1.6 Envolvimento Renal na LTA

Na LTA, os dados disponiveis na literatura em relacdo ao
desenvolvimento de disfuncdo renal pela doenca sdo escassos. A disfuncao renal,

descrita nesses casos esta mais relacionada ao uso dos antimoniais pentavalentes.

Os antimoniais pentavalentes sdo rapidamente eliminados pelos rins
(MELBY et al., 1992). Logo, em situacdes em que o0s pacientes tém disfuncéo renal,
deve-se evitar seu uso em decorréncia do aumento de sua toxicidade cardiaca e
piora da funcéo renal. Também é relatado defeito na concentracédo urinaria, sendo o
proprio metal pesado usado na composicéo da droga o principal responsavel (CUCE
et al., 1990). Insuficiéncia renal aguda pode ocorrer por deposicdo macica de
imunocomplexos formados pela quebra da Leishmania determinada pelos antimonais,
similar ao fendmeno de Hexheimer (RODRIGUES et al., 1999). Sampaio et al. (1997)
avaliaram 11 pacientes com leishmaniose cutaneomucosa que receberam antimonial
pentavalente em dose dobrada 40mg Sb'/kg/dia por 30 dias. No estudo de Sampaio
et al., um paciente apresentou insuficiéncia renal aguda reversivel. Em oito pacientes

observou-se uma reducgéo da TFG apos 30 dias de tratamento, da mesma forma que
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se evidenciou disfuncao tubular renal distal e proximal, como diminuicdo da
capacidade de concentracdo urinaria e aumento na fracdo de excre¢do de sodio

respectivamente.

Excepcionalmente, o antimoniato de meglumina pode causar IRA por

nefrite tubulointersticial pela reagéo de hipersensibilidade (CUCE et al., 1990).

Em doses baixas e por curto periodo, os antimoniais pentavalentes tém
baixa toxicidade renal. No tratamento da LTA, entretanto muitas vezes ha
necessidade de se utilizar doses mais altas e por mais tempo, o que pode aumentar
sua toxicidade. Existem relatos de proteindria e IRA (BALSAN et al., 1992; CUCE et
al.,, 1990; SAMPAIO et al.,, 1980; SAMPAIO et al., 1991). O comprometimento da
capacidade de concentracdo urindria sem reducdo da TFG foi demonstrado por
Veiga et al., ao estudarem modelos de ratos infectados pela Leishmania e tratados
com doses elevadas e antimoniato de meglumina intraperitoneal. Essa alteracdo na
capacidade de concentracdo urinaria foi acarretada pela interferéncia na acdo do
hormonio antidiurético e também por acdo direta da droga nas células tubulares
(VEIGA et al., 1990). Dose elevada de antimoniato de meglumina também causou

reducao da filtracdo glomerular.

A leishmaniose tegumentar americana tem elevada incidéncia na regido do
Cariri cearense. A baixa aderéncia ao tratamento favorece o desenvolvimento de
formas mucocutaneas, que requerem doses mais elevadas dos antimoniais por
periodos mais prolongados, 0 que aumenta ainda mais a toxicidade da droga. Por
esses motivos, um estudo mais detalhado dos efeitos destas drogas na funcao renal
é fundamental. A escassez de dados na literatura relativos aos efeitos nefrotoxicos
dos antimoniais pentavalentes também reforca a importancia deste estudo. Como a
LTA €& uma doenga cronica, muitas vezes com meses de evolugdo, também é
importante avaliar se a exposi¢do crbnica a elevada carga antigénica do parasito

pode, independentemente do tratamento, determinar algum grau de disfuncéo renal.

1.7 Proteinas Transportadoras na Urina
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O uso de biomarcadores na urina para diagnosticar doencas € uma
pratica antiga, usado na medicina investigativa ao longo de todo século XX e inicio
do século XXI. Os estudos que buscam identificar estes biomarcadores baseiam-se
no conhecimento fisiopatolégico das doencas (PISITKUM et al., 2006). As proteinas
identificadas na urina séo aquelas sollveis e presentes nos elementos do sedimento
urinario. Estas Ultimas precipitam em centrifugacdo de baixa velocidade}jd B os
exossomas sdo proteinas de muito baixa densidade que sé sedimentam apos
ultracentrifugacdo. Num ensaio com urina coletada de seres humanos adultos e
sadios, observou-se que, do total de proteinas excretadas, cerca de 48% eram de
proteinas incluidas no sedimento, 49% eram de proteinas sollveis e apenas 3%
estavam em exossomas (ZHOU et al., 2006). As proteinas solUveis na urina sao
provenientes da filtragdo glomerular, que impede a perda de grandes quantidades de
proteinas de alto peso molecular. Apenas uma pequena quantidade de albumina e
globulinas, que sdo macromoléculas, é eliminada na urina. Peptideos e proteinas de
baixo peso molecular (<10KDa), entretanto, sdo livremente filtradas. Sdo estas:
B2-microglobulina, cadeias leves de imunoglobulinas, proteinas ligadoras de retinol e
aminoécidos. Estas proteinas sdo rapidamente reabsorvidas no tubulo contorcido
proximal (TCP) e proteolisadas. Aumento na excrecédo destas proteinas na urina filig
pode ser reflexo de uma reducdo na concentracdo plasmatica, uma reducdo da
filtracdo glomerular ou uma reducado na reabsorcao destas, indicando uma disfungao

tubular.

Algumas das proteinas solUveis originam-se como proteinas ligadas a
membrana celular clivadas por protedlise. Um exemplo é a proteina de
Tamm-Horsfal, também chamada de uromodulina, secretada pelo TCP e alca de
Henle. E a mais abundante na urina e sua presenca pode interferir na identificagéo

de outras proteinas, caso ndo seja removida (PISITKUN et al., 2004).

As proteinas dos componentes da fase solida do sedimento urinario sédo
aguelas procedentes de células epiteliais tubulares descamadas para a luz tubular e
cilindros. Alguns destes componentes sao fragmentos de membrana celular que
podem ser liberados para a luz tubular por apoptose ou por microvilos da membrana
(PISITKUN et al., 2008).
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A urina também contém numerosos exossomas que se originam de cada
tipo de célula epitelial, como poddcitos, células epiteliais do TCP, TCD e células
epiteliais transicionais (PISITKUM et al., 2004). Os exossomas sdo vesiculas
(< 80 nm), que se originam EOMCINCSICHIESHNIGINES dos corpos multivesiculares e
sdo excretados na urina quando a membrana externa [ESHGOIBOE se funde com a
membrana plasmatica (JOHNSTONE et al., 1987). Estes exossomas podem ser
isolados na urina por centrifugacao de alta velocidade ou ultracentrifugagéo (17.000
X g) e parecem ser a melhor fonte de biomarcadores para diagnéstico de

tubulopatias.

A mensuracdo destes exossomas urinarios deve ser feita em amostra
isolada e randdmica, sendo normalizada com a creatinina urinaria e comparada com
controles sadios, pois pode haver variacbes fisiologicas, dependendo da

osmolalidade urinaria.

McKee et al. (2000) demonstraram que 0s principais transportadores de
sédio expressos ao longo dos néfrons podem ser identificados na urina e podem ser
usados na pratica [i@clinica para diagnéstico e/ou monitoramento das desordens na
regulacdo do volume do fluido extracelular ou de regulacdo da presséo arterial. O
trocador soédio-hidrogénio do tipo 3 (NHE3) é a principal rota para transporte de
sodio através da membrana plasmética apical do TCP. O NKCC2 é responsavel pela
reabsorcdo de sédio no ramo espesso ascendente da alca de Henle, segmento que
€ importante na manutencdo do gradiente medular e, consequentemente, na
regulacdo da excrecdo de agua (mecanismo de contracorrente) e na diluicdo do
fluido tubular que chega ao TCD| E mais implicado no balanco da agua do que no

controle fino do sbédio. A pendrina é expressa na membrana apical das células

intercaladas néo-tipo A e trocam o cloro (reabsorvendo) por bicarbonato

(secretando).
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Em pacientes com LTA e disfungdo tubular renal induzida pela prépria
doenca ou pelo tratamento podem alterar estes transportadores urinarios, ndo sendo

identificados relatos na literatura.
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2 PERGUNTA DE PARTIDA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) pode causar alteracbes na
funcdo renal ou estas alteracdes sado apenas consequéncia do seu tratamento com

antimoniais pentavalentes em doses elevadas?
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HIPOTESES

oA leishmaniose tegumentar americana pode causar disfuncdo glomerular e/ou
tubular, independentemente do tratamento, assim como alteracbes nos

transportadores renais;

¢O uso de antimoniais pentavalentes no tratamento da LTA determina
disfuncéo glomerular e/ou tubular, independentemente da doenca, dose e

tempo de tratamento; e

¢ Os pacientes que desenvolvem disfuncéo renal pela LTA tém maior incidéncia

da toxicidade do antimoniato de meglumina.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar se a LTA e/ou o tratamento com antimoniato de meglumina na

dose recomendada pela OMS pode levar ao desenvolvimento de disfungéo renal.

4.2

Secundarios

e Avaliar a funcdo glomerular antes e ap0s o tratamento com antimoniato de

meglumina;

e Avaliar a funcéo tubular proximal e distal antes e ap0s o tratamento com

antimoniato de meglumina;

e Avaliar se existe correlacédo entre o tempo de doenca e o desenvolvimento da

disfuncéo renal,

e Observar se o desenvolvimento de disfuncéo tubular renal pela LTA aumenta

a toxicidade antimoniato de meglumina;

eExaminar a expressdo de transportadores tubulares renais na urina dos
pacientes antes do tratamento e correlacionar com as alteracbes

bioquimicas encontradas.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de Estudo

Ensaio clinico, observacional, prospectivo e controlado.

5.2 Populagéo do Estudo

De um total inicial de 59 pacientes, foram excluidos 22, sendo oito por
apresentarem exame histopatologico negativo para Leishmania, nove por terem idade
menor do que 15 ou maior do que 60 anos, dois pela recusa em assinar o TCLE,
dois por apresentarem hipertensao arterial e/ou Diabete melito e um por ter feito uso
do glucantime nos ultimos 30 dias. Foram estudados 37 pacientes com idade entre
15 e 60 anos, de ambos os géneros, com diagndstico clinico, epidemioldgico,
parasitologico de leishmaniose tegumentar americana. Apos esclarecimento adequado a
respeito dos objetivos do estudo e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, foram realizados anamnese e exame fisico completo na primeira
consulta ambulatorial. Em seguida, foi agendada para cada paciente outra consulta
para realizacdo das provas de funcédo renal. Os pacientes foram orientados a
permanecer em jejum absoluto de 12 horas na noite que antecedeu a realizacdo dos

exames.

O grupo de estudo foi comparado com um grupo controle constituido de
dez voluntarios sadios procedentes do Municipio de Barbalha com a mesma faixa
etaria e sem historia de doencas renais prévias e que foram submetidos aos

mesmos testes de fungao renal realizados pelo grupo de estudo (tabela 1).

O protocolo do estudo foi submetido a andlise para aprovacdo pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara (UFC), sendo respeitados 0s aspectos éticos
regidos pela Res. N 196/96, do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(CNS/MS — Brasil).
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5.3 Caracterizacdo do Local do Estudo

Foram estudados pacientes encaminhados ao ambulatério especializado
em leishmaniose no Centro de Saude Ledo Sampaio de atencdo secundaria,
integrado ao Sistema Unico de Satde (SUS), no Municipio de Barbalha-CE, no
periodo de julho de 2008 a agosto de 2009.

5.4 Critérios de Incluséo
[1 Pacientes de ambos 0s sexos.
[J ldade maior ou igual a 15 anos e menor ou igual a 60 anos.

[ Diagnostico de leishmaniose tegumentar americana epidemiolégico,

clinico, parasitolégico e imunolégico.

[0 Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido apés
esclarecimento adequado em relacdo aos testes de funcéo renal a serem

realizados.

5.5 Critérios de Exclusao

0 Pacientes que fizeram uso dos antimoniais pentavalentes nos ultimos
30 dias.
0 Pacientes com diagnodstico de Diabete melito dos tipo 1 e 2,

hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca congestiva,
nefrolitiase, insuficiéncia renal cronica prévia, lupus eritematoso sistémico

e outras colagenoses.

0 Uso de drogas nefrotdxicas, exceto aquelas usadas no tratamento

especifico da doenca.
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0 Pacientes com hiperssensibilidade previamente conhecida ao

antimoniato de meglumina.
5.6 Diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana
O diagndstico da LTA foi baseado no:
Clquadro clinico (MANSON, 1987; FUNASA 2000);

] identificacdo do parasita — pesquisa direta das formas amastigosta em
material obtido da les&o por biopsia da borda, corado pela Giemsa ou
Leishman (GONTIJO et al., 2003; HERWALDT, 1999; FURTADO, 1980;
GRIMALDI JR etal., 1984); e

() diagnéstico imunologico — intradermorreacdo de Montenegro
(MONTENEGRO, 1980; MENDONCA et al., 1988)

5.7 Tratamento Especifico da LTA

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento especifico com
N-metilglucamina (GLUCANTIME®) na dose de 20mg Sh'/kg/dia por 20 dias
consecutivos (WHO, 2000).

5.8 Parametros Estudados
5.8.1 Caracteristicas clinicas

a) ldentificagdo: nome, idade, sexo, cor, profissdo, escolaridade,

naturalidade, procedéncia.
b) Tempo de doenca — decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnostico.
c)Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM).

d)Formas clinicas: leishmaniose cutdnea e mucosa ou mucocutanea.
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e)Numero de lesdes cutaneas.

f)  Exame fisico: presséo arterial sistolica e diastolica, peso, estatura e

indice de massa corporal (IMC).
5.8.2 Avaliacao laboratorial geral

Amostra de sangue foi coletada em jejum para realizacdo do hemograma
completo, velocidade de hemossedimentacédo (VSH), glicemia de jejum, ureia (Py),
creatinina (Pc), sodio (Pna+), potassio (Pk+), cloro (Pc¢..), bicarbonato (Pycos.), célcio
(Pca++), fosforo (Pposa-) € magneésio (Pwg+) plasmaticos, gasometria venosa antes e
ap6és o cloreto de calcio, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), bilirrubinas totais e fracBes, proteinas totais, albumina,
globulinas, fosfatase alcalina, amilase e sumario de urina. Todos estes testes foram
realizados antes do inicio do tratamento especifico em 48 a 72 horas apos o fim do

tratamento.

A urina foi coletada ap6s jejum de liquidos e alimentos de 12 horas, na
chegada do paciente ao servico e antes da administracdo da desmopressina nasal e
do cloreto de célcio (tempo zero - TO) e apds quatro horas da administracdo destes
(tempo 4 — T4). Nesta amostra do tempo zero, foram feitas urinalise, dosagens de
eletrélitos e microalbumindria normalizada pela creatinina urindria. Uma parte da
urina coletada foi congelada de imediato em nitrogénio liquido para posterior

identificacdo dos exossomas urinarios.
5.8.3 Parametros calculados

a) Taxa de filtracdo glomerular: estimada por meio do clearence de creatinina
enddgena calculado pela equacdo de Cockroft & Gault (K/DOQI, 2002;
TRAYNOR et al., 2006; ROSE, 2001):

CICr = (140 — 1d)x Peso/72 x Pc, onde

CICr — Clearence de creatinina
P[] Concentracdo de creatinina plasmética em mg/dl

Id[J Idade em anos
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b) Fracdo de excre¢do de sodio, potassio, cloro, célcio, fdsforo, magnésio
(GIEBISCH et al., 1996; ROSE, 2001): calculada pelas equac¢des abaixo e

expressas em %:

FEnae = (Unar/Pras) / (Ue/Per) X 100

FEx= (Urs/Prs) / (UaPer) X 100

FEci.= (Uai/Par) / (UalPy) X 100

FEcars = (Ucaes/Pease) / (UalP) X 100
FEpos- = (Upoa-/Ppoa.) / (Uer/Per) x 100
FEmges = Unige+/(Puige+X0.7) / (Uar/Per) X 100

onde:

Una+» Uks+, Uct, Ucars, Upos-, Umgs+ L1 concentragéo urinaria de sodio, potassio, cloro,

calcio, fésforo, magnésio.

Pna+ € Pks+, Pcl-, Pcat+, Pros-, Pmge+ [ cONcentracéo plasmatica de sodio, potassio, cloro,

calcio, fésforo, magnésio.
U.re P[] concentracao urinaria e plasméatica de creatinina.

c) Relacdo da osmolalidade urinaria e plasmatica: foi calculada pela formula
(ROSE, 2001) — U/Posm.

d) Anion gap plasmatico: foi calculado pela férmula —
Pac = (Na*+K") — (CI'+HCO3).

e) Osmolalidade plasmatica: expressa em mOsmol/kg. H,O (ROSE, 1986)
Posm = 2xNa" + Glic/18 + BUN/2,8,

onde

Posm [] 0smolalidade plasmatica
Na" [] sodio plasmatico

Glic [J glicemia de jejum

BUN [J nitrogénio uréico sanguineo, obtido pela divisdo da ureia plasmatica por dois.

5.8.4 Teste de acidificacao urinaria
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O teste de acidificacdo urindria vem sendo utilizado h&d décadas para
avaliar uma das funcdes tubulares renais. O agente acidificante utilizado foi o cloreto
de calcio (CaCl,). Os pacientes foram orientados a permanecer em jejum absoluto
apos as 19 horas na noite que antecederia o teste. No dia do teste, eles
compareciam ao Centro e eram orientados a colher a primeira amostra de urina (T0)
apos esvaziamento da bexiga as 07hOOmin e era também colhida amostra de
sangue venoso em seringa heparinizada para mensuracéo do pH e bicarbonato. Em

seguida, recebiam o CaCl, na dose de 100mg/kg dissolvido em 190ml de agua.

Apés a ingestdo do sal, os pacientes permaneceram no Centro por quatro
horas, em jejum. Na quarta hora (T4), as 11h00Omin, apés a ingestdo do sal, foi
colhida nova amostra de urina para mensurar o Upy. As amostras de urina foram

colhidas em 6leo mineral.
5.8.5 Teste de concentracdo urinaria

O teste de concentracdo urinaria € outra maneira de avaliar a funcao

tubular renal, avaliando o funcionamento do néfron distal.

Os pacientes foram orientados a permanecer em jejum absoluto apds as
19 horas na noite que antecederia o teste. No dia do teste, eles compareciam ao
Centro e eram orientados a colher a primeira amostra de urina as 07h00Omin apos
esvaziamento da bexiga para mensuragdo da osmolalidade urinaria (Ugsm TO) € em

seguida foi administrada a desmopressina intranasal (DDAVP®) na dose de 20(g.

Ap6s a administracdo do DDAVP®, os pacientes permaneceram no
Centro em jejum. Na quarta hora (T4), as 11hOOmin, apdés a administracdo do
DDAVP, foi colhida nova amostra de urina para mensurar Ugsm T4 .

A capacidade de concentrar a urina foi avaliada pela relagcédo osmolalidade
urinaria e plasmatica (U/Pysm) € apos o jejum de 12 horas a osmolalidade urinaria
(Uosm) Mensurada antes e quatro horas ap6s administracdo do DDAVP® (acetato de
desmopressina 20mcg) intranasal (To e T4) (TRYDING et al., 1987; TRYDING et al.,
1988).

Dr. Rodrigo houve alteracéo nesta figura? Nao
Leida. A figura é a mesma
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5.8.7  AV{Exames realizados antes do inicio do tratamento com glucantime® e
apos 48 a 72 horas da Ultima dose

S dIMosSiras U€e uriria 101anT COretauds, dpos JEJUTTT TTOWTTTo U 12 horaS,

dos controles e pacientes do estudo antes do inicio do tratamento especifico e apos
48 a 72 horas da ultima dose do glucantime. As amostras foram colocadas em tubos

plasticos estéreis de 50 ml e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

As amostras foram retiradas do nitrogénio liquido e colocadas em gelo
com adicdo de inibidor de protease (protease inhibitor cocktail; Sigma, St. Louis, MO,
USA) 10ul/ml de urina e em seguida foram submetidas a homogeneizacéo
(vortexing) prolongada. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 17.000 g por
15 minutos a 4°C para remover todas as células, fragmentos maiores de membrana
e outros debris. O sobrenadante foi centrifugado a 200.000 g por uma hora a 4°C
para obter pellets de membrana de baixa densidade. Os pellets foram suspendidos
em uma solucéo de isolamento (200 mM Mannitol, 80 mM Hepes, and 41 mM KOH,
pH 7.5) com inibidores de protease. Todas as amostras de proteinas urinarias foram
armazenadas em freezer a -80°C (GONZALEZ et al., 2009; HOFFERT et al., 2007).

5.8.7.1 Eletroforese e immunoblotting

Amostras de fragdes da membrana foram incubadas tanto em minigel de
poliacrilamida a 12,5% (para AQP2), quanto em minigel de poliacrilamida a 10%
(para NHE3, NKCC2, H'-ATPase e pendrina). Quantidades iniciais para o gel de
eletroforese foram ajustadas para equalizar a concentracdo de creatinina urinaria.
Depois de transferir por eletrodiluicdo para membranas de nitrocelulose (PolyScreen,
PVDF Transfer; Life Science Products, Boston, MA, USA), os blots foram
tamponados com leite a 5% e tween 20 em PBS (cloreto de sodio a 8,7g/L, fosfato
dibasico 7,2 mM e fosfato monobéasico 2,8 mM) por 1 hora. Blots foram incubados
com um dos seguintes: anti-AQP2 (1:2000); anticorpo anti-NKCC2 (0.12 pg/ml);
anticorpo anti-NHE3 (1:500); H+-ATPase (1:500) e pendrina (1:1000). A reacao foi
visualizada com anticorpo secundario conjungado com horseradish - peroxidase e
evidenciado por sistema de deteccdo por quimioluminescéncia (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA).
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5.9 Parametros de Disfuncédo Renal

0 Filtracdo glomerular abaixo de 90 ml/min, estimada pelo clearence de
creatinina calculado pela formula de Cockroft & Gault (K/DOQI, 2002).

0 Creatinina plasmatica - > 1,2 mg/dl (K/DOQI, 2002).

0 Excrecéo urinaria de proteinas acima de 150 mg/dia (ROSE, 1987).

O Relacdo osmolalidade urindria / plasmatica (U/Posm) < 2,8.

0 Fracdo de excrecao de sodio > - 2% (GIEBISCH et al., 1996; ROSE,
2001).

0 Fracdo de excrecdo de potassio > . 10% (GIEBISCH et al., 1996;
ROSE, 2001).

O pH urinario > 5,50 em T4.

0 Microalbuminuria > 30 mg/g de creatinina (ROSE, 2004).

5.10 Métodos Analiticos

Hemograma: a contagem de eritrécitos, leucocitos e a dosagem de hemoglobina
foram efetuados em contador automéatico de CELM CC 530 e a determinacdo do
hematocrito em microcentrifuga BIO ENG. A contagem diferencial de leucdcitos foi
determinada em esfregacos de sangue, apds coloracdo com panéptico rapido.

Ureia: determinada pelo método de uricase colorimétrico (Labtest—). Os resultados

foram expressos em mg/dl.

Creatinina sérica e urinaria: determinada pelo método colorimétrico, acido picrico, de

Taussky e Bonsness (Labtest—). Os resultados foram expressos em mg/dl.

Sodio, potéssio (Pna+ € Pk+) Sérico e urinario: determinados por técnica de fotometria de
chama com espectofotbmetro, modelo B462 MICRONAL (Instrumentation

Laboratory, Inc. EUA). Os resultados foram expressos em mEQ/L.
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Albumina: determinada pela reacdo de bromocresol (labtest—). Os resultados foram
expressos em g/dl. Globulina: determinada pela reacdo de bromocresol (labtest—).

Os resultados foram expressos em g/dl.

Glicose: determinada pelo método colorimétrico glicoseoxidase (Labtest—). Os

resultados foram expressos em mg/dl.

Fosfatase alcalina: determinada pelo método cinético fosfatase alcalina Bowers e Mc

Comb modificado (Labtest—). Os resultados foram expressos em UJ/L.

Amilase: determinada pelo método colorimétrico modificado (Caraway modificado).

Resultados expressos em U/dl.

pH, bicarbonato (HCO3'): foram determinados por meio do aparelho “Blood gas
analyser” (chiron diagnostic 238 - Bayer—). Os resultados foram expressos em

mEg/L para bicarbonato.
pH urinario (Upn): foi mensurado pelo pHmetrodigital pG1000, modelo GEHAKALT.

Osmolalidade urinéria: determinada pela técnica de pressdo a vapor em osmodmetro
modelo 5100C (Wescor Inc.EUA). Os resultados foram expressos em
mOsm/Kg.H-0.

Sumario de urina: os componentes glicose, urobilina, bilirrubina, acetona, proteinas,
nitritos, leucdcitos, hemoglobina, pH e densidade foram determinados pela fita de
urina URI-TEST Inlab—. As células uroteliais, pidcitos, hemaceas e bactérias pela

sedimentoscopia em microscopia éptica em aumento de 400x.

Microalbuminuria: foi mensurada pelo método de imunoturbidimetria, utilizando-se o

kit Tina-quant™(Roche) e os resultados expressos em mcg/g de creatinina.

5.11 Anélise Estatistica

A descrigcdo das variaveis foi realizada mediante tabelas de distribuicdo de

frequéncia e tabelas de contingéncia para as variaveis categorizadas e as variaveis
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quantitativas por intermédio de quadros de medidas descritivas (media

desvio-padrao, mediana, minimo e maximo).

A comparacdo do grupo caso-controle em relacdo as variaveis
categorizadas foi realizada mediante o Teste Exato, de Fisher. O teste para verificar
a normalidade da distribuicdo de varidveis quantitativas foi realizado pelo Teste de
Kolmogorov-Smirnov. A comparacao do grupo caso-controle em funcdo das médias
das variaveis quantitativas foi realizada pelo Teste t-Student para as variaveis que
satisfazem a condicdo de normalidade na distribuicdo dos dados e pelo Teste de

Mann-Whitney, qguando a normalidade da distribuicdo ndo é satisfeita.

No grupo de casos, a comparacdo dos periodos pré e pdés-tratamento,
para as variaveis quantitativas, foram realizados por meio teste T-Pareado e teste

Wilcoxon, respectivamente.

Os resultados foram expressos em %, média + desvio-padréo. O valor de
P foi considerado estatisticamente significante quando < 0,005.
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6 RESULTADOS

Foram estudados 37 pacientes com diagnostico epidemiologico, clinico,

laboratorial e histopatolégico de LTA.

A idade média foi de 35,6 + 12 anos, sendo 19 pacientes do sexo
masculino (51,4%) e 70% de cor nao-branca. Quanto a escolaridade, a maioria dos
pacientes (65%) tinha apenas o primeiro grau incompleto, com apenas 24% com
segundo grau concluido. Quando analisada a profissédo, observou-se que 43% eram
agricultores. Dos 37 pacientes que completaram a amostra estudada, 32 eram
procedentes de Barbalha-CE, (86,5%), quatro eram do Crato (10,8%) e apenas um
era de Missdo Velha (2,7%), municipios do sul do Ceara. A intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) foi positiva em 59,5% dos pacientes. Todos tinham LTA na
forma cutanea localizada. Dos 37 pacientes, 27 tinham lesdo Unica, sete tinham de
duas a quatro lesBes e apenas trés tinham mais do que quatro lesdes. O tempo
meédio de doenca era de 28,5 + 20,6 dias. Outros dados clinicos e demogréaficos sdo

demonstrados na tabela 1.



49

TABELA 1. Dados clinicos e demograficos de 37 pacientes com diagnéstico de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e dez controles, atendidos na Unidade de
Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de 2009

Caracteristicas LTA (37) Controle (10) P
Idade média (anos) 35,612 32,3+11,7 0,442
Sexo:
Masculino 19 (51,4%) 6 (60%) 0,73
Cor:
Branca 11 (29,7%) 3 (30%) NS
N&o-branca 26 (70,3%) 7 (70%) NS
Tempo médio de doenca (dias) 28,5+20,6 - -
IDRM (+/total) 22137 - -
NUmero de lesBes cutaneas:
1 27 (72,9%) ; _
2a4 7 (18,9%) - -
>4 3 (8,1%)
Pressdo arterial sistolica, mmHg 122 +10 117 +9,5 0,221
Pressao arterial diastélica, mmHg 80 +4,7 75+8,5 0,079

Dados expressos em média + desvio-padrdo ou % Teste T Student.

A avaliacdo laboratorial geral, antes e depois do tratamento com
glucantime®, estd demonstrada na tabela 2, estando os valores das médias e

desvio-padrao de cada parametro a seguir representados.
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Tabela 2. Dados laboratoriais dos pacientes com LTA atendidos na Unidade de
Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de 2009, antes e
apés o tratamento com glucantime®

Exames laboratoriais Pre POs P

Hematdcrito (%) 42,614,1 40,5%4,2 0,0052
Hemoglobina (g/%) 13,9+1,2 13,3t1,5 0,019
Leucécitos (p/mm?) 6.359+1918 6.035+1513 0,269
PLT (p/mm3) 275.351+66.259 292.702+60.570 0,074
pH sanguineo 7,3510,1 7,3510,1 0,634
HCO3; (mmol/L) 22+3,9 20£3,5 0,038
Glicemia em jejum (mg/dl) 80x15 80x17 0,915
Pna+ (MEQ/L) 137+4 137+5 0,704
Px: (MEg/L) 4,1+0,4 4+0,5 0,202
Pc. (MEg/L) 90+14 92+12 0,418
Pcass (MEQ/L) 9,9+0,8 9,5+0,8 0,016
Ppos- (MEQ/L) 3,1+1 3,6+0,8 0,053
Pumg++ (MEQ/L) 2,3+0,2 2,2+0,2 0,232
Amilase (U/dl) 143+48 148+62 0,666
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,5%0,27 0,6+0,23 0,810
Fosfatase alcalina (U/L) 93+33 107452 0,08
Albumina (g/dl) 4+0,6 4+0,6 0,696
Globulina (g/dl) 3,3+0,86 3,3+0,7 0,135
TGO (g/dl) 34115 46+36 0,034
TGP (U/L) 28+19 42+33 0,023
VSH (mm/h) 30+21 26+18 0,198
Unas (MEg/) 149+71 129458 0,086
Uks (MEg/) 39+19 33+19 0,122
Uc (MEg/)) 145+62 132454 0,289
Ucas+ (MEg/l) 9,1+2,8 8,742,1 0,505
Upoa- (MEQ/) 32426 28+27 0,254

Ungss (MEQ/) 2,32+1,1 2,04+0,5 0,136




o1

Dados expressos em média+DP. Teste T pareado e Teste Wilcoxon

6.1 Avaliacdo da Funcdo Renal Pré e P6s-Glucantime®

Em nenhum dos pacientes estudados foi observada disfungéo glomerular
significante pré-tratamento ou pds-tratamento comparada com o controle (109,6 + 32
vs 109,6 + 28 vs 116,3 + 23 ml/min/1,73m?, P=0,694). Defeito na concentracio
urinéria, baseado na U/Posm (<2,8), foi observado em 27 pacientes (77%), nao
havendo diferenca estatistica quando comparados pré e pos-tratamento (2,2 + 0,7 vs
1,9+ 0,75, P=0,718) (Tabela 3).

Defeito na acidificacdo urinaria mensurado pela incapacidade de reduzir o
pH urinario abaixo de 5,50 ap6s o uso do CaCl, foi observado em 15 pacientes
(40,5%) com diferenca estatisticamente significativa ao se comparar pré e
pos-tratamento (5,50 + 0,64 vs 5,19 + 0,60, P=0,0066). Foram encontrados
bicarbonato plasmatico (Pucos-) pré-teste menor que 21mEg/L em 12 pacientes
(32,5%) e pH plasmatico pré-teste menor que 7,35 em 14 pacientes (38%), antes do
tratamento com glucantime®. Apds o tratamento, 18 de 36 pacientes (50%)
apresentaram P ycos- pré-teste < 21mEqg/L e pH plasmético pré-teste < 7,35 em
42% dos casos. Em relacdo a fracdo de excrecdo de sédio, potassio, calcio, fosforo
e magnésio, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre o pré
e 0 pos-tratamento (tabela 5). FEna+ > 2% foi encontrado em quatro pacientes
(10,8%), FEx+ > 10% em 11 pacientes (29,7%), FEca++ > 3% em dois pacientes
(5,4%), FEpos- > 10% em dez pacientes (29%) e FEmg:+ > 6% em apenas um

paciente (2,7%).

Defeitos de concentracdo e acidificagdo urinaria combinados foram

observados em 12 pacientes. As figuras 1 e 2 ilustram Uysm € Upy antes e depois do

p<0.05
I 1
: p<0.05 ‘
1000' L "] ]
. .- A
L ]
800~ . i vy
S— r— b
g 6007 ° F Y
S . Y T
2 4001 d b e
A ",
AL
2004 = )
3 A‘A




52

Concentragdo urinaria normal -oncentracdo urinaria deficiente

teste com desmopressina e CaCl, em pacientes com LTA.

Comparando o0s pacientes que apresentaram defeitos tubulares
(concentracdo ou acidificagdo) com os pacientes restantes, ndo foram verificadas
diferencas em relacdo a idade, sexo, duracdo da doenca, numero de lesdes
cutaneas, intradermorreacdo de Montenegro ou indice de massa corporal. Testes
laboratoriais revelaram diferenca significante entre os pacientes com anormalidade
na acidificacdo urinaria e aqueles sem esta disfuncdo com relacdo ao magnésio
plasmatico (2.15 £ 0.06 vs. 2.33 £ 0.04, P = 0.02). Nao se detectaram anormalidades
em relacdo as concentracdes plasmaticas e fragdes de excrecao de sodio, potassio,

calcio ou fésforo.

Concentragdo urinaria normal Concentragdo urinaria deficiente

) Acidificacdo urinaria normal \cidificagdo urinaria deficiente
Figura 1. O 1a em
pacientes com concentracao urinaria normal € anormal com LIA, atendidos na
Unidade de Atencdo Secundéria de Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de
20009.
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Figura 2. pH urinario, antes e apds o teste com cloreto de calcio (CaCl,) em

pacientes com acidificacdo urinaria normal e anormal com LTA, atendidos na
Unidade de Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de
20009.

Microalbuminuria maior do que 30mg/g de creatinina foi detectada em 12
de 34 pacientes (35,3%) antes do tratamento com glucantime e em trés de 34
pacientes (8,8%) apO0s o tratamento, sendo esta diferenca estatisticamente
siginificativa (23,6 + 26 vs 14,6 + 18,9 mg/g creat, P=0,0254). Estas alteracdes sao
demonstradas na tabela 3. Destes, dois pacientes tiveram microalbumindria,
isoladamente, nove tiveram microalbuminudria e defeito na concentracdo urinaria e
outro teve defeito na acidificagéo urinéria, isoladamente. Nenhum dos pacientes com
defeito da acidificacdo e concentracdo urinaria teve uma relagcdo albumina /

creatinina > 30mg/g.
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Tabela 3. Comparacéo da funcéo glomerular e tubular entre pacientes com LTA e
controles, atendidos na Unidade de Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre
julho de 2008 e agosto de 2009, antes e apds o tratamento com glucantime®

Pré-glucantime® Pés-glucantime® Controle

(N=37) (N=37) (N=10)
Pereat» (Mg/dl) 0,81 +£0,16 0,81 £0,15 0,85+0,18
CICr (ml/min/1,73m?) 109,6 + 31,5 108,4 + 28,5 116,4 + 22,7
U/Posi T4 2,19+0,73 1,95+0,73 3,47 £ 0,33
Upn T4 5,45 + 0,64 5,19 + 0,60 4,82+0,20"
Uosm T4 618 + 202 552 + 210 965+ 81"
FEna (%) 1,15+0,74 1,35+ 1,51* 0,73+0,39
FEx, (%) 10+ 6,6 10,1+ 7,6 7,50 + 2,8"
FEca (%) 1,07 £ 0,72 1,32+1,01 0,62 + 0,34"
FEpos (%) 10,9 + 9,98 10,9+ 15,7 9,10+ 6,4
FEwmqg (%) 1,81+1,70 1,90+1,44 0,90 + 0,40%
Microalbumindria (mg/g cret) 23,6 £ 26*** 14,6 £ 18,9 6,12 + 4,06

0 Pré vs Pés-glucantime®, p=0,0066; # Pré e pos-glucantime® vs controle, p<0,05; **Pés-glucantime® vs
controle, p=0,048; ***pré vs pés-glucantime®, p=0,025 DADOS EM M + DP. Teste T-student, Mann-
whitney.

Pcrea — Creatinina plasmaética

CICr — Clearence de creatinina

U/Psm — relacdo osmolalidade urinéria e plasmética

U em T4 —pH urinarioem T

Ugsm T4— Osmolalidade urinaria em T4

FENa" - Fragéo de excre¢o de sdio

FEK'- Fragdo de excrecao de potassio

FECa - Fracéo de excrecéo de célcio

FEMg - Fracdo de excrecdo de magnésio

Presenca de disfuncéo renal pelos parametros previamente definidos em

pacientes pré e p6s-Glucantime® é demonstrada na tabela 4.
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Tabela 4. Prevaléncia de disfungéo renal entre pacientes com LTA, atendidos na
Unidade de Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de
2009, antes e ap6s o tratamento com glucantime®

Pré-Glucantime®  Pés-Glucantime® P

Pereat>1,2mg/dl - - -

Cle, <90ml/min/1,73m? 11 (30%) 12 (32%) 1,000
Microalbumindria > 30mg/g de creat 12 (39%) 3 (10%) 0,004
Ugsm T4 < 700mmOsm/kg H,0 21 (62%) 24 (71%) 0,508
U/Pgemem T4 < 2,8 26 (77%) 30 (88%) 0,344
Uy T4>55 15 (40%) 6 (16%) 0,012
FEna: > 2% 5 (14%) 4 (11%) 1,000
FEy. > 10% 12 (32%) 11(30%) 1,000
FEca > 3% 2 ( 5%) 2 (5%) 1,000
FEpos. > 10% 17 (46%) 10 (27%) 0,143
FEpgss > 6% 1 (2,7%) 1 (2,7%) 1,000

Resultados — N (%)

6.2 Exossomas Urinarios Pré-Glucantime®

A andlise dos exossnmac nirinarjgs dos narientac astydados foi realizada

Controles Pacientes .
antes do tratamento com gllcc....... 2 reveivu anciaywueS na expressao de
aguaporinas (AQP2) significativamente mais baixas, quando comparadas com grupo
controle (38,5 = 12% vs 99,5 + 0,5%, p=0,006) (figura 1). A expressao de NKCC2 foi
significativamer " Joque _ PR 4 1204 vs 102

* 2,5%, p=0,02) (figura 2).

Quando BB analisados os transportadores urinarios envolvidos no
processo de acidificagdo urindria, 0 NHE3 mostrou maior expressdo nos pacientes
do que no controle (176 + 15% vs 100 + 0,6%, p=0,015), assim como a H*-ATPase
(190 £ 8% vs 98 £ 0,2%, p=0,04) e pendrina (176:15% vs 100:0.6%, p=0.015)
(figuras 3,4 e 5).



56
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Figura 3. Abundancia da AQP2 na fracdo de exossomas urinarios, pelo Western
blotting, normalizado pela creatinina em pacientes com LTA e deficit de
concentracdo urinaria, atendidos na Unidade de Atencdo Secundaria de
Barbalha-CE, entre julho de 2008 e agosto de 2009, antes do tratamento com
glucantime® em relacéo ao controle.

NKCC2
180 P = 0.024
160
140-
120-
s 100

Controles Pacientes ——
Wonaw e - ———
Controles Pacientes
Figura 4. Abundancia do NKCC2 na fragdo de exossomas urinarios, pelo Western
blotting, normalizado pela creatinina em pacientes com LTA e deficit de concentracéo
urinéria, atendidos na Unidade de Atengcdo Secundaria de Barbalha-CE, entre

julho de 2008 e agosto de 2009, antes do tratamento com glucantime® em relacéo
ao controle.
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Figura 5. Abundancia do NHE3 na fracdo de exossomas urinarios, pelo Western
blotting, normalizado pela creatinina em pacientes com LTA e deficit de acidificagédo
urinaria, atendidos na Unidade de Atencdo Secundaria de Barbalha-CE, entre julho
de 2008 e agosto de 2009, antes do tratamento com glucantime® em relagéo ao
controle.

H-ATPase
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P = 0.004
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Figura 6. Abundancia do H'-ATPase na fracdo de exossomas urinarios, pelo

Western blotting, normalizado pela creatinina em pacientes com LTA e deficit de
acidificacao urinaria atendidos na Unidade de Atencdo Secundaria de Barbalha-CE,
entre julho de 2008 e agosto de 2009, antes do tratamento com glucantime® em
relacéo ao controle.
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Pendrin

. P = 0.05
140
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®  god
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40
20
o
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.. IControles . -Pacientes ' ,
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Controles Pacientes
Figura 7. Abundancia da pendrina na fracdo de exossomas urindrios, pelo

Western blotting, normalizado pela creatinina em pacientes com LTA, e deficit de
acidificacao urinaria atendidos na Unidade de Atencdo Secundéria de Barbalha-CE,
entre julho de 2008 e agosto de 2009, antes do tratamento com glucantime® em
relacdo ao controle.

6.3 Efeitos Adversos Relacionado ao Tratamento com Glucantime

Nenhum dos pacientes apresentou efeitos adversos graves. Do total de
pacientes estudados, 5 (13,5%) exibiram febre baixa, mialgias, astenia e outro

gueixou-se de artralgias e cefaleia.

. . | Paci Ly .
6.4 Efeitos Adversos Relacion.Z°""'**___ da Des/2“*™®_ e Cloreto de Calcio
Pacientes

Ndo se observou efeitos adversos relacionados ao uso da

. Controles Pacientes
desmopressina. QUe..cc v ccv ce cvens) wo crimiive wme—eee - 2S€NtAdOS foram

nauseas, epigastralgia em 6 pacientes (16%) e diarréia leve em 3 pacientes (8,1%).
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6.5 LimitacOes

Este estudo apresenta algumas limitacgbes que nao invalidam os

resultados encontrados na amostra analisada.

A primeira limitacdo relaciona-se a uma amostra pequena, 0 que nao
exclui a possibilidade de que as alteragcbes encontradas estejam relacionadas ao
acaso, devendo-se em estudos posteriores aumentar a amostra estudada. As
alteracdes encontradas nos transportadores urinarios reforcam as disfuncdes

encontradas nos testes de funcgéo tubular.

A andlise da microalbumindria foi realizada apenas uma vez, antes do
inicio do tratamento e apos o fim deste ndo sendo repetida naqueles em que se
evidenciaram resultados anormais. Além disto, a analise da microalbumindria ainda
nao estd bem definida como marcador de disfuncdo glomerular em doencas
infecto-contagiosas, sugerindo-se em estudos posteriores uma dosagem

complementar, confirmando-se a anormalidade encontrada.

A analise dos exossomas urinarios € uma técnica relativamente nova e a
correlacéo entre dosagens anormais na urina com distlrbios encontrados nos testes
de funcdo tubular colocando-os como evento fisiopatologico inicial ainda é
meramente especulativa, merecendo estudos adicionais para confirmar esta

hipétese.
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7 DISCUSSAO

7.1 Dados Gerais

As leishmanioses podem incidir em qualquer faixa etaria, dependendo da
maior exposicdo ao vetor (HERWALDT, 1999). A média de idade dos pacientes
estudados por Lima Verde et al.; em 2010 foi de 29 + 11 anos, assim como no estudo
de Oliveira et al. (2010), foi de 36 + 15 anos. Salgado Filho et al. (2003) também
estudaram 11 pacientes de menos de 25 anos. A média de idade em 36 pacientes
com leishmaniose mucosa foi mais elevada, em torno de 57,6 + 15,2 anos, nesta
amostra estudada por Oliveira-Neto et al. (2000). Neste experimento, a idade média
da populagéo estudada foi de 35,6 + 12 anos, caracterizando uma populagao jovem,
cuja idade ndo poderia ser considerada um fator de viés para as alteracbes na

funcao renal encontradas.

O tempo médio de doenca na amostra deste estudo foi de 28,5 + 20,6
dias (sete a 90 dias), o0 que nao caracteriza uma exposi¢cdo prolongada a altas
cargas antigénicas. A forma mucosa da doenca esta mais frequentemente associada
a um maior tempo de doenca, estando relacionada a um tratamento inadequado ou
cicatrizacdo demorada. Na forma cutdnea da LTA, o tempo médio da doenca é
bastante variavel, dependendo do periodo de incubacao, da espécie envolvida e da
resposta do hospedeiro, podendo ser tdo curto quanto duas semanas ou tdo longo
guanto dois anos (AKILOV et al., 2007). O diagnostico precoce esta associado a uma

busca ativa de casos em areas endémicas da doenca.

A IDRM foi positiva em 22 de 37 pacientes (59%). Em estudo
restrospectivo de 151 pacientes com LTA, 147 (97,2%) tiveram a IDRM positiva
(SCHUBACH et al., 2005). A positividade do teste varia de 82 a 89% dos pacientes
com LTA localizada (SASSI et al., 1999; REED, 1996). Este teste, no entanto, foi
positivo em 75% dos individuos néo infectados, sem antecedentes da doenca e que
viviam em areas endémicas para LTA (SASSI et al.,, 1999). Pode ser util no
diagnostico de LTA em viajantes que vivem em area ndo endémica da doenca. Ele

ndo distingue infeccdo atual de infeccdo anterior, além de ser questionado quanto a
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sua importancia para diagnostico em areas endémicas (GOTO; LINDOSO, 2010). A
IDRM detecta a presenca de hipersensibilidade tardia, pois imunologicamente se
caracteriza pelo aparecimento de uma resposta celular durante a doenca e apos a
cura da infeccdo, seja de forma espontanea ou apos o tratamento (SHAW, 1999).
Quanto ao numero de lesbes, 27 de 37 (72,9%) da amostra estudada tinham apenas
uma lesdo. Em estudo de Schubach et al.j em 2005, foi observada apenas uma leséo

em 69,5% dos pacientes.

7.2 Funcdo Glomerular

Na amostra estudada, o numero de pacientes que apresentaram
Cle; < 90 ml/min/1,73 m? ndo apresentou diferenca estatistica antes e apés o
tratamento especifico (11 de 37 pré-tratamento e 12 de 37 pés-tratamento, p=1,00).
N&o se evidenciou alteracdo significativa da TFG antes do inicio do tratamento com
glucantime®, sugerindo que a LTA, de perse, ndo causa disfuncdo glomerular. Por
outro lado, ndo houve aumento do nimero de pacientes com Clc; < 90 ml/min/1,73
m?, sugerindo que o uso do Glucantime® na dose preconizada pela OMS, na
amostra estudada, ndo causou disfuncdo glomerular. [B8 A maioria dos relatos da
disfuncdo glomerular na LTA sdo mais relacionados ao tratamento com o0s

antimoniais pentavalentes (CUCE et al., 1990; RODRIGUES et al., 1999).

A disfuncdo renal na leishmaniose visceral (LV) ja foi descrita por outros
autores (DUTRA et al., 1985; SALGADO-FILHO et al., 2003; CHAIGNE et al., 2004;
DUVIC et al., 1999). Lima Verde et al. (2007), em estudo transversal de 50 pacientes
com LV demonstraram uma reducéo da TFG < 80ml/min/1,73m? em 14 pacientes
(28%). Em estudo retrospectivo de 224 pacientes com LV, IRA desenvolveu-se em
76 pacientes (33,9%) e a lesdo renal contribuiu para o aumento da mortalidade
(30,2% x 3,1%; p<0,0001). Os fatores preditivos associados com o desenvolvimento
de leséo renal aguda foram género masculino, idade avancada e ictericia. Nesse
estudo, também ficou evidenciado que a nefrotoxicidade acarretada pela anfotericina
B tem papel importante no desenvolvimento da lesdo renal aguda (OLIVEIRA et al.,

2010). Em estudo retrospectivo, Daher et al. (2008) encontraram insuficiéncia renal
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aguda em 26,3% (15 de 57 pacientes), sendo em oito antes do inicio do tratamento

com anfotericina B.

Outras doencas infectocontagiosas com comprometimento
predominantemente de pele e nervos, como a hanseniase, também podem levar a
disfuncao glomerular. Oliveira et al (2008), num estudo transversal de 59 pacientes
com hanseniase, evidenciaram diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular em 50%
dos pacientes, quando considerados Clcr < 80ml/min/1,73m? e 5% quando
Cler < 50ml/min/1,73m?. Silva Junior GB et al. (2006) relataram em seu estudo
retrospectivo uma ocorréncia de insuficiéncia renal em 40 de 461 pacientes (8,6%),
usando o critério Pc, > 1,4mg/dl. Sritharan et al. (1982) também encontraram reducéo
da TFG em todos os pacientes do seu estudo (35 pacientes), principalmente e de
modo mais intenso nos pacientes que estavam em reacdo hansénica (TFG- 55 a
77ml/min), embora também tenham identificado naqueles com a forma lepromatosa
nao tratada (TFG- 63 a 86 ml/min).

7.2.1 Microalbumindria

A microalbuminuria € um marcador incipiente de disfuncao glomerular nos
pacientes com Diabete melito (MONGENSEN, 1990; RUGGENENTI; REMUZZI,
1998; ISMAIL et al.,, 1999; RUSSO; BAKRIS, 2002) e também das doencas
cardiovasculares (ROSE; BAKRIS, 2004; GERSTEIN et al., 2001; WACHTELL et al.,
2003).

Microalbuminuria maior do que 30mg/g de creatinina esteve presente em
35% dos pacientes antes do tratamento e em apenas 8% dos pacientes apds o
tratamento, sugerindo uma lesdo glomerular incipiente induzida pela propria LTA,
sem reducdo da TFG concomitante e uma melhora apdés o tratamento com
Glucantime® (39% vs 10%, p=0,004). Em estudo prospectivo de 11 pacientes com
LV, oito apresentaram microalbumindria alterada (81,8%) (SALGADO-FILHO et al.,
2003). Elnojomi et al. (2010) detectaram microalbuminuria anormal em 35 de 88
(40%) pacientes com LV por meio do ELISA, sem apresentarem disfuncéo
glomerular enfatizando-a também como marcador precoce de disfungéo glomerular,.
Oliveira et al (2008), identificaram microalbuminidria aumentada em quatro de 59

pacientes (8,5%) com hanseniase na forma multibacilar. Kirsztajn et al. (1993)
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identificaram a presenga de microalbumindria acima de 20mg/l, em 15,8% dos 96

pacientes com hanseniase.

Como a avaliacdo da microalbuminuria foi feita por meio de duas
dosagens contingenciais (antes e apos o tratamento) neste grupo de pacientes, ndo
se pode afirmar seguramente como um marcador precoce de lesdo renal. Desta
forma, s@0 necessérios estudos prospectivos com uma amostra maior e pelo menos

2 dosagens para definir o papel da microalbumindria em pacientes com LTA.

7.3 Funcédo Tubular
7.3.1 Capacidade de concentrar a urina

Ao contrario da taxa de filtracdo glomerular, ndo ha na populacdo adulta
valores de referéncia para a capacidade de concentracdo renal maxima. De acordo
com a literatura, considerou-se deficit de concentracdo urinaria quando a U/Pgsm <
28 ou Ugsm < 700 mmOsm/Kg.H,0 (TRYDING et al., 1987; ARONSON;
SVENNINGSEN, 1974; DAHER, 1999). O pico de osmolalidade urinaria apds o uso
da desmopressina (DDAVP®) é utilizado como teste diagnéstico em criancas com
infec¢do do trato urinario (ABYHOLM, 1979) e também para testar a funcéo tubular
renal em adultos (WAHLIN et al., 1980). O DDAVP® pode ser administrado por via
subcutanea ou intranasal (TRYDING et al., 1987). Ele é superior a outros testes de
concentracdo urinaria, tendo menos efeitos colaterais do que o teste da pitressina
(ARONSON; SVENNINGSEN, 1974) e é mais pratico e confiavel @ que o teste da

deprivacéo de agua.

Na amostra estudada, a capacidade de concentrar a urina foi avaliada
pela U/Pysm € Ugsm, medidas apés restricdo hidrica e jejum de 12 horas noturnas,
sensibilizada com o uso do DDAVP intranasal. Nessa amostra, foi evidenciado
defeito na concentracdo urinaria em 27 pacientes (77%) antes do tratamento com
Glucantime®, enquanto, apds o tratamento, foi registrado em 31 pacientes (88%)
(p=0,344). N&o foi observada diferenga estatistica na Uysm Na quarta hora apés a
desmopressina nasal entre pré e pés- Glucantime® (p=0,508). Houve, entretanto,

diferenca quando comparado com o controle (pré e pés-Glucantime® vs controle,
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p<0,05). Com suporte nestes dados, pode-se sugerir que a LTA pode causar deficit
de concentracdo urinaria pelos parametros utilizados e que o tratamento com

Glucantime® n&o reduziu este defeito, entretanto também nao houve piora da leséo.

Em 11 pacientes com leishmaniose cutaneomucosa tratados com
glucantime na dose de 40mg/kg por 30 dias, Sampaio et al. (1997) observaram
defeito na concentracdo urinaria apos jejum hidrico de 16 horas em oito pacientes.
Veiga et al. (1990) relataram cinco casos de pacientes com leishmaniose mucocutanea
tratada com doses convencionais, porém por periodo mais prolongado, que
desenvolveram dificuldade em concentrar a urina apos o tratamento com glucantime.
Em 50 pacientes consecutivos com LV, descreveu-se defeito na concentracéo
urinaria em 68% deles apos teste com DDAVP (LIMA-VERDE, EM et al., 2007).

Estudo de laborat6rio em preparacdo de bexiga de sapo, uma estrutura
filogeneticamente semelhante ao tubulo coletor de mamifero, demonstrou-se o efeito
do antimdnio inibindo o fluxo de d4gua osmoticamente induzido (GAGLIARDI et al.,
1985). Estudo experimental em ratos com administracdo de antimonial na dose de
30mg de Sh'/100g de peso/dia por 30 dias causou alteracédo na funcao tubular, sem
disfuncdo glomerular; entretanto, com dose 200mg de Sb‘/100g de peso/dia, houve
disfuncéo glomerular significativa (VEIGA et al., 1990).

Oliveira et al. (2008) detectaram deficit de concentragcao urinaria em 83,9%
dos pacientes com hanseniase, tanto na forma paucibacilar, quanto na multibacilar,
mesmo sem apresentar estado reacional. Chugh et al. (1983) estudaram 36
pacientes com hanseniase, encontrando incapacidade de concentrar e acidificar a
urina em nove pacientes (25%). Foi usado o teste de deprivacdo de agua em 18
horas, esperando-se elevar a Ugsm > 800mmosm/Kg.H,O. Ponce et al. (1989)
encontraram defeito na capacidade de concentrar a urina em seis de nove

pacientes, estudando a funcéo tubular renal, sendo todos da forma lepromatosa.
7.3.2 Capacidade de acidificar a urina

O teste classico de acidificacdo urinaria foi idealizado por Wrong e
Davies, com a utilizacdo de cloreto de aménio (NH4CI) por trés a cinco dias
(WRONG; DAVIES, 1959). Alguns pacientes n&o toleram o uso deste sal,

principalmente aqueles com insuficiéncia hepéatica e como a populacdo em estudo
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fazia uso de drogas potencialmente hepatotdxicas, optou-se pela utilizacdo de um
agente alternativo, o cloreto de célcio (CaCl,). Estudos séo realizados comparando a
eficacia deste ultimo em relacdo ao primeiro (OSTER et al., 1975). A comparacéo da
efichAcia dos dois agentes em individuos hospitalizados, com patologias que
sabidamente nao interferiam na funcao tubular renal, para avaliar a capacidade de
acidificacao urinéria resultou em uma resposta renal inteiramente comparavel com o
NH,4CI, o que pode ser recomendado para investigacdo clinica (OSTER et al., 1975).
No estudo de Oster evidenciou-se pouca mudanca no pH urinario apos a quarta hora
da administracdo do sal. A curta duracdo deste teste também melhorou a aderéncia

do paciente ao teste.

Na amostra estudada, foi identificado defeito na acidificacdo urinaria em
17 pacientes antes do tratamento, enquanto que, apés o tratamento com
Glucantime®, apenas seis pacientes apresentaram UpH > 55 (40% vs 16%,
p=0,012). Estes dados sugerem uma melhora na acidificacdo urinaria com o
tratamento especifico da LTA. Disturbio na acidificagdo urinaria € menos comum do
gque a incapacidade de concentrar a urina conforme relatos na literatura.
Incapacidade em reduzir o pH urinario <5,5 apds teste com cloreto de aménio foi
descrito em 64% dos pacientes com LV tratados com glucantime na dose-padréo, na

amostra estudada por Lima Verde et al. (2007).

Defeitos combinados de concentracdo e acidificacdo urinarias foram
observados em 12 pacientes. Comparando aqueles que apresentaram disfungéo
tubular com o restante dos pacientes, ndo foram encontradas diferencas em relacéo
idade, sexo, duracdo da doenca, nimero de lesbes cutaneas, positividade da IDRM
ou indice de massa corporal. Nos testes laboratoriais, ndo se encontraram
anormalidades significativas nas concentracfes plasméticas e/ou nas fragbes de
excrecdo de sodio, potassio, célcio, fosforo entre estes pacientes. Evidenciou-se
diferenca significante na concentracdo plasmatica de magnésio entre os pacientes
com acidificagdo anormal e aqueles com acidificagdo normal (2.15 £ 0.06 vs. 2.33 =
0.04, P = 0.02). Nenhum dos pacientes com defeito de acidificacdo ou concentracao
urinaria teve relacdo albumina/creatinina > 30mg/g. Dos que apresentaram defeito
na acidificagéo isolado, apenas um teve microalbuminuria anormal, sugerindo um

defeito tubular sem disfuncéo glomerular concomitante.
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Oliveira et al. (2008), estudando pacientes com hanseniase e
baseando-se no estudo o0 Uyy, avaliado apos jejum noturno e restrigéo hidrica de 12
horas seguido do uso de CaCl,, este estava alterado em 44% dos pacientes
configurando disfungédo tubular distal. Gutman et al. (1973) estudaram a funcao
tubular renal em pacientes com hanseniase com a utilizacdo do teste de acidificacéo
urinaria com o cloreto de aménio (NH4CI). Foram avaliados 47 pacientes, sendo 21
com a forma lepromatosa, 22 borderline e apenas 4 tuberculéides. Incapacidade de
reduzir o pH urinario abaixo de 5,45 foi encontrada em nove pacientes, sendo cinco
na forma lepromatosa, trés na borderline e um na tuberculéide. No grupo-controle, 29
dos 30 pacientes reduziram o pH urinario abaixo de 5,25. Nestes nove pacientes
com defeito de acidificacdo, a funcdo glomerular foi normal. Ponce et al. (1989)
encontraram defeito na acidificacdo em um de nove pacientes com a forma
lepromatosa, estudando-se a funcdo tubular renal. Sritharan et al. (1981)
identificaram incapacidade de acidificar a urina em 22 pacientes com a forma
lepromatosa (Upn — 5,9+0,03) e em 13 pacientes em reagao (Upy—6,06+0,02) apos o
uso do cloreto de amoénio (NH4CI), quando comparados com um grupo-controle
sadio (Upn — 5,23£0,02).

7.4 Exossomas Urinarios Pré-Glucantime®

Os exossomas urindrios sdo usados de forma cada vez mais frequente.
Estudos demonstram que a aquaporina-2 (AQP2) é excretada na urina em forma de
vesiculas membranosas e que a sua quantidade na urina tem correlacdo com niveis
circulantes, sendo entdo usada em estudos do balanco corporal de dgua (KANNO et
al., 1995; WEN et al., 1999; MARTIN et al., 1999). Apés a identificacdo da AQP2,
passou-se a identificar transportadores urinarios expressos em outros segmentos
tubulares (McKEE et al., 2000). Estudos prévios revelou que quase todos o0s
transportadores de membrana sao naturalmente expressos como complexos de alto
peso molecular e podem ser identificados na urina (KLINGEMBERG, 1981). A urina
€ uma fonte ideal ndo invasiva de biomarcadores para diagnosticar e classificar
doencas renais, pois contém exossomas com proteinas de membrana e intracelular
procedentes de praticamente todos os segmentos dos néfrons, proteinas estas que

podem estar alteradas na quantidade ou nas suas propriedades fisicas associadas a
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doengas renais (HEWITT et al., 2004; ZHOU et al., 2006). Varios transportadores
urinarios ja foram identificados e mostraram-se relevantes para pesquisas futuras,
como AQP2, NHE3, NKCC2, H-ATPase, pendrina, entre outros (GONZALES et al.,

N
o
o
<o)
~

Na amostra deste ensaio, encontrou-se um percentual elevado de

incapacidade de concentrar a urina, o que foi corroborado por uma

menor expressdo urinéria da AQP2 em relacdo ao controle, @'gue poderiapotients

em parte, explicar estes achados. O aumento na expressdo de NKCC2 pode estar

ocorrendo como um mecanismo de compensacdo. Também se evidenciaram
alteracdes nos transportadores relacionados a regulacdo Acido-basicd, com
expressdo urinaria significativamente maior de NHE3 (8 tGbulo proximal), H-
ATPase e pendrina (ttbulo distal ENduto" coletor cortical) nos pacientes em
comparacao aos controles, o que poderia explicar esta desregulacédo no controle

acidobasico.

Localizado no TCP, o co-transportador NHE3 é o principal responsavel
pela geracdo e reabsorcdo de bicarbonato. Um terco da populacdo de células do
duto coletor cortical do rim é composto de células intercaladas, as quais séo
responsaveis pelo ajuste final do balango acido-basico (GONZALES et al., 2009). Em
resposta a sobrecarga de acidos ou bases, o duto coletor cortical reabsorve ou
secreta mais bicarbonato, respectivamente. Isto € realizado pela atividade
coordenada de dois tipos de células intercaladas: células a-intercaladas, as quais

sdo modeladas para secretar éacido por meio da H+-ATPase apical

D

trocador-CI-/HCO3 basolateral e células B-intercaladas, as quais sdo modeladas
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para secretar bicarbonato mediante o trocador-CI-/HCOS3 apical e da H+-ATPase
basolateral. A pendrina € um trocador CI-/HCO3 - apical presente nas células
B-intercaladas do duto coletor cortical. Soleimani et al. (2001) demonstraram, em
ratos, que a pendrina € expressa no coértex renal (tabulo proximal e duto coletor
cortical) e ndo na medula renal e que ela é um trocador apical de CI/HCO3. E sabido
que a acidose metabdlica reduz a atividade da pendrina apical nas células
B-intercaladas do duto coletor cortical pelo fato de reduzir a expressao da pendrina
(PETROVIC et al., 2003; ROYAUX et al., 2001). Foi demonstrado que a expresséo da
pendrina esta aumentada nos exossomas urinarios de pacientes com LTA, a qual
pode em parte explicar a acidose metabdlica vista nestes pacientes. Também foi
evidenciado um aumento na expressio de NHE3 e H'-ATPase nos exossomas
urinarios. E demonstrado com frequéncia aumento na expressdo de pendrina em
ratos tratados com FK506 e expostos a sobrecarga com NH4CIl- (MOHEBBI et al.,
2009). Em modelos de ratos knockout para a pendrina, evidencia-se que a urina é
significativamente mais &acida no baseline com a concentracdo sérica de HCO3"
elevada, consistente com secrecdo de HCO3" diminuida in vivo (AMLAL et al., 2010).
Também é demonstrado que as células intercaladas do tipo B se transformam em
células intercaladas do tipo a em resposta a uma alimentacédo acida, um processo
que depende da secrecdo e deposicdo de uma proteina da matriz extracelular
chamada hensina. Al-Awgati et al. (2010) demonstraram que a delecdo da hensina
das células intercaladas resulta na auséncia de células intercaladas do tipo a e
consequente desenvolvimento de acidose tubular distal completa. Essencialmente,
todas essas células intercaladas no cortex de ratos mutantes sao células do tipo B,
com pendrina apical (GAO et al.,, 2010). Em adicdo, a expressdo protéica da
pendrina aumenta durante administracdo de NH4Cl em ratos tratados com FK506
(MOHEBBI et al., 2009).

E possivel que o aumento marcante nas bandas de NHE3 e H'-ATPase
presente em pacientes com LTA represente um mecanismo compensatorio em
resposta a uma secrecao maior de bicarbonato induzida pelo transportador pendrina.
A disfuncéo tubular renal apresentada por alguns pacientes com LTA estudados aqui
e, porem dificil de ser explicada apenas com base nas alteracdes nas proteinas
transportadoras renais descritas. A probabilidade de que outros transportadores

estejam envolvidos na acidose metabdlica relacionada a LTA ndo pode ser excluida.
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Com arrimo nestes dados, pode-se concluir que a LTA pode causar

disfuncao tubular renal assintomética, sem comprometimento da filtracdo glomerular

e expressada pela incapacidade de concentracao e acidificacdo urinaria. A analise

dos transportadores urinarios mostrou-se Util na deteccdo da disfuncdo no plano

molecular. Outros estudos com amostra maior de pacientes devem ser realizados

para confirmar se estes achados.

8

CONCLUSOES

A leishmaniose tegumentar americana causa alteracdo da funcao renal. As
alteracbes detectadas nestes pacientes ndo causaram repercussao

clinica, o que dificulta o diagnostico da leséo renal.

A filtracdo glomerular abaixo de 90 ml/min/1,73m? ocorreu em cerca de
30% dos pacientes antes e depois do tratamento, ndo havendo piora da
filtragdo glomerular com o tratamento especifico nas doses

recomendadas pela OMS.

Na avaliacdo tanto pré quanto pés-glucantime®, os pacientes
apresentaram defeito de concentracdo urinéria, U/Posm < 2,8, em mais de
2/3 dos casos, ndo havendo piora apos o tratamento.

O defeito de acidificagéo urinaria, Upy em T4 < 5,5, esteve presente em
cerca de 40% dos pacientes, antes do inicio do tratamento e em apenas
16% apos o tratamento com glucantime®, o que demonstra, na amostra
estudada, uma melhora na capacidade de acidificacdo urinaria ap0s o

tratamento.
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N&o se observou correlacéo entre [CSCINCININCHIONCHNE o tempo de

doenca e o desenvolvimento de disfungéo renal, uma vez que este tempo
foi relativamente curto em razdo do diagnéstico precoce nos casos

estudados.

Ndo se demonstrou aumento da toxicidade renal do antimoniato de

meglumina naqueles que apresentaram disfungéo tubular pré-tratamento.

A andlise dos exossomas urindrios contribuiu para a confirmacdo da
disfungdo tubular nos pacientes estudados. A expressdao de AQP2
significativamente reduzida associada a expressdo aumentada, como
provavel compensacdo de NKCC2, reforca a disfungcdo na concentracao
urinaria. Ja a expressdo aumentada de NHE3 e H*-ATPase pode [Eicee
ser um mecanismo compensatorio ao crescimento na expressao da

pendrina, podendo BBHBE esta ultima ser o provavel evento inicial.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
Nome do sujeito da

Pesquisa:

Identidade: Sexo: ()M ()F

Data de nascimento: / /

Endereco:

CEP: - Cidade: Estado:

Telefone:

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do projeto de pesquisa: “Alteragdes funcionais e dos transportadores renais em
pacientes com leishmaniose tegumentar americana antes e ap6s 0 uso de antimoniato de

meglumina”.

2. Pesquisador: Rodrigo Alves de Oliveira — médico e doutorando em Ciéncias
Médicas da Faculdade de Medicina da UFC.

EXPLICACOES SOBRE A PESQUISA AO PACIENTE

1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA

Vocé estd sendo convidado a participar desta pesquisa que tem como objetivo

principal avaliar se a leishmaniose cutanea pode causar problemas nos seus rins e se
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o tratamento especifico que sera usado por 20 dias também pode prejudicar sua

funcao renal, na tentativa de minimizar os riscos por eles impostos.

2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS

Serd realizada uma consulta inicial, quando sera feita uma historia do seu problema
principal, sendo analisados alguns aspectos como numero de les@es, localizagéo,
tempo de evolucédo, além de outros sintomas que possam estar acompanhando o
quadro principal. Na primeira consulta, sera realizado um exame fisico detalhado e

serdo realizados os exames de rotina para o diagnéstico da leishmaniose cutanea.

Confirmando-se o diagndstico, serdo feitos testes para avaliar sua funcédo renal,
sendo que em dois deles serdo utilizados 2 medicacdes para testar duas funcdes
especificas dos rins, que podem estar comprometidas pela propria doenca e
também pelo tratamento. Estes testes serdo realizados na segunda consulta com a

coleta de urina pela manha cedo e 4h ap6s a medicacado, devendo ficar em repouso

neste periodo.

3. DESCONFORTO E RISCOS ESPERADOS

As medicacfes que serdo usadas Sd0 seguras e ndo provocam quaisquer prejuizos
para os pacientes, nem na funcdo dos rins. Eventualmente, poderdo ocorrer
desconfortos epigastricos, nauseas, e raramente vémitos, sendo na maioria das

vezes bem toleradas.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé tera acesso a qualquer tempo as informacdes sobre a pesquisa, 0S

procedimentos utilizados, os beneficios que poderdo ser obtidos.

2. Vocé tera liberdade para retirar seu consentimento e desistir de participar do

estudo em qualquer momento.
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3. O estudo sera totalmente confidencial, sua privacidade serd preservada e suas

informacgdes serdo mantidas em sigilo absoluto.
4. Os exames serao realizados sem 6nus para o paciente.

INFORMACOES DE NOMES E TELEFONES DAS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA

Dr. Rodrigo Alves de Oliveira: (88)3511-1500, (88)3532-0004, (88)3532-3636, e (88)
9963-4071

Prof. Dra. Elizabeth De Francesco Daher, Departamento de Medicina Clinica: 85
3366-8052

“Se vocé tiver alguma consideracdo a fazer ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIFAC —
Rua Cel. Nunes de Melo 1127, Rodolfo Tedfilo; Fortaleza, fone: 85 3223-2600.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter

entendido o que me foi explicado, concordo em participar da presente pesquisa.

Assinatura do paciente/representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

2° VIA

Of. N°252/12 Fortaleza, 31 de outubro de 2012.
Protocolo COMEPE n° 262/ 07

Pesquisador responsavel: Rodrigo Alves de Oliveira

Titulo do Projeto: “Alteracdes funcionais e dos transportadores renais
em pacientes com leishmaniose tegumentar americana antes e apos o
uso de antimoniato de meglumina”

Levamos ao conhecimento de V.52 que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolucdo n°® 196 de 10 de
cutubro de 1996 e complementares, aprovou sob o n° de oficio 1049/07
na reuniao do dia 29 de novembro de 2007, TCLE e protocolo do projeto
supracitado.

Atenciosamente,




89



