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RESUMO

AVALIACAO DE NOVOS BIOMARCADORES NO DIAGNOSTICO PRECOCE DA
LESAO RENAL AGUDA EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL EM USO
DE ANFOTERICINA B LIPOSSOMAL

Introducdo: O uso de anfotericina B (Anf-B) é bastante eficaz para o tratamento de
leishmaniose visceral (LV), mas € uma das principais causas de lesdo renal aguda (LRA)
nesses pacientes. A formulacdo lipossomal tem menor nefrotoxicidade, mas poucos estudos
com biomarcadores renais foram feitos avaliando esses efeitos em pacientes com LV.
Objetivo: Estudar a associacdo do uso da Anf-B lipossomal com a injuria renal em pacientes
com leishmaniose visceral. Métodos. Foi realizado um estudo prospectivo, longitudinal entre
abril de 2015 e janeiro de 2018; apds a aplicacdo de critérios de incluséo e exclusdo, foram
acompanhados 17 pacientes com LV hospitalizados no Hospital Sdo José de Doengas
Infecciosas, Fortaleza, Ceard. O trabalho foi aprovado pelo comité de ética CAAE:
61488016.8.3001.5044. Foram feitas duas coletas de soro e urina; a primeira na admissao
hospitalar antes dos pacientes iniciarem o tratamento (tempo 1) e a segunda entre o periodo de
72 horas a 168 horas a partir do inicio do tratamento com Anf-B lipossomal (tempo 2). Os
parametros renais avaliados foram taxa de filtracdo glomerular (TFG) estimada pelo CKD-
EPI, creatinina e uréia sérica, fracdo de excrecdo de sddio e potassio, proteinuria, aloumindria
e 0s biomarcadores MCP-1, KIM-1,VEGF urinarios, além de IL-6 e IFN-y séricos pelo ensaio
imunoenzimético (ELISA). Resultados. Os pacientes tiveram idade média de 43+16 anos e
12 (71%) eram do sexo masculino. Na analise pareada, foi observado que durante o
tratamento os pacientes ndo tiveram aumentos significativos da creatinina e uréia sérica, bem
como diminuicdo da TFG. Além disso, ndo houve diferenca entre a fracdo de excrecdo de
sodio e potassio e também entre a proteindria e albumindria. Em relacdo aos biomarcadores, o
MCP-1 e KIM-1 urinarios apresentaram aumentos significativos durante o uso de Anf-B
lipossomal; (656,02 (413,81 — 929,55) vs 1871,92 (834,25 — 2299,33) pg/mg-Cr, p<0,05) e
(1,62 (1,20 — 1,97) wvs 2,51 (1,85 — 3,24) ng/mg-Cr, p<0,05), respectivamente. As
concentragOes plasmaticas de IL-6 diminuiram de forma significativa durante o tratamento
(17,37 (8,74 — 49,08) vs 0,21 (0,00 — 3,55) pg/mL, p<0,05). Os niveis de VEGF e INF-y ndo
apresentaram diferengas significativas. Alem disso, os niveis de MCP-1 urinarios se
correlacionaram estatisticamente com os marcadores renais utilizados atualmente na pratica
clinica. Conclusdes. O uso de Anf-B lipossomal ndo apresentou nefrotoxicidade importante
de acordo com parametros classicos de funcéo renal avaliados, mas pode ter contribuido para
algum grau de lesdo renal evidenciada pela eleva¢do de MCP-1 urinario e KIM-1 urinério.

Palavras chaves: Anfotericina B, Biomarcadores, Lesdo renal aguda, Leishmaniose visceral.



ABSTRACT

NOVEL BIOMARKERS IN EARLY DIAGNOSIS OF ACUTE KIDNEY INJURY IN
PATIENTS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS IN TREATMENT WITH LIPOSOMAL
AMPHOTERICIN B

Background: The use of amphotericin B is very effective for treatment of visceral
leishmaniasis (VL), but it is one of the main causes of acute kidney injury (AKI) in these
patients. The liposomal formulation has less nephrotoxicity, but few studies with renal
biomarkers have been done evaluating these effects in patients with VL. Aims:
To study the association of the use of liposomal Anf-B with renal injury in patients with
visceral leishmaniasis Methods: A prospective and longitudinal study was conducted
between April 2015 and January 2018, and after exclusion criteria, 17 patients with VL were
hospitalized in a reference hospital of infectious disease, Fortaleza, Ceara. The work was
approved by the ethics committee CAAE: 61488016.8.3001.5044. The serum and urine were
collected in two periods, first before patients started treatment (time 1) and the second at 72
hours to 168 hours after starting treatment with liposomal Anf-B (time 2). The renal
parameters evaluated were: glomerular filtration rate (GFR) estimated by CKD-EPI,
creatinine and serum urea, fractional excretion of sodium and potassium, proteinuria,
albuminuria. Urinary biomarkers, MCP-1, KIM-1, VEGF and inflamatory biomarkers, IL-6,
IFN-y were made by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Results: Patients had
a mean age of 43 + 16 years and 12 (71%) were males. In the paired analysis, it was observed
that during the treatment the patients did not have significant increases of creatinine and
serum urea, as well as a decrease of the GFR. In addition, there was no difference between the
fractional excretion of sodium and potassium and also between proteinuria and albuminuria.
Regarding the biomarkers, urinary MCP-1 and KIM-1 showed significant increases during the
use of liposomal Anf-B; (656.02 (413.81 - 929.55) vs 1871.92 (834.25 - 2299.33) pg / mg-Cr,
p <0.05) and (1.62 (1.20-1.0, 97) vs. 2.51 (1.85-3.24) ng / mg-Cr, p <0.05), respectively. 1L-6
levels decreased significantly during treatment (17,37 (8,74 — 49,08) vs 0,21 (0,00 — 3,55)
pg/mL, p<0,05). The levels of VEGF and INF-y did not show significant differences. Besides
that, urinary MCP-1 levels correlated statistically with the renal markers currently used in
clinical practice. Conclusions: The use of liposomal Anf-B did not present significant
nephrotoxicity according to the classic parameters of renal function evaluated, but may have
contributed to renal injury evidenced by elevation of urinary MCP-1 and urinary KIM-1.

Key words: Amphotericin B, Acute kidney injury, Biomarkers, Visceral leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), doen¢a popularmente conhecida como calazar, é
causada por parasitas do género Leishmania, possui evolugéo cronica e pode ser letal se néo
for tratada. E uma doenca que acomete milhares de pessoas no mundo, sendo uma das
principais doengas tropicais negligenciadas e que se encontra em quase todos o0s continentes,
como América do Sul, Africa, Asia e América Central (WHO, 2015).

Diversos sdo 0s agentes etiologicos causadores da Leishmaniose visceral no
mundo, como: Leishmania (L.) infantum encontrada nas regiées do Mediterraneo, Asia, China
e norte da Africa, Leishmania (L.) donovani encontrada no Suddo, india, Bangladesh,
Paquistdo e Nepal, e a Leishmania (L.) chagasi encontrada na América Latina, com exce¢do
do Chile e Uruguai, que é bastante semelhante a Leishmania (L.) infantum encontrada em
alguns paises do Mediterraneo e da Asia. (CHAPPUIS, 2007; SHAW, 2006).

Esses parasitas sdo transmitidos aos seres humanos através da picada do mosquito
flebotomineo fémea infectado, Lutzomyia longipalpis, conhecido também como mosquito
palha, um mindsculo vetor que possui apenas de 2 a 3 mm de comprimento (WHO, 2015).
Embora, outras espécies de flebotomineos ja tenham sido apontadas como transmissores deste
agente, como a Lutzomyia cruzi encontrada no Mato grosso do sul (TRAVI, 1996;
SALOMON, 2010; GUIMARAES, 2016; GALVIS-OVALLOS, 2017).

Nas diversas regides endémicas de leishmaniose visceral no Mundo, diferentes
mamiferos podem ser utilizados como reservatorios de diferentes espécies de Leishmania
como animais silvestres e animais domésticos. Entre eles, o cdo doméstico (Canis familiaris)
esta muito associado, pois costuma ser o principal reservatério nas aeras urbanas devido a um
maior contato com os homens (DANTAS-TORRES, 2009; SALOMON, 2015).

A LV é uma doenca que apresenta uma dindmica influenciada por alguns fatores
socioecondmicos como a pobreza e o limitado acesso das pessoas aos servigos de saude
(MOLYNEUX, 2017; KAMHAWI, 2017), e também alguns fatores biologicos especificos,
como as interagdes entre 0s agentes etiologicos, 0s hospedeiros e 0s vetores, além da resposta
imune do hospedeiro (READY, 2013).

O acometimento renal na LV acontece com frequéncia e a ocorréncia de lesdo
renal aguda (LRA) pode chegar a 46% dos pacientes que se encontram hospitalizados,
estando ainda, associada com a mortalidade deles. (DA SILVA JUNIOR; GUARDAO
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BARROS; DE FRANCESCO DAHER, 2014; LIBORIO et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2010). Existem algumas alteracdes da funcdo renal e ja foi relatado em vérios estudos que 0s
pacientes afetados podem vir a desenvolver problemas como proteinuria, hematuria,
anormalidades na concentracdo urinaria e acidificacdo, além de insuficiéncia renal aguda e
crénica. Além disso, os diversos medicamentos que sdo utilizados para o tratamento da LV
nos diversos paises no mundo, como o0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
pentamidina, miltefosina, paromomicina e simatequina, estdo associados a diferentes riscos de
toxicidade renal (CLEMENTI, 2011; LIMA VERDE, 2009; OLIVEIRA 2014; MENESES,
2017).

Os estudos com novos biomarcadores renais mais especificos e mais sensiveis sdo
importantes para o diagnostico e a descoberta de novos mecanismos de leséo renal associados

ao tratamento da leishmaniose visceral.

1.1 Epidemiologia

De acordo com a Organizacdo mundial de saude (WHO) 2015, a Leishmaniose
visceral, conhecida também como calazar, é considerada uma doenca negligenciada, com
cerca de 200 a 400 mil casos detectados todo ano, ela é endémica em 98 paises com 90% dos
casos concentrados em Bangladesh, Nepal, Sudéo, india e Brasil (Figura 1).

Figura 1. A leishmaniose visceral no mundo.

Countries reporting
imported VL cases

Uganda - 83
Ethiopia - 73
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Fonte: Adaptado de WHO (2015).
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No Brasil no ano de 1990 foram registrados 1.944 novos casos de LV e em 2016
esse numero aumentou para 3.200 casos, onde percebe-se que o nimero de doentes vem
aumentando ao longo dos anos (BRASIL, 2016).

Dentre todas as doencas negligenciadas presentes no Brasil, a LV ficou em
terceiro lugar no que se refere a mortalidade no periodo de 2000 a 2011, causando mais
mortes do que doencas como dengue e malaria. No Brasil houve 265 6bitos pela LV sé no ano
de 2016 (MARTINS-MELO, 2014; BRASIL, 2016).

Nos ultimos 30 anos, o Nordeste brasileiro tem sido considerada a principal regido
endémica do Brasil, onde foram registrados os maiores nimeros de casos, apresentando 1.523
casos no ano de 2016, o que representou quase a metade de todos os casos do Brasil, enquanto
a regido Sudeste, a segunda regido com maior nimero de casos, apresentou apenas 18,5% de
todos os casos (BRASIL, 2016).

Segundo Reis et al (2017), os estados com as maiores concentracdes de doentes e
que possuem também os maiores nimeros de 6bitos sdo Maranhdo, Piaui, Bahia e Ceara
(Figura 2).

Figura 2. Areas com maior concentrac&o de casos de LV no Brasil.

5

Fonte:SVS/MS (2015).
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No Ceard, no periodo de 2008 até agosto de 2017, foram notificados 9.247 casos e
destes, 5.312 (57,4%) foram confirmados. A média anual de casos confirmados de LV nesse
periodo foi de 531 e a incidéncia de 6,1 casos/100.000 hab. Comparando-se 0 numero de
casos confirmados de 2015 com 2016 verificou-se uma reducdo de 28,8% (Figura 3)
(CEARA, 2017).

Figura 3. Numero de casos e incidéncia de leishmaniose visceral, Ceara, 2008 a 2017*.
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2 300
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200
20
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Incidéncia| 7.8 7.8 6.7 B0 a5 5,3 7.5 5,1 43 2.1

Ano do inico dos sintomas

*Dados de 2017 até 26/08/17. Fonte: SESA/COPROM/NUVEP. Adaptado de Ceara (2017)

A taxa de letalidade por LV apresentou média de 5,7% no periodo de 2008 até
agosto de 2017. Comparando-se 0s Obitos do ano de 2015 com 2016, verificou-se uma
reducdo de 39%, passando de 41 para 25 oObitos. Em 2017, até a semana epidemioldgica 34,
houve 11 6bitos pela doenca (Figura 4) (CEARA, 2017).
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Figura 4. Numero de ébitos e taxa de letalidade por leishmaniose visceral, Ceara, 2008 a
2017*.
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*Dados de 2017 até 26/08/17. Fonte: SESA/COPROM/NUVEP. Adaptado de Ceara (2017)

No que se refere ao sexo, os homens, ao longo dos anos, vém sendo mais
acometidos pela doenca do que as mulheres, em média, 67,6% dos casos ocorrem em pessoas
do sexo masculino (Figura 5) (CEARA, 2017).

Figura 5. Proporcao de casos de leishmaniose visceral segundo sexo, Ceard, 2008 a 2017*.
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* Dados de 2017 até 26/08/17. Fonte: SESA/COPROM/NUVEP. Adaptado de Ceara ( 2017).



20

Ao analisar a faixa etaria dos casos de leishmaniose visceral no Cear, observa-se
que as criancas de 1 a 4 ano sdo as mais propensas a adquirir e desenvolver a doenca,
somando 21,9% (1.228/5.600) dos casos, seguidas dos adultos de 30 a 39 anos que
representam 11,8% (662/5.600) dos casos confirmados (Figura 6) (CEARA, 2017).

Figura 6. Casos de leishmaniose visceral segundo faixa etaria, Ceara, 2008 a 2017.
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* Dados de 2017 até 26/08/17. Fonte: SESA/COPROM/NUVEP. Adaptado de Ceard (2017).

1.2 Ciclo bioldgico da Leishmaniose visceral

A Leishmania possui um ciclo de vida digenético que envolve um hospedeiro
mamifero, como o cdo domiciliar, e um inseto vetor. Os parasitas apresentam formas
morfoldgicas distintas e varios tipos de células (formas de desenvolvimento) que sdo proprias
do hospedeiro ou vetor. Algumas dessas formas evolutivas sdo proliferativas, enquanto outras
sdo pré-adaptadas para a transmissdo ao préximo hospedeiro (MATTHEWS, 2011).

As principais morfologias celulares sdo exemplificadas pelas formas
promastigota e amastigota. A forma promastigota metaciclica, forma infectante do parasita,
possui um flagelo e se encontra no intestino do vetor, a sua transmissdo ocorre através da
saliva do mosquito durante a picada no mamifero. E existe a forma amastigota que se
encontra nos hospedeiros mamiferos e € uma forma obrigatoriamente intracelular, infectando
celulas de defesa como macrofagos (LESTINOVA et al., 2017).
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O ciclo comeca durante o repasto sanguineo, quando 0s mosquitos fémeas
ingerem o sangue de mamiferos infectados, que contém macr6fagos com as formas
amastigotas em seu interior. Devido a mudancgas do ambiente do hospedeiro mamifero para o
intestino do vetor, mudancas na morfologia do parasita acontecem e eles se transformam na
forma evolutiva chamada de promastigotas prociclicos (DOSTALOVA, 2012). Os
promastigotas prociclicos sdo formas com locomogdo um pouco limitada, pois apresentam um
curto flagelo. Passado um periodo de aproximadamente 2 ou 3 dias, esses parasitas
conseguem se diferenciar e proliferar no ambiente adequado, formando assim, diferentes
formas promastigotas que conseguem atingir o intestino, aumentando a sua capacidade de
deslocamento até se transformarem na forma promastigota metaciclica, que € a forma
infectante da doenga (ROGERS; CHANCE; BATES, 2002).

E durante outro repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero, que as fémeas
infectadas inserem a saliva contendo as formas promastigotas metaciclicas e substancias com
grandes potenciais anticoagulantes e vasoativos, como o Maxidilam, que vao apresentar
importante papel na infectividade dos hospedeiros. Esses parasitas acabam sendo fagocitados
pelas células do Sistema Fagocitario Mononuclear (macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas imaturas, células de Kupffler do figado, células reticulares, macrofagos do baco e
medula 6ssea do hospedeiro vertebrado) e se transformam nas formas amastigotas. Ocorre
uma reproducgdo por divisdo binaria, onde os parasitas se multiplicam dentro dessas células
que estdo infectadas até ocuparem todo o citoplasma o que acaba levando ao rompimento
celular com consequente liberacdo de novas formas amastigotas, que irdo fazer a infeccdo em
outras células e assim continuar o ciclo no hospedeiro (Figura 7). Na LV, os parasitas
possuem forte tropismo pelas células do sistema monofagocitario presentes em tecidos
linfoides, além de figado, baco e medula ¢ssea (DAVIES, 2003; DOSTALOVA, 2012;
MURRAY, 2005; LANE, 2016).

O periodo de incubacgéo da doenca na espécie humana costuma levar em média de
dois a seis meses, mas pode variar ainda de dez dias a vinte e quatro meses. Esse periodo
depende da susceptibilidade do hospedeiro. No cdo a média do periodo de incubacdo é
aproximadamente trés a sete meses, com variacdo ampla entre trés meses a VArios anos
(BRASIL, 2016).
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Figura 7. O ciclo de vida da Leishmania.
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1.3 Imunopatogenia da Leishmaniose visceral

A LV é uma doenca que possui uma reducdo na resposta imune celular frente aos
antigenos do parasita Leishmania. E considerado ainda que a LV é um estado de
imunossupressao mediado pela reducéo de celulas T, que pode ser acompanhado também pela
reducdo de outros tipos celulares encontrados no sangue periférico como eritrocitos, plaquetas
e neutréfilos (CARVALHO; BACELAR; BARRAL, 1989; SANTOS-OLIVEIRA; DA-
CRUZ, 2012 apud OLIVEIRA, 2014).

A interagdo que ocorre entre Leishmania e a resposta imune celular resultam em
diversas manifestagdes clinicas da doenga. O aumento da susceptibilidade a doencga é marcado
por uma resposta vinda de perfil T42 com a produgéo de determinadas interleucinas, como IL-
4 e IL-10, que favorecem a inibicdo da producdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio com consequente inibi¢do da eliminacdo do parasita pelas células macrofagicas. Em

contrapartida, em alguns estudos experimentais ja foi sugerido que uma resposta imunolégica
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de perfil Tyl, com a producdo de IFN-y, poderia estar relacionada com um mecanismo de
resisténcia do individuo (PACE, 2014; SAPORITO, 2013).

O tipo de espécie da Leishmania também pode vir a influenciar no tipo de
resposta do linfocito T, suprimindo a atividade dos macrofagos. Assim, os linfécitos Tcps que
sdo induzidos através do perfil Tyl secretam INF-y, que levam os macrofagos a produzirem
TNF-a, e este por sua vez, ativam os fagdcitos para destruirem as Leishmanias por meio de
metabdlitos tdxicos como o perdxido de hidrogénio e o 6xido nitrico. J& os linfocitos Tepg
estimulados pelo perfil Ty2 vao secretar IL-4 que atua em sinergismo com IL-10, inibindo a
ativacdo macrofégica, por meio de INF-y, com consequente inibicdo do TNF-a. Acredita-se
que é por meio desses mecanismos imunoldgicos que nem todos os pacientes infectados
cheguem a desenvolver o calazar (SANTOS-GOMES, 2002; LANE, 2016).

A interleucina-6 (IL-6) esta relacionada com a sobrevivéncia dos parasitas, pois
esta interleucina leva a uma diminuicdo da atividade macrofagica, inibindo IFN-y e TNF- a,
além de se mostrar capaz de acarretar uma supressao de respostas do tipo Tyl e induzir as
respostas do tipo Ty2 que ndo possuem efetividade para matar o parasita em questdo (DOS
SANTOS et al., 2016).

Estudos em humanos mostram que a resposta imunoldgica apo6s a infeccdo pelo
parasita tem predominancia principalmente de linfocitos T auxiliares (Ty2) com deficiente
producdo IL-2 e INF-y durante as manifestacdes clinicas da doenca, o que leva a inativacdo
dos mecanismos de destruicdo dos parasitas através das células de defesa humana,
principalmente os macréfagos. Neste estudo, observou-se ainda que essa condicao é revertida
apos a cura desses doentes (PASTORINO, 2002).

1.4 Manifestacdes clinicas da doenca

A LV é uma doenca que pode se manifestar com diversos sinais e sintomas, o que
dificulta o diagnostico. Os pacientes podem evoluir assintomaticos ou com poucos sintomas,
ou com quadros clinicos graves que se ndo forem diagnosticados e tratados podem levar esses
pacientes a um pior progndstico e até mesmo a 6bito em alguns casos (OLIVEIRA et al.,
2010; OLIVEIRA 2014).

Alguns fatores que podem ser relacionados com a gravidade da doenca séo, a
idade do paciente (a doenca se torna mais grave em criangas e idosos), estado nutricional do

paciente, ictericia, alteracdo nos rins e a imunossupressao, incluindo pacientes co—infectados
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com HIV, e aqueles pacientes que utilizam medicamentos imunossupressores ou
imunomoduladores (DANTAS BRITO, 2014; GAMA, 2004; JERIORSKI, 2015).

Os sintomas classicos da doenca sdo febre, que pode durar até quatro semanas,
palidez, hepatoesplenomegalia, cansaco, fraqueza, falta de apetite e diminuicdo macica de
peso (OLIVEIRA, 2014).

As alteracdes laboratoriais encontradas mais comuns sdo redugdo do ndmero de
eritrécitos, hemoglobina, leucdcitos e plaquetas. (DAHER et al., 2015). A anemia desses
pacientes pode estar relacionada a uma destruicdo esplénica das hemacias. Foi demonstrado
ainda, através de estudos, uma possivel alteracdo na producéo de eritrocitos, com consequente
apoptose, morte programada, de eritroblastos atraveés de fatores mediados por citocinas
(CHAPPUIS, et al 2007; PIPPARD et al.,, 1986; LAFUSE et al., 2013 apud MENESES,
2017).

Outra condicdo comum nos pacientes com LV € a hipoalbuminemia que esta
relacionada ao parasitismo no figado que leva a uma diminui¢cdo da producdo de albumina,
visto que este 6rgao é o responsavel pela sua producdo. Ocorre também uma menor absor¢édo
da albumina pelo intestino em pacientes que se encontram sub-nutridos (AL-GHAZALY; AL-
DUBAI, 2016; apud MENESES 2017). Além disso, esse parasitismo acentuado que acomete
o figado pode ocasionar um aumento do infiltrado de células mononucleares, inflamacé&o,
perda de hepat6citos e até a fibrose em casos mais graves (HAG et al., 1994; KHADEM et al.,
2016; apud MENESES 2017).

O envolvimento hepético presente no calazar acarreta no aumento das enzimas
hepéticas e das bilirrubinas. Além disso, pode levar a um quadro com o0 aumento da ictericia
que esta envolvida com um pior progndstico dos pacientes (BELO et al., 2014). Ha ainda
grande producdo de gamaglobulinas, devido a uma marcada ativacdo policlonal de linfocitos
B podendo ser detectada através de uma eletroforese de proteinas (LIMA VERDE et al.,
2009; RONET et al., 2010 apud MENESES, 2017).

1.5 Diagnostico

Os exames para o diagndstico da LV devem ser bastante sensiveis e especificos,
pois € uma doenca grave e 0s medicamentos que atualmente séo utilizados para o tratamento
possuem efeitos colaterais, como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (CHAPPUIS et al.,
2007; MURRAY et al., 2005; ROCHA et al., 2015a).
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Além de exames clinicos e laboratoriais, os dados epidemiologicos também
devem ser levados em consideracdo para o fechamento do diagnostico da LV, pois se trata de
uma doenga com muitos sinais e sintomas que normalmente também podem ser encontrados
em outras doengas. Dessa forma, é imprescindivel que o diagndstico seja realizado atraves de
exames laboratoriais tanto parasitolégicos como os exames imunologicos (RIGO; RIGO;
HONER, 2009 apud OLIVEIRA, 2014).

O diagndstico parasitoldgico € confirmado através da presenca da Leishmania no
aspirado medula 0ssea, que atualmente € o teste padrdo ouro para o diagnostico da LV, mas
também podem ser feitos os aspirados do baco, figado e até linfonodos. Esse procedimento
possui especificidade de 100%, mas a sua sensibilidade pode variar bastante, visto que a
distribuicdo dos parasitas € heterogenia nos 6rgaos e eles podem ndo serem detectados em
alguns exames (SUNDAR; RAI, 2002). Além disso, o aspirado é demorado para ser realizado
e necessita de qualificacdo e experiéncia dos profissionais, tanto para a coleta do material,
como para a preparacao das laminas e a leitura dos resultados (REITHINGER; DUJARDIN,
2007).

Os testes soroldgicos tém sido amplamente utilizados para o diagnostico da LV,
pois eles evitam em determinadas situacdes o uso dos métodos parasitologicos que sdo muito
mais invasivos. Além disso, esses testes soroldgicos possuem boa sensibilidade devido a
hipergamaglobulinemia e grande producdo de anticorpos que € comum nos pacientes
(GONTNO, 2004).

Dentre os testes soroldgicos, tém-se o teste de aglutinacdo direta que € um exame
semi-quantitativo realizado através de microplacas contendo 96 pocos que avaliam as reaces
de aglutinacdo entre 0s anticorpos que ja se encontram presentes no sangue dos pacientes e 0s
antigenos que sdo os parasitas mortos na placa (CHAPPUIS et al., 2007).

Outro teste sorolégico amplamente utilizado na pratica clinica é o do antigeno
recombinante K-39, que se trata de um teste rapido, imunocromatografico, facilmente
executavel pelos profissionais e que leva cerca de 20 minutos para ser realizado. Ele apresenta
alta sensibilidade e especificidade (CHAPPUIS et al., 2007).

1.6 Tratamento
No Brasil, desde a década de 30, o tratamento das leishmanioses vem sendo

realizado com os antimoniais pentavalentes, principalmente o antimoniato de N-metil

glucamina, conhecido também por Glucantime®, que sdo os medicamentos de primeira
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escolha para o tratamento da doenca. Esses medicamentos agem nas formas amastigotas,
levando a uma inibicdo da atividade glicolitica e da via oxidativa de &cidos graxos. Alguns
estudos demonstraram que esses medicamentos sdo rapidamente depurados através da via
renal (BRASIL, 2006; GONTIJO, 2004).

Os antimoniais sdo toxicos e nem sempre sdo efetivos. Estes sdo utilizados em
esquemas prolongados e possuem diversos efeitos colaterais, onde os principais sdo dores nas
articulacdes, dores musculares, falta de apetite, nduseas, vomitos, dor na regido epigastrica,
azia, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, dor de cabeca, tontura, palpitacbes cardiacas,
choque pirogénico, edema e alguns tipos de disfuncédo renal aguda. Em alguns casos devido
aos efeitos colaterais € preciso interromper o tratamento. Além disso, doses excessivas podem
desencadear tanto toxicidade cardiaca como disfuncéo renal (OLIVEIRA, 2014).

Os antimoniais pentavalentes podem ser administrados no ambulatério, o que leva
a uma diminuicdo das complicacdes tardias relacionadas com a internacdo hospitalar, como
infecgBes secundarias. Contudo, mesmo no ambulatério os antimoniais devem ser
administrados com bastante cuidado em determinados pacientes, como o0s cardiopatas,
nefropatas e hepatopatas. Além disso, a monitoriza¢do dos pacientes deve ser rigorosa com
realizacdo de eletrocardiograma durante todo o tratamento, e com a realizacdo de exames de
sangue semanais para 0 acompanhamento das enzimas hepéticas e da funcdo renal dos
pacientes (BRASIL, 2011; apud OLIVEIRA, 2014).

Outro medicamento muito utilizado no tratamento da LV é a anfotericina B (Anf-
B), que possui propriedades antiparasitarias e antifungicas. E um macrolideo polieno onde seu
principal alvo é um precursor da vitamina D que se encontra presente na membrana celular
dos fungos e dos protozoarios chamado de ergosterol. Ap6s a ligacdo do farmaco com o
ergosterol sdo formados poros na membrana que acarretam no escape de cations importantes
para a manutencdo da vida dos parasitas com consequente morte destes (Figura 8) (ROCHA
etal., 2015a; TAKAHISATYANO et al., 2009).

A Anf-B e suas diferentes formulacbes vém substituindo os antimoniais
pentavalentes em varios paises por serem altamente eficazes, atuando nas diferentes formas
evolutivas do parasita (tanto nas amastigotas, quanto nas promastigostas), e também, devido
ao aumento no namero de falhas terapéuticas e resisténcia com os antimoniais pentavalentes
(CHAPPUIS et al., 2007; SUNDAR, 2000; PONTE-SUCRE et al. 2013; MENESES, 2017).
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Figura 8. Mecanismo de acdo da Anfotericina B
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Fonte: MURRAY et al. 2004.

A Anf-B possui forte acdo leishmanicida, mas esta correlacionada com um alto
acometimento renal, além de outros efeitos secundérios bem descritos na literatura
(CHAPPUIS, 2007). Diferentes estudos em humanos e animais mostram que a Anf-B
convencional esta correlacionada com alguns problemas renais dose-dependente, tais como
lesdo renal aguda (LRA), acidose tubular renal, diabetes insipido nefrogénico, aléem do
aumento da perda de potassio urinario. Contudo, alguns efeitos podem ser revertidos com a
finalizacdo do tratamento (GOLDMAN, 2004; OLLIARO, 2005; SUNDAR, 2006)

A grande nefrotoxicidade que estd associada a Anf-B, apesar de sua alta
eficiéncia, € um dos fatores limitantes para o seu uso (BAGINSKI et al., 2005). Diversos
estudos apontam mecanismos de danos nos rins causados a nivel tubular, que estdo associados
a diminuicdo do fluxo sanguineo nos rins com consequente isquemia renal, acarretando em
leséo & células tubulares e defeitos na excre¢do de acidos, levando a uma acidose tubular renal
(HEIDEMANN et al, 1983; SABRA; BRANCH, 1991; SAWAYA; BRIGGS;
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SCHNERMANN, 1995; SAWAYA et al, 1991; STEINMETZ; LAWSON, 1970;
TAKAHISATYANO et al., 2009). A juncdo desses mecanismos acima descritos levam a
insultos isquémicos ou até toxicidade direta do farmaco nas células, ocasionando assim a
Lesdo Renal Aguda (LRA) associada ao uso de Anfotericina B (LRA-ANB).

Uma alta taxa de nefrotoxicidade (com variacdo de 30 a 80%) impulsionou o
desenvolvimento de novas formulagBes de Anfotericina em trés bases lipidicas diferentes:
complexo lipidico, disperséo coloidal e a forma lipossomal, que é a mais utilizada (MISTRO
et al., 2012). Entretanto, apesar de menores taxas de nefrotoxicidade com as novas formas
lipidicas utilizadas no tratamento da leishmaniose, a LRA-ANB ainda pode acometer 20% dos
pacientes que fazem o uso da Anf-B lipossomal, que é a formulagdo com menor
nefrotoxicidade de todas (LEENDERS et al., 1998; ROCHA et al., 2015a).

A Anf-B lipossomal é formada por lipossomas com didmetro aproximado de 70
nm que englobam o farmaco. Esses lipossomas possuem uma menor afinidade ao tecido renal,
apresentando dessa forma, melhores indices terapéuticos e menores taxas de nefrotoxicidade
(CLINIC et al., 1999; FALCI; PASQUALOTTO, 2015). No Brasil, ela é utilizada como
tratamento de primeira escolha para pacientes que sdo diagnosticados com leishmaniose
visceral grave, incluindo aqueles pacientes co-infectados com HIV, e em casos onde ha
contraindicacdo ou falha terapéutica com o uso de antimoniais pentavalentes. A dose
recomendada é de 1,0 a 1,5 mg/Kg/dia durante 21 dias, ou 3,0 mg/Kg/dia durante 7 dias.
(BRASIL, 2014; SUNDAR et al., 2008; AIT-OUDHIA et al., 2011).

1.7 Envolvimento renal

O compromentimento dos rins bem descrito na LV tem sido estudado por causa
de complicacbes e aumento da morbimortalidade nesses pacientes, visto que cerca de quase
metade dos pacientes chegam a desenvolver a lesdo renal aguda (LRA) durante a
hospitalizacdo e a mortalidade ¢ bem maior nesse grupo de pessoas (CLEMENTI et al., 2011;
DA SILVA JUNIOR, 2014; OLIVEIRA, 2010).

A LV e outras doengas infecto-parasitarias podem causar danos renais por
diferentes maneiras. E descrito em outros estudos que o envolvimento renal ocorre devido ao
infiltrado de inflamatorio, causado pela presenga dos parasitas nos tecidos, podendo levar a
danos na membrana basal glomerular. Na maioria dos casos 0s sintomas desaparecem apds

tratamento, mas esse processo pode evoluir também para a fibrose de um modo mais raro
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(DUARTE; SILVA; GOTO, 1983; DUTRA; MARTINELLIM; CARVALHO, 1985; apud
OLIVEIRA, 2014).

O acometimento renal ocorre principalmente através da deposicdo de
imunocomplexos nos rins. A nefrite intersticial e também as glomerulonefrites proliferativas
ocasionadas por esta deposicdo ja foram descritas também em outras doencas parasitarias
como a maléria e a esquistossomose (SALGADO-FILHO; FERREIRA; COSTA, 2003). O
comprometimento intersticial é apresentado principalmente por meio de alteracdes tubulares
caracteristicas como déficit de acidificacdo urinaria e reducdo da capacidade de concentracédo
urinaria (LIMA VERDE, 2009; MENESES, 2017).

De acordo com varios os achados clinicos que estdo correlacionados a alteracdes
renais em pacientes com LV descritos na literatura ja foram relatados, proteindria, hematuria,
leucocitdria, microalbuminuria, alteraces hidroeletroliticas e problemas na concentracdo e
acidificacdo urinaria (CLEMENTE, 2011; LIMA VERDE et al., 2009; DAHER et al., 2008,
2011, 2017; FILHO, 2003; OLIVEIRA et al., 2010, 2014; MENESES, 2017).

A microalbuminuria € comum e pode estar presente em até 40% dos pacientes
acometidos com calazar, demonstrando que possivelmente ha algum disturbio a nivel
glomerular (CLEMENTI et al., 2011; ELNOJOMI et al., 2010; MENESES, 2017).

Foi relatado em um estudo anterior realizado por Daher et al (2008) a alteracdo da
funcdo glomerular em pacientes utilizando parametros renais classicos como a creatinina
sérica e a taxa de filtracdo glomerular, onde de um total de 57 pacientes com diagnostico
confirmado de calazar, 26,3% chegaram a desenvolver LRA, sendo oito casos, antes do
tratamento com anfotericina B.

Em outro estudo realizado por Oliveita et al (2010) com 227 pacientes foi
observado que 33,9% dos casos desenvolveram lesdo renal aguda, e os principais fatores de
risco para o desenvolvimento da LRA foram idade superior a 45 anos, ictericia e 0 uso de
Anf-B (OLIVEIRA, 2014), e em outra pesquisa contendo 55 pacientes diagnosticados com
LV foi observada uma diminui¢do na taxa de filtracdo glomerular estimada em 28% dos
pacientes (LIMA VERDE et al., 2007).
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1.8 O uso de novos biomarcadores renais urinarios

A lesdo renal aguda (LRA) é responsdvel por 1% de todas as internagdes
hospitalares e se encontra nos pacientes mais graves, ajudando a levar eles a um pior
prognostico. Apesar de muitos avancos ao longo dos anos nos cuidados intensivos e da
nefrologia, a taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados com LRA esteve relativamente
constante em torno de 50% nas Gltimas décadas (ENDRE, PICKERING e WALKER, 2011;
SIROTA, KLAWITTER e EDELSTEIN, 2011).

A LRA pode ser detectada por meio de marcadores convencionais de funcao
renal, tais como uréia e creatinina sérica (KAUCSAR, 2016). Entretanto, o uso desses
marcadores clinicos tradicionais utilizados para avaliacdo da funcédo renal como, por exemplo,
a creatinina serica, possuem muitas limitacGes, pois sofrem influéncias extrarrenais que
acabam interferindo em suas concentracdes, como a idade, sexo, massa muscular, etnia, dieta
(principalmente com uma grande ingestdo de proteina), e o estado nutricional (PARIKH;
MANSOUR, 2017; VAIDYA; FERGUSON; BONVENTRE, 2008). Além disso, 0 aumento
da creatinina sérica ndo mostra de forma exata o local onde esta ocorrendo a lesdo renal, que
pode ser de trés formas: pré-renal, renal intrinseca e pos-renal. Além disso, a elevacdo da
creatinina sérica € tardia, s6 ocorrendo quando 50% da funcdo renal j& se encontra
completamente comprometida (SIROTA, KLAWITTER e EDELSTEIN, 2011).

Os estudos com novos biomarcadores mostram informagfes importantes a
respeito do local da lesdo renal, influenciando assim na criacdo de novas estratégias para um
melhor manejo terapéutico e ajudando a descoberta de mecanismos fisiopatolégicos. Alguns
tipos de biomarcadores que sdo estudados: proteinas, lipideos, padrGes genbmicos,
determinacbes de imagem, sinais elétricos e células presentes na urina (SABBISETTI,
BONVENTRE, 2012 apud MENESES 2013).

Os biomarcadores vém sendo cada vez mais estudados em diferentes doencas e
em diferentes grupos de pacientes. Alguns ja demonstraram uma maior especificidade e
sensibilidade em relacdo aos marcadores renais atualmente utilizados na pratica clinica, além
disso, os novos biomarcadores vem sendo promissores para a elucidacdo dos mecanismos de
LRA (KASHANI; CHEUNGPASITPORN RONCO, 2017).

Os novos biomarcadores podem ser avaliados em amostras de sangue e em
amostras de urina. A deteccdo desses biomarcadores em amostras de sangue € muito
importante, pois sdo amostras de féacil coleta e podem ser utilizados em estudos com pacientes

no cuidado intensivo, onde a urina é mais dificil de ser coletada. A avaliacdo de amostras
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urinarias também é imprecindivel, visto que a coleta da urina € um exame nao invasivo, que
traz muitas informacbes da funcdo renal e € de baixo custo (GONZALES; PISITKUN;
KNEPPER, 2008; MARTENSSON; MARTLING; BELL, 2012 apud MENESES, 2017).

A busca por novos biomarcadores que sejam capazes de detectar de forma precoce
a lesdo renal, antes do estabelecimento da mesma, tem sido muito importante
(MCCULLOUGH et al., 2013). Esses biomarcadores vém sendo estudados e classificados de
acordo com a sua correlagdo com os tipos de lesdo que podem ocorrer, como marcadores de
lesdo glomerular e lesdo tubular, ou ainda podem ser correlacionados de acordo com o
mecanismo de dano renal, que pode ser estresse oxidativo, inflamacdo e fibrose renal
(SABBISETTI; BONVENTRE, 2012; TESCH, 2010 apud MENESES 2013).

Molécula de injaria renal (KIM-1), Fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e a Proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) sdo exemplos de novos
biomarcadores urindrios que vem sendo estudados em doencas renais (BAGSHAW,
BELLOMO, 2007; DEVARAJAN, 2010; KIM; TAM, 2011; HOEBEN et al, 2004;
MCCULLOUGH et al.,, 2013; SABBISETTI; BONVENTRE, 2012; TESCH, 2010;
VAIDYA; FERGUSON; BONVENTRE, 2008).

1.8.1 Proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1)

As citocinas quimiotaticas sdo proteinas formadas por cerca de 60 a 100
aminoacidos. Estas, sdo subdivididas em quatro familias de acordo com o nimero e
espacamento dos residuos de cisteina da porcdo N-terminal (C, CC, CXC e CX3C). A
proteina quimiotatica de mondcitos 1 possui especificamente 76 aminoacidos e faz parte do
grupo da subfamilia CC, tendo sido a primeira delas a ser descoberta e € a que é melhor
caracterizada (CONDUCTIER et al., 2010; KIM, TAM, 2011).

A MCP-1 se encontra onde esta acontecendo um processo inflamatorio ou um
dano tecidual, o que leva a um recrutamento de macréfagos e adesdo destes ao receptor CCR2
de quimiocinas (GRANDALIANO et al, 1996; HODGKINS; SCHNAPER, 2012 apud
OLIVEIRA, 2014).

Ela pode ser produzida por diversos tipos de células, incluindo as células epiteliais
tubulares, as células endoteliais, as células mesangiais alem de poddcitos (KIM; TAM, 2011;

HALLER et al., 2016). A producdo de MCP-1 por meio dessas células ocorre devido a
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estimulos, cujos principais sdo a IL-1p, TNF-a e IFN-y, IL-4 e TNF-B, além de produtos
exogenos, LPS, virus e imunocomplexos (HORA et al., 1992; KIM; TAM, 2011 apud
MENESES, 2017).

A MCP-1 vem sendo estudada em doencas cronicas, e ja foi descrito que a
presenca de infiltrado inflamatdrio que acontece com a progressdo da doenca renal crénica,
acarreta em um aumento da expressdo tubular de MCP-1 devido a lesdo tubulo-intersticial
(GRANDALIANO et al, 1996; HODGKINS; SCHNAPER, 2012). Outro estudo mostrou
também associacdo entre albuminuria, MCP-1 urinério e presenca de macrofagos em grande
namero no intersticio renal com a evolugdo da doenca renal cronica (EARDLEY et al, 2006
apud OLIVEIRA, 2014).

Outros estudos mostram uma relacdo dos niveis de MCP-1 urinario com o
desenvolvimento de alteragdes histoldgicas nos rins correlacionadas com alteracdes
inflamatdrias renais na nefrite lGpica e nefropatia diabética (SHOUKRY; BDEER; EL-
SOKKARY, 2015 apud MENESES, 2017). Também ja foi correlacionada a elevacdo de
MCP-1 urinario em casos de doenca renal aguda, como em glomerulonefrites proliferativas
(HODGKINS; SCHNAPER, 2012).

Em estudo prévio contendo pacientes com esquistossomose estes apresentaram
altos niveis de MCP-1 urinarios, e esses niveis de MCP-1 se mantiveram apés o tratamento
(HANEMANN et al, 2013; apud OLIVEIRA, 2014). Esses resultados encontrados nesses
estudos mostram MCP-1 urinario como um marcador promissor e sensivel para disfuncéo
renal em pacientes com esquistossomose, podendo, dessa forma, apresentar bons resultados
em outras parasitoses, como na leishmaniose visceral antes do tratamento, conforme foi
descrito por Oliveira (2014) e Meneses (2017).

1.8.2 Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)

A familia VEGF é formada por 7 glicoproteinas diméricas, conhecidas como
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF- F e fator de crescimento
placentario (PIGF) ( HOEBEN et al., 2004; GONCALVES, 2006).

VEGF-A se trata de uma glicoproteina que possui 45 kDa e esta envolvida em

atividades angiogénicas tanto fisioldégicas como patoldgicas. Foi a primeira delas a ser
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identificada como um fator indutor de permeabilidade vascular secretado por células
tumorais, conhecido como fator de permeabilidade vascular (VPF) (HOEBEN et al., 2004,
HICKLIN; ELLIS, 2005; GONCALVES 2006).

No rim humano, a expressao de VEGF tem sido demonstrada por células epiteliais
glomerulares (podocitos) (KRETZLER, 1998; SHULMAN, 1996) e por células tubulares
(SIMON, 1995), os seus receptores estdo no endotélio dos glomérulos e nos capilares
peritubulares (SIMON, 1998; THOMAS 2000).

A presenca da hipoxia é um dos principais estimulos para 0 aumento da expressao
do VEGF. Essa expressdo também pode ser regulada e influenciada por uma grande variedade
de horménios, fatores de crescimento, citocinas, como fator de crescimento epidérmico, fator
de crescimento transformador (TGF), fator de crescimento da placenta (PIGF), fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), angiotensina Il, IL-1 e IL-6. O VEGF acarreta na
proliferacdo de células endoteliais, aumenta a permeabilidade vascular e medeia a
vasodilatacdo do endotélio via aumento da producdo de oxido nitrico (NO) pela sintetase NO
endotelial (eNOS) (HOOD, 1998). Além disso, VEGF induz a proteina quimioatatica de
monocitos 1 (MCP-1) (MARUMO, 1999) que consequentemente promove a quimiotaxia de
monacitos e expressdo de moléculas de adesdo (NEUFELD, 1999).

Em um estudo realizado sobre nefrite IUpica percebeu-se que a lesdo glomerular
poderia estar associada & expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
sendo este produzido por células T ativadas e macrofagos durante a resposta inflamatdria,
apos a inducdo de TGF- B1. Dessa forma, os niveis séricos de VEGF-A estavam aumentados
em pacientes com nefrite lapica ativa (EDELBAUER, 2012).

1.8.3 Moleécula de injaria renal (KIM-1)

A Molécula de injdria renal (KIM-1) é bem estudada e tem sido descrita como um
biomarcador precoce de leséo renal. Trata-se de uma proteina transmembranar tubular que
possui 104 kDa em sua forma completa e que é formada por duas por¢Ges, um porcao
citoplasmatica e outra porcdo extracelular, que apresenta uma imunoglobulina e dominio de

mucina, com um receptor de fosfatidilserina que medeia a fagocitose de corpos apoptéticos,
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indicando que o KIM-1 possui a funcdo de sinalizacdo (BONVENTRE, 2008, 2014;
ICHIMURA; MOU, 2008).

A parte extracelular do KIM-1 possui cerca de 90 kDa e é quebrada através de
metaloproteinases, sendo esta a parte que € liberada a nivel tubular para ser excretada na urina
e que pode ser quantificada nos testes (SABBISETTI; BONVENTRE, 2012).

O KIM-1 é indetectavel em rins saudaveis, mas é fortemente induzido na LRA,
como marcador de lesdo de tabulo contorcido proximal. Nesta por¢do do rim, as células
epiteliais indiferenciadas expressam KIM-1 durante os insultos isquémicos, tornando essa
molécula um biomarcador promissor, visto que é especifico para injurias no tabulo proximal,
pois nenhum outro 6rgdo apresenta expressdo de KIM-1 capaz de alterar suas concentracdes
urindrias (BONVENTRE, 2014; CHATURVEDI; FARMER; KAPKE, 2009; WASUNG;
CHAWLA; MADERO, 2015).

Os primeiros achados que demostraram uma correlacdo de KIM-1 urinario com a
LRA em humanos avaliaram bidpsias humanas renais com a presenca de necrose tubular
aguda devido a isquemia com consequente aumento de KIM-1 nessas amostras, além de
aumento de KIM-1 urinério no grupo com isquemia e necrose tubular aguda e no grupo com a
nefropatia induzida por contraste (HAN et al., 2002 apud MENESES 2017). Além disso, em
outros estudos, o KIM-1 urinario se correlacionou com algumas variaveis clinicas de
disfuncéo renal, além de tempo de hospitalizacéo, didlise e morte (CARVALHO PEDROSA
et al., 2015; KARAKUS et al., 2015; KASHANI; CHEUNGPASITPORN; RONCO, 2017,
XU etal., 2011; ZHANG et al., 2008 apud MENESES, 2017).

1.9 Justificativa

A lesédo renal aguda (LRA) continua sendo um problema de salde publica
comum, e que apresenta muita incidéncia no ambiente hospitalar, mesmo com todos os
avancos significativos da nefrologia, a taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados com
LRA permaneceu em torno de 50% nas ultimas décadas (ENDRE, PICKERING e WALKER,
2011; SIROTA, KLAWITTER e EDELSTEIN, 2011).

Portanto, ¢ importante novos estudos com diferentes biomarcadores que podem

ajudar como base na utilizacdo de novas ferramentas para monitorar a nefrotoxicidade
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induzida por diversas doengas, inclusive a induzida pela Anf-B lipossomal. Nesse contexto, o
diagnostico precoce da lesdo renal no inicio do tratamento ou até mesmo antes do comeco do
tratamento auxilia ao médico tomar decisdes que possam evitar qualquer tipo de dano renal
adicional que levaria a progressdo para LRA-ANB, contribuindo para um uso controlado da
terapéutica e assim, diminui¢do dos indices de LRA, tempo de internacdo hospitalar e

mortalidade nesses pacientes.



ODbjetivos
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2. OBJETIVOS:

2.1 GERAL:

Avaliar novos biomarcadores no diagnostico precoce de lesdo renal aguda em

pacientes com leishmaniose visceral em uso de anfotericina B lipossomal.

2.2 ESPECIFICOS:

2.2.1 Quantificar os niveis de KIM-1, VEGF e MCP-1 urinarios nos pacientes
com LV antes e durante o tratamento com Anf-B lipossomal.

2.2.2 Quantificar os niveis de biomarcadores inflamatérios IL-6, IFN-y nos

pacientes com LV antes e durante o tratamento com Anf-B lipossomal.

2.2.3 Comparar 0s niveis dos novos biomarcadores renais urinarios e o0s niveis de
biomarcadores inflamatdrios nos pacientes com LV antes e durante o tratamento com Anf-B

lipossomal.

2.2.4 Correlacionar os novos biomarcadores urinarios com o0s marcadores

tradicionais utilizados na pratica clinica.



Metodologia
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3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, longitudinal com pacientes diagnosticados
com Leishmaniose visceral grave atendidos em ambiente hospitalar para tratamento com

anfotericina b lipossomal.
3.2. Caracterizagao do local e da populacao de estudo

Foram incluidos no estudo 41 pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de
Leishmaniose visceral que se internaram no Hospital Sdo Jose, Fortaleza, Ceara, Brasil, no
periodo de abril de 2015 a janeiro de 2018.

3.3. Critérios de Incluséo e Excluséo

Foram incluidos:

* Pacientes de ambos 0s sexos;

» Com diagnostico confirmado de LV atendidos no local de estudo;
* Pacientes com idade igual ou superior a 18 anos e até 75 anos;

* Pacientes que utilizaram Anf-B lipossomal para o tratamento;

» Pacientes que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido apds

esclarecimento adequado em relagdo aos procedimentos e a pesquisa.
Foram excluidos:
* Pacientes com LRA ja estabelecida,;

* Pacientes com nefrolitiase, doenga renal cronica prévia, lipus eritematoso Sistémico e

infeccdo do trato urinario;
» Pacientes em uso de medicamentos nefrotoxicos;
» Gestantes;

» Tempo de internacdo menor que 48 horas
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* Pacientes que mudaram a linha de tratamento durante a internagao.
3.4 Diagnostico da leishmaniose visceral

O diagnostico de Leishmaniose visceral foi feito clinicamente pelo médico
responsavel do setor e pela pesquisa do parasita no aspirado de medula éssea ou através de
testes sorologicos utilizando o antigeno recombinante k-39.

3.5 Coleta do material biologico

Apos o diagndstico, amostras de sangue e urina dos pacientes foram coletadas em
dois peridos, antes do tratamento com Anf-B lipossomal (admissdo hospitalar) e entre o
intervalo de 72 a 168 horas apds o inicio tratamento com Anf-B lipossomal (durante o
tratamento). Os pacientes foram acompanhados durante o periodo de internacdo para
avaliacdo da funcgéo renal durante o tratamento.

Foram coletados 5 mL de sangue, por puncdo venosa, utilizando tubos BD
Vacutainer ® com ativador de codgulo, que acelera o processo de coagulacéo, e gel separador
para a obtencdo de soro, além de tubos com EDTA para hemograma. Apds 10 minutos da
coleta, o sangue coletado em tubos com gel separador foi centrifugado a 3500 rpm por 5
minutos para obtencdo do soro. Essas amostras foram identificadas, aliquotadas e congeladas
a -80°C para andlises bioquimicas e quantificacdo dos biomarcadores inflamatérios. As
amostras de urina foram coletadas em frasco coletor estéril pelo proprio paciente e
centrifugada a 1000g por 15 minutos. O sobrenadante urinario foi identificado e aliquotado
para quantificacdo dos parametros urinarios classicos, como creatinina urinaria, albumindria,
dosagem de eletrélitos, proteindria e dos novos biomarcadores renais urinarios. Depois, as

aliquotas foram congeladas a -80°C para as futuras analises.

3.6 Andlises laboratoriais

Para avaliagcdo de dados laboratoriais, foram utilizados exames como hemograma
completo a fim de verificar a hemoglobina, os leucécitos e as plaquetas. Esses resultados
hematolégicos foram fornecidos pelo Laboratério do Hospital Sdo Jose.

As dosagens biogquimicas, como creatinina (mg/dL), ureia (mg/dL), globulinas
(g/dL), albumina (g/dL), aspartato aminotransferase-AST (U/L), e alanina aminotransferase-
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ALT (U/L) e relacdo albumina/globulina foram feitas em analisador automatico de
bioguimica (Cobas C111, Roche ®).
O sodio e potéssio séricos e urinarios foram dosados por um analisador de

eletrodo ion seletivo (9180, Analisador de eletrélitos, Roche ®).
3.7 Analise da funcéo renal

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) foi estimada pela férmula CKD-EPI
“Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration” (LEVEY et al., 2009), que se baseia

na dosagem de creatinina sérica (Cr), antes e durante o tratamento com Anf-B lipossomal:

e Para mulheres com creatinina <0,7mg/dL (62mmol):
TFG = 144 x (Cr/0,7)*%° x (0,993)"%.

e Para mulheres com creatinina >0,7mg/dL (62mmol):
TFG = 144 x (Cr/0,7) 2% x (0,993)d¢

e Para homens com creatinina <0,9mg/dL (80mmol):
TFG = 141 x (Cr/0,9)%** x (0,993)'"%de

e Para homens com creatinina >0,9mg/dL (80mmol):
TFG = 141 x (Cr/0,9)"+?% x (0,993)'%de

Para a analise da funcdo tubular foram calculadas as fracdes de excrecdo de sodio
e potéssio antes e durante o tratamento com Anf-B lipossomal, onde se utilizam os valores
quantificados dos eletrolitos no soro e na urina através do analisador eletrodo ion seletivo
(9180, Analisador de eletrdlitos, Roche ®)

e FENa+ = (Una+*Pna+) / (Ucr*Pcr) x 100
o FEK+ = (Uk+*Pk+) / (Ucr*Pcr) x 100

Onde temos:
e Unas € Uks Concentragdo urinaria de sodio e potassio (mEg/L);

¢ Pna+ € Pk Concentracdo plasmatica de sodio e potéssio (mEg/L);

e Ucr e Pcr Concentracgdo urindria e plasmatica de creatinina (mg/dL).
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Para avaliacdo da funcdo glomerular, além da TFG estimada foram dosadas a
proteinuria e albumindria dos pacientes antes de iniciarem o tratamento e durante o tratamento
com a Anf-B lipossomal. A proteinudria dos pacientes foi dosada pelo método colorimétrico,
através da reacdo com o vermelho de pirogalol. Essa anélise foi realizada utilizando o kit de
proteindria Labtest® (MENESES, 2017).

A determinagdo da albumindria dos pacientes foi feita através de ensaio de
imunoturbidimetria, onde ocorre uma reacdo de anticorpos anti-albumina com a albumina que
se encontra presente na amostra de urina e a partir disso sdo formados complexos aglutinados
albumina/anti-albumina. Estes complexos sdo quantificados por meio da turbidimetria, que é
um método de espectrofotometria capaz de medir a diminui¢do de luz em um meio causado
pela turbidez de uma amostra (complexos formados). Essa analise foi feita utilizando o Cobas
C111, Roche ® (MENESES, 2017).

A creatinina urinaria foi dosada no Cobas C111, Roche ®. Todos esses
marcadores urinarios utilizados atualmente na pratica clinica, como os novos biomarcadores
renais urinarios avaliados, foram corrigidos pelo valor da creatinina urinaria, eliminando o
viés da diferenca de concentracdo urinaria entre as amostras dos pacientes (WAIKAR,;
SABBISETTI; BONVENTRE, 2010). Além disso, a proteindria e a albuminuria foram

expressas em “mg/g-Creatinina”

3.8 Quantificagdo dos novos biomarcadores renais urinarios e de biomarcadores

inflamatorios

Os novos biomarcadores renais urinarios (VEGF, KIM-1, MCP-1) e
biomarcadores inflamatérios séricos (IFN-y e 1L-6) foram dosados utilizando a técnica de
ELISA, que se trata de um ensaio imunoenzimatico de alta sensibilidade e especificidade. Os
kits utilizados de ELISA para os experimentos eram da marca R&D Systems ® (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).

Os ensaios de ELISA realizados eram do tipo sanduiche e foram feitos conforme
as recomendacdes do fabricante. Para as amostras de urina, as concentracfes dos
biomarcadores urinarios foram corrigidas usando os niveis de creatinina urinaria (WAIKAR;
SABBISETTI; BONVENTRE, 2010).
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3.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos dos pacientes foram digitados em planilha no programa
Microsoft Excel 2003. As andlises estatisticas foram conduzidas no programa estatistico SPSS
para Windows (IBM, USA). As variaveis continuas foram expressas como média e desvio
padrdo ou como mediana e amplitude interquartil, de acordo com a distribuicdo dos dados.
Para a avaliagdo da distribuicdo normal ou ndo normal foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
As variaveis categoricas foram expressas como contagem absoluta e frequéncia, demonstrada
pela porcentagem dentro do grupo. Para comparar mudancas nos parametros estudados dos
pacientes a partir da admissao e em relacdo ao periodo durante o uso de Anf-B liposomal, foi
utilizado o teste de Wilcoxon ou teste t pareado, de acordo com a normalidade dos dados.

Para avaliacdo da correlacdo entre MCP-1 com marcadores tradicionais de lesdo
renal foi utilizado o Rho de Spearman. Todas as andlises foram bicaudais, considerando

p<0,05 como significativo.

3.10  Aspéctos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Federal do Ceard (Propesq - UFC); CAAE:
61488016.8.0000.5054 (APENDICE 1), aprovado também pelos comités de ética das
instituicGes co-participantes, o Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceara; CAAE: 61488016.8.3002.5045 (APENDICE 2), e o0 Hospital S&o José de
Doengas Infecciosas; CAAE: 61488016.8.3001.5044 (APENDICE 3). Todos os pacientes
foram informados sobre a pesquisa e 0s que aceitaram participar e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE 4).



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais.

No periodo da pesquisa 41 pacientes tiveram diagndstico de leishmaniose
visceral. Foram coletadas amostras de soro e urina desses pacientes. Apds critérios de
exclusdo foram incluidos e acompanhados um total de 17 pacientes.

Entre os pacientes excluidos (n=24), 12 (50%) foram tratados com outros
medicamentos, 4 (33%) utilizaram glucantime e 8 (67%) iniciaram o tratamento com Anf-B
desoxicolato e mudaram para a Anf-B lipossomal ao longo da internacdo. Os outros 12
pacientes (50%) excluidos ja haviam iniciado o tratamento ou apresentaram tempo de

internacdo < 48 horas, inviabilizando assim o acompanhamento (Figura 9).

Figura 9. Aplicacdo de critérios de incluséo e excluséo

Total de pacientes
N=41

Excluidos Incluidos

N=24 N=17

Ja haviam iniciado o tratamento
Outros tratamentos ou
N=12 Tempo deinternacio < 48 horas

N=12

Os pacientes com LV eram na grande maioria do sexo masculino (71%) e a idade
média deles era de 43+16 anos. Cinco pacientes (29%) possuiam alguma comorbidade, como
diabetes ou hipertensdo, e dos 17 pacientes acompanhados, 1 (6%) evoluiu para o 6bito
(Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com leishmaniose visceral

Caracteristicas gerais do grupo incluido

N=17
Idade (anos) 43116
Sexo
Masculino, n (%) 12 (71)
Feminino, n (%) 5 (29)
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 122,63 + 20,4
Pressao arterial diastélica (mmHg) 72,25+ 14,8
Comorbidades
Sim, n (%) 5(29)
Né&o, n (%) 12 (71)
Tempo de internagdo em dias (minimo e maximo) 14 (6 - 33)
Obito
Sim, n (%) 1(6)
Néo, n (%) 16 (94)

Dados expressos como média * desvio padrdo, como mediana e amplitude interquartil (quartil 1 - quartil 3) entre

paréntesis ou ainda como porcentagem entre paréntesis.

Os pacientes apresentaram alteracfes em exames laboratoriais caracteristicas da

doenca, incluindo disturbios hematoldgicos, como anemia, leucopenia e trombocitopenia,

além de hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e disturbios hepaticos (Tabela 2).

Foi observado que quando comparados os exames laboratoriais desses pacientes

no periodo da admissdo hospitalar, com os exames laboratoriais durante o tratamento com

Anf-B lipossomal, houve uma melhora de forma significativa apenas no niamero de leucdcitos

(2260,00 (1290-3170) vs 2665,00 (2210 — 3050) por mm3, p = 0,008) (Tabela 2).
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Admissdo hospitalar Durante o uso da Anf-B P
lipossomal (72 h — 162 h)
Hemoglobina (g/dL) 8,78 + 2,47 8,46 £1,52 0,264
Leucécitos (por mm?®) 2260,00 (1290-3170) 2665,00 (2210 — 3050) 0,008
Plaquetas (102 /mm3) 91,71 £73,53 92,7 +445 0,238
K (mEg/L) 3,96 £0,54 3,88 £0,52 0,864
Na (mEg/L) 135,2+5,6 138 +4,0 0,417
Proteinas totais (g/dL) 7,04 +1,56 6,66 +0,81 0,850
Albumina (g/dL) 2,65 +0,85 2,47 +0,79 0,537
Globulina (g/dL) 4,46 +1,17 4,19 £1,06 0,564
Relagdo A/G 0,61 +0,23 0,65 +0,33 0,606
AST (U/L) 60 (35 —138) 67 (36 — 167) 0,683
ALT (U/L) 46 (32 - 64) 46 (23 -71) 0,202

Dados apresentados como média = desvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil (quartil 1 - quartil 3)
entre paréntesis. AST - aspartato aminotransferase, ALT - alanina aminotransferase. Relagdo A/G, relacdo
albumina/globulina. Foi utilizado o teste de Wilcoxon ou teste t pareado, de acordo com a normalidade dos

dados.

4.2 Niveis dos biomarcadores renais nos pacientes com LV

A comparacdo dos pacientes com LV no momento da admissdo hospitalar e

durante o uso da Anf-B lipossomal utilizando marcadores renais tradicionais ndo mostraram

diferencas significativas (Tabela 3).

Ja em relacdo aos novos biomarcadores renais, houve diferenca significativa nos
niveis de MCP-1 urinério (656,02 (413,81 — 929,55) vs 1871,92 (834,25 — 2299,33) pg/mg-
Cr, p<0,05), nos niveis de KIM-1 urinario (1,62 (1,20 — 1,97) vs 2,51 (1,85 — 3,24) ng/mg-
Cr, p<0,05) e nos niveis de VEGF urinario apenas nos resultados sem a corre¢do pela
creatinina urindria (33,28 (11,98 — 103,77) vs 8,62 (2,94 — 21,96) pg/mL, p<0,05) (Tabela 4,

Figura 10 e 11).

Com relagdo aos biomarcadores inflamatorios, houve diferenca significativa

apenas nas concentracdes séricas de 1L-6 (55,46 + 103,98 vs 5,94 + 13,8, pg/mL, p<0,05).

(Tabela 4 e Figura 12).
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Tabela 3. Marcadores renais tradicionais em pacientes com leishmaniose visceral

Admisséo hospitalar Durante o uso da Anf-B P
lipossomal (72 h — 162 h)
TFG (mL/min/1,73m?) 86,21 + 31,70 89,8 £ 33,9 0,550
Creatinina (mg/dL) 1,00 £ 0,46 1,02+£0,43 0,645
Uréia (mg/dL) 32,24+ 12,64 32,00 + 10,00 0,596
FE Na* 0,99 (0,24 -1,55) 0,4 (0-2,39) 0,594
FE K" 10,22 (8,26 -18,73) 14,09 (10,97 - 16,38) 0,441
Proteindria (mg/g-Cr) 555,71 (271,29 - 936,72) 444,18 (228,22 - 700,22) 0,422
Albumindria (mg/g-Cr) 20,28 (13,47 - 30,52) 26,59 (14,75 - 42,78) 0,642

Dados apresentados como média * desvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil (quartil 1 - quartil 3)
entre paréntesis. TFG = taxa de filtragdo glomerular estimado pela formula CKD-EPI, “g-Cr”= concentra¢do do
marcador corrigida pela creatinina urinaria, FE= Fracdo de excrecdo. Foi utilizado o teste de Wilcoxon ou teste T
pareado, de acordo com a normalidade dos dados.

Tabela 4. Biomarcadores urinarios e inflamat6rios em pacientes com leishmaniose visceral.

Admisséo hospitalar Durante o uso da Anf-B P
lipossomal (72 h — 162 h)
UMCP-1 (pg/mL) 495,73 (311,96 - 697,27) 639,16 (340,32 — 912,36) 0,109
UMCP-1 (pg/mg-Cr) 656,02 (413,81 — 929,55) 1871,92 (834,25 — 2299,33) 0,005
uKIM-1 (ng/mL) 1,18 (1,10 - 1,28) 1,09 (0,62 — 1,25) 0,189
uKIM-1 (ng/mg-Cr) 1,62 (1,20 — 1,97) 2,51 (1,85 — 3,24) 0,031
UVEGF (pg/mL) 33,28 (11,98 — 103,77) 8,62 (2,94 — 21,96) 0,047
UVEGF (pg/mg-Cr) 59,82 (11,30 — 139,62) 26,28 (12,46 — 92,59) 0,564
IL-6 (pg/mL) 17,37 (8,74 — 49,08) 0,21 (0,00 — 3,55) 0,028
IFN-y (pg/mL) 15,63 (12,53 — 18,46) 18,93 (15,40 — 39,76) 0,125

Dados apresentados como mediana e amplitude interquartil (quartil 1 - quartil 3) entre paréntesis. “mg-Cr” =
concentragdo do biomarcador corrigida pela creatinina urindria, uUMCP-1 = Proteina quimiotética de mondcitos -
1 urinario, uKIM-1 = Molécula de injuria renal - 1 urinario, uWEGF = Fator de crescimento vascular endotelial
urinério, IL-6 = interleucina 6. IFN-y = interferon gama. Foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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Figura 10. Niveis de MCP-1 urinario na admissao e durante o tratamento.
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Diagramas em caixa representando os niveis de MCP-1 urinario em quartis nos pacientes com leishmaniose
visceral na admissdo e durante o uso de Anf-B lipossomal. P=0,005 aplicando o teste de Wilcoxon entre os dois
periodos.

Figura 11. Niveis de KIM-1 urinario na admisséao e durante o tratamento.
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Diagramas em caixa representando os niveis de KIM-1 urinario em quartis nos pacientes com leishmaniose
visceral na admissao e durante o uso de Anf- B lipossomal. P=0,031 aplicando o teste de Wilcoxon entre os dois
periodos.
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Figura 12. Niveis dos biomarcadores inflamatorios na admissdo e durante o tratamento.
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Diagramas em caixa representando os niveis dos biomarcadores inflamatérios, avaliados em quartis nos
pacientes com leishmaniose visceral na admissdo e durante o uso de Anf-B lipossomal. P=0,028 para a IL-6
aplicando o teste de Wilcoxon entre os dois periodos.

A figura 13 mostra a alteragdo média dos novos biomarcadores renais,
biomarcadores tradicionais e dos biomarcadores inflamatorios durante o uso da Anf-B
lipossomal, em relacdo a média dos valores na admissao hospitalar. Foi observado o aumento
da média dos niveis de MCP-1 e KIM-1 de forma significativa durante o uso do medicamento
quando comparados com a média dos niveis desses biomarcadores na admissdo. Foi
observado também, a diminui¢cdo da média dos niveis de IL-6, biomarcador inflamatorio, de
forma significativa durante o tratamento, quando comparada a média dos niveis durante a
admissdo. Os niveis de INF-y, VEGF, bem como os valores de proteindria, albuminuria e a
taxa de filtracdo glomerular ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados 0s

valores nos pacientes durante o tratamento e na admisséo hospitalar.
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Figura 13. Percentual de alteracdo média dos biomarcadores em relagdo a admisséo

hospitalar
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Alteracdo média dos biomarcadores renais tradicionais (TFG, proteindria e albumindria) e novos (VEGF, MCP-1
e KIM-1 urinérios), e dos biomarcadores inflamatérios (IL-6, IFN-y). Os valores expressam a média do aumento
ou diminui¢do percentual durante o uso de Anf-B lipossomal em relagdo as medidas iniciais obtidas na admissao
hospitalar. * p <0,05 para comparacdo da alteracdo média da linha de base entre os grupos, aplicando o teste de
Wilcoxon entre os dois periodos.

4.3 Correlacdo entre os niveis de MCP-1 urindrio e os marcadores renais
tradicionais.

Na analise de correlagdes, os niveis MCP-1 urinario foram avaliados quanto a sua
associagdo com os biomarcadores renais durante a admisséo hospitalar e durante o tratamento
com a Anf-B lipossomal.

Os niveis de MCP-1 urinario da admissdo hospitalar (UMCP-1) apresentaram

correlacdo moderada com a creatinina sérica (Rho=0,724, p=0,03), correlagdo leve com a
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uréia sérica (Rho=0,626, p=0,017), albuminuria (Rho=0,622, p=0,018) e correlacdo inversa

com a TFG (Rho=-0,678, p=0,015) também no periodo da admissao hospitalar.

Os niveis de MCP-1 urinario da admissdo hospitalar (UMCP-1) também estiveram

correlacionados de forma moderada com a creatinina sérica (Rho=0,839, p=0,002), de forma

leve com a ureia sérica (Rho=0,709, p=0,022) e de forma inversa com a TFG (Rho= -0,745,

p=0,013) durante o uso da Anf-B lipossomal (Tabela 5, Figuras 14 e 15).

Tabela 5. Correlacdo entre os niveis de MCP-1 urinario e os marcadores renais tradicionais

nos dois periodos.

MCP-1

(Admissdo hospitalar)

MCP-1

(Anf-B lipossomal)

Rho p Rho P
Marcadores tradicionais na
admissdo hospitalar
TFG (mL/min/1,73m2) -0,678" 0,015 0,222 0,446
Creatinina (mg/dL) 0,724 0,003 0,118 0,663
Uréia (mg/dL) 0,626 0,017 -0,082 0,762
Proteindria (mg/g-Cr) 0,508 0,064 -0,062 0,820
Albuminuria (mg/g-Cr) 0,622" 0,018 -0,032 0,905
Marcadores tradicionais
durante o uso de Anf-B
lipossomal
TFG (mL/min/1,73m?) -0,745 0,013 -0,182 0,593
Creatinina (mg/dL) 0,839 0,002 0,187 0,581
Uréia (mg/dL) 0,709 0,022 0,018 0,958
Proteindria (mg/g-Cr) 0,188 0,603 0,451 0,122
Albumindria (mg/g-Cr) 0,445 0,128 0,491 0,053

**Correlagdo moderada. *Correlacdo leve. Rho de spearman.
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Figura 14. Correlac@es significativas entre os niveis de MCP-1 e os marcadores tradicionais
de lesdo renal na admisséo hospitalar.
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Gréfico de dispersdo em matriz das correlag@es significativas observadas entre MCP-1 urinario e marcadores
tradicionais de lesdo renal no periodo da admissdo hospitalar. Dados resumidos na Tabela 5.

Figura 15. CorrelacGes significativas entre os niveis de MCP-1 e os marcadores tradicionais
de lesdo renal durante o tratamento com a Anf-B lipossomal.
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Correlages significativas observadas entre MCP-1 urinario da admissdo com marcadores tradicionais de leséo
renal durante tratamento com Anf-B lipossomal. Dados resumidos na Tabela 5.
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5. Discussao

No presente estudo, foi observado que a maior parte dos pacientes acometidos
pelo calazar era do sexo masculino (71%) e que a faixa etaria adulta foi a mais acometida
(43£16). Esse perfil epidemioldgico vem sendo encontrado em estudos sobre LV ao longo de
muitos anos, como foi mostrado desde Alencar et al (1983) até estudos mais recentes como
mostrado em Meneses (2017).

Em algumas areas pode ocorrer uma maior incidéncia de casos nas pessoas do
sexo masculino e em outras a distribuicdo entre homens e mulheres € mais uniforme. Nao se
sabe ainda se isto ocorre devido a uma diferenca na exposi¢éo, ou se isso ocorre devido a
subnotificacdo de casos do sexo feminino (OLIVEIRA, 2014). J& foi sugerido que fatores
genéticos e hormonais estdo envolvidos a essa maior susceptibilidade e propensdo do sexo
masculino a infec¢do (COSTA, 1990).

No presente estudo, os pacientes com LV apresentaram as alteracfes nos exames
laboratoriais caracteristicas da doenca, como anemia, leucopenia, trombocitopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia antes de iniciarem o tratamento e a maioria dessas
alteracdes permaneceram evidentes ainda durante o tratamento com a Anf-B lipossomal. O
Unico parametro onde foi observada uma melhora significativa durante o tratamento foi o
aumento no numero de leucdcitos.

Os pacientes acometidos pela LV apresentam parasitismo no sistema
reticuloendotelial, que pode afetar diferentes 6rgdos como figado, baco, medula dssea,
linfonodos, sistema digestivo e os rins (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Esse parasitismo
esta correlacionado a um quadro de sintomas e alteracbes em exames laboratoriais bem
caracteristicas da doenca, como febre, hepatoesplenomegalia, palidez, astenia e perda
ponderal. Entre as alteracbes laboratoriais mais comuns estdo a pancitopenia,
hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia, elevagdo das enzimas do figado e alteragdo das
bilirrubinas (AL-GHAZALY, AL-DUBALI, 2016; DAHER et al 2015; MENESES 2017).

A inflamacdo que ocorre de forma sistémica com consequente aumento de
citocinas inflamatdrias pode ser considerada como a principal causa direta algumas
manifestacdes clinicas severas da LV. De fato, essa liberacdo de diferentes mediadores
inflamatdrios pode ser responsavel por um grande dano tecidual, e sua influéncia na gravidade
da LV ja foi indicada por Costa et al (2010, 2013).

Os problemas renais na LV acontecem por diferentes mecanismos, podendo levar
a alteragdes tubulo-intersticiais e glomerulares (CLEMENTI et al., 2011; BARSOUM, 2013).
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O estudo desse envolvimento renal tem sido necessario devido as grandes complicacfes e
aumento da morbidade e mortalidade nesse grupo de pacientes conforme foi descrito
anteriormente por Oliveira et al (2010). Além da disfunc&o renal causada através do infiltrado
inflamatério em decorréncia da presenca do parasita e a grande deposicdo de
imunocomplexos nos rins, 0s medicamentos existentes atualmente no Brasil para o tratamento
do calazar estdo correlacionados a um alto risco de toxicidade renal (CLEMENTI, 2011;
SALGADO-FILHO; FERREIRA; COSTA 2003).

A nefrotoxicidade é o principal efeito adverso limitante do tratamento da Anf-B
lipossomal, mas o risco varia dependendo da populacdo de pacientes, dose diaria que é
administrada, tempo da terapia e o uso de outros agentes nefrotdxicos que podem estar sendo
administrados concomitantemente (SALIBA, 2008).

Em um estudo realizado com outro grupo de doentes que utilizou o critério de
classificacao RIFLE em pacientes com neoplasias hematoldgicas, que receberam o tratamento
com Anf-B lipossomal, um terco destes apresentaram alteracdes na funcao renal associadas ao
risco de lesdo renal (19,4%), lesdo (13,6%) ou insuficiéncia renal (5,8%). Contudo, a
insuficiéncia renal ocorreu apenas em pacientes com insuficiéncia de multiplos 6rgéos
associada a estagios terminais da leucemia. Outro achado importante desse mesmo estudo foi
que a incidéncia de leséo renal foi mais baixa durante os primeiros 7 a 10 dias de terapia. No
entanto, esta janela de baixo risco durante o tratamento com Anf-B lipossomal foi afetada
pelo uso de outros medicamentos concomitantemente, especialmente inibidores de
calcineurina isoladamente ou em combinacdo com terapia diurética (STANZANI et al, 2017).

Atualmente, um problema enfrentrado é a dificuldade na identificacdo da leséo
renal, por causa da falta de sensibilidade dos marcadores que vem sendo utilizados na préatica
clinica, sendo diagnosticada quando a lesdo ja se encontra devidamente instalada. Desse
modo, um diagnéstico mais rapido da LRA nos pacientes pode vir a diminuir o tempo de
internacdo hospitalar e a mortalidade (VAIDYA; FERGUSON; BONVENTRE, 2008).

No presente estudo foram analisados os parametros renais, através de marcadores
tradicionalmente utilizados na prética clinica, como a creatinina sérica, antes e durante o
tratamento com Anf-B lipossomal. Os niveis de creatinina sérica ndo apresentaram diferencas
significativas entre o periodo da admissdo hospitalar e durante o tratamento, mostrando que a
Anf-B lipossomal ndo influenciou na alterag&o dos seus niveis. Previamente, em outro estudo
realizado com pacientes diagnosticados com LV, foram analisados os parametros renais antes
e apOs o tratamento com antimoniais pentavalentes e, do mesmo modo, ndo foram

encontradas diferencas significativas nos niveis de creatinina sérica nos dois tempos.
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Contudo, é importante considerar a diferenca entre os dois tratamentos e a diferenca da
gravidade dos pacientes nos dois estudos, visto que a Anf-B lipossomal é administrada na
grande maioria das vezes em pacientes graves (OLIVEIRA, 2014).

A creatinina sérica ndo é um marcador precoce para avaliagdo da funcéo renal e
diversos fatores interferem em seus resultados. A sua producdo varia ndo s6 de um paciente
para 0 outro, mas também no mesmo paciente quando ele é posto sob diferentes condi¢oes
(OLIVEIRA, 2014). A idade, sexo, massa muscular, etnia, dieta, e o estado nutricional
interferem na producéo da creatinina. Dessa maneira, € importante o uso de outros parametros
para se possa esclarecer melhor problemas com a funcéo renal (SIROTA, KLAWITTER e
EDELSTEIN, 2011).

No presente estudo, foi observado que a avaliacdo da TFG calculada através da
formula CKD-EPI (LEVEY et al., 2009) ndo apresentou diferenca significativa quando
comparados os valores encontrados antes do tratamento com os valores encontrados durante
o tratamento. Dados semelhantes foram encontrados por Oliveira (2014) e em um estudo onde
foram avaliados 50 pacientes com diagnostico de LV e comparados com um grupo controle
para avaliacdo da funcdo renal, onde a TFG (avaliada pela medida laboratorial da depuracéo
da creatinina através da obtencdo do volume urindrio em 24 horas) também nao apresentou
significancia (LIMA VERDE et al. 2007).

Foi observado no presente estudo um aumento da proteindria e da albuminuria,
guando comparados com os valores de referéncia em individuos sadios. No entanto ndo houve
diferencas significativas quando comparados os valores encontrados no periodo da admisséo
hospitalar e durante o uso da Anf-B lipossomal.

O aumento da proteintria no calazar pode estar correlacionado com a
hipergamaglobulinemia frequente na doenca, com a presenca de fracGes de proteinas, como
alfal, alfa2, beta microglobulinas e gama globulinas na urina. Vale destacar que esse fato
pode apressar o desenvolvimento da doenca renal por meio da indugdo de quimiocinas e
ativacdo do sistema complemento, que podem causar um grande aumento do infiltrado de
células inflamatorias no rim (GORRIZ; MARTINEZ-CASTELAO, 2012 apud MENESES,
2017).

Além disso, um fator que € grave para a piora da funcdo renal é a existéncia de
proteindria. Um estudo prévio realizado com 163 pacientes mostrou que 0s pacientes que
tinham proteindria na admissdo hospitalar apresentavam 7,4 vezes mais chances de ter
alteracfes na creatinina sérica ap0s o tratamento, e quando a creatinina ja estava elevada, a

chance era de 3,8 vezes maior de continuar alterada ap6s o tratamento, além disso, se
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houvesse alteracdo de ambos, tanto de proteindria quanto de creatinina sérica no periodo
admissional, o risco de persisténcia do aumento da creatinina subia para 7,1 vezes (RIGO;
RIGO; HONER, 2009 apud OLIVEIRA, 2014).

No presente estudo, avaliou-se ainda o uso de novos biomarcadores renais com o
intuito de analisar o comportamento destes durante o tratamento com Anf-B lipossomal nos
pacientes com leishmaniose visceral e as suas possiveis correlagdes com os marcadores renais
tradicionalmente usados na pratica clinica.

No presente estudo foi evidenciado um aumento significativo do niveis de MCP-1
urinarios nos pacientes com LV durante o tratamento com a Anf-B lipossomal quando
comparados com o0s niveis desse biomarcador na admissao. Sugerindo uma possivel relacdo
da Anf-B lipossomal no aumento dos seus niveis.

A MCP-1 encontra-se presente na patogénese da lesdo renal. Estudos demonstram
gue a MCP-1 é produzida e liberada por diferentes células renais, como as células mesangiais,
endoteliais e poddcitos durante a estimulagdo por diferentes indutores inflamatdrios, como
complexos imunes e a liberagdo das citocinas (HALLER et al., 2016; KIM, TAM, 2011 apud
MENESES, 2017).

Em estudos prévios realizados com doencas infecciosas, inclusive com a LV,
esquistossomose e hanseniase, 0s pacientes apresentaram niveis aumentados de MCP-1
urinario, sugerindo um maior risco para o desenvolvimento de doenca renal (DUARTE et al.,
2014; HANEMANN, et al, 2013; MENESES et al., 2014; OLIVEIRA, 2014; MENESES
2017).

Além disso, no presente estudo foi observado através de uma andlise de
correlacdo que os niveis de MCP-1 urinario na admissao hospitalar se correlacionaram com
marcadores tradicionalmente utilizados na pratica clinica, como a creatinina, ureia,
albumindria e apresentaram ainda correlacdo inversa com a TFG no periodo da admissdo
hospitalar.

Da mesma forma, os niveis de MCP-1 urinario na admissdo hospitalar também se
correlacionaram com marcadores tradicionalmente utilizados na préatica clinica durante o uso
da Anf-B lipossomal, como a creatinina, ureia, e se correlacionaram de forma inversa com a
TFG.

Percebe-se dessa forma, que neste estudo foram encontradas boas associagdes de
MCP-1 urinario com marcadores renais atualmente utilizados. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros estudos com MCP-1 urinério, onde a MCP-1 foi apontada como um
biomarcador potencial para LRA (MUNSHI et al., 2011). Em um estudo com LV antes do
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tratamento foi evidenciado ainda que niveis elevados de MCP-1 urinario (UMCP-1) se
associaram com o aumento da albumindria (MENESES, 2017).

No presente estudo foi observada uma diminui¢do de forma significativa nos
niveis séricos de IL-6 nos pacientes com LV, quando comparados os resultados obtidos
durante o tratamento com Anf-B lipossomal com os resultados encontrados na admissédo
hospitalar, evidenciando uma melhora desses pacientes durante o tratamento. Esse resultado
sugere que o aumento do MCP-1 nos pacientes durante o uso da Anf-B lipossomal, pode estar
relacionado a um possivel dano tecidual provocado pela terapia medicamentosa e pela morte
dos parasitas, visto que o mecanismo de acdo da Anf-B leva a perda da integridade da
membrana plasmatica, com consequente liberagdo do contetdo citoplasmatico, causando dano
as células vizinhas, além de uma reacdo inflamatdria local. Além disso, a diminuicdo das
concentragdes séricas da IL-6 levam a um aumento da atividade macrofagica que ajudam na
eliminacdo e remocdo dos parasitas mortos (DOS SANTOS et al, 2016; NAGATA et al,
2010; TAKAHISATYANO et al., 2009).

Resultado semelhante foi encontrado recentemente em um estudo com LV, onde
0s niveis de IL-6 estavam aumentados nesses pacientes antes do tratamento quando
comparados com um grupo controle, e apds o tratamento 0s niveis diminuiram
significativamente. Nesse mesmo estudo, a IL-6 se correlacionou com as manifestaces
clinicas da doenga juntamente com IL-10, IL-27 e TNF-a. Além disso, a mesma se
correlaciou fortemente com a gravidade da doenca, apresentando niveis mais elevados em
pacientes mais graves quando comparados com pacientes menos graves e estando presente
nos pacientes que evoluiram para o 6bito (DOS SANTOS et al, 2016).

Outro biomarcador analisado neste estudo foi o KIM-1 urinario, que esta presente
nas células tubulares proximais durante a lesdo, contudo na auséncia de problemas renais, nao
existe expressdo do mesmo (ICHIMURA et al., 1998; SHAO et al., 2014; MENESES 2017).

No presente estudo, de forma semelhante a MCP-1, os niveis de KIM-1 urinario
também apresentaram diferencas significativas quando comparados os valores encontrados na
admissdo hospitalar com os valores encontrados durante o tratamento com Anf-B lipossomal
nos pacientes com LV. Foi observado um aumento nos niveis de KIM-1 que podem estar
relacionados com algum grau de leséo tubular causada pelo uso da Anf-B lipossomal em
pacientes com LV. Apesar do aumento em seus niveis, 0 KIM-1 ndo se associou de forma
significativa com os marcadores tradicionalmente utilizados na pratica clinica.

Em um estudo experimental feito com ratos utilizando Anf-B desoxicolato, a

toxicidade renal dessa formulagdo foi avaliada através de KIM-1 urinario, que foi dosado
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antes do inicio do tratamento e ap0ds 7 dias consecutivos de injecao IV Fungizone®. Os niveis
urinérios de KIM-1 aumentaram em 3 vezes apés o tratamento (KANG et al, 2016).

Em um estudo recente com pacientes diagnosticados com LV antes do tratamento,
foram detectados niveis elevados de KIM-1 urinario (UKIM-1) e esses niveis estiveram
correlacionados com a creatinina serica, uréia, hiponatremia, albumindria e proteinuria
(MENESES, 2017).

Em outros estudos realizados com diferentes contextos clinicos foi observado que,
em pacientes com cirrose hepdtica, 0s niveis sanguineos de KIM-1 aumentaram
significativamente, a medida que os niveis da TFG diminuiram (LUO, 2015). Também foi
demonstrado em outro estudo, que a concentracdo urinaria de KIM-1 foi significativamente
maior em pacientes com LRA secundéria a cirrose descompensada quando comparada a um
grupo controle de pessoas saudaveis, e as concentracdes de KIM-1 aumentaram com
progressdo da doenca. Isso mostra que o KIM-1 urinario pode servir como um marcador
efetivo para monitorar a LRA secundéria a cirrose e pode ser um marcador precoce da
progressdo da doenca (LEI et al, 2018).

Sobre os niveis de VEGF urinarios encontrados nesse estudo, ndo foram
evidenciadas diferencas significativas nos seus niveis na admissdo hospitalar e nos niveis
durante o tratamento. O VEGF, assim como o KIM-1, ndo se associou com 0s marcadores
renais atualmente utilizados.

A limitacdo deste estudo é o nUmero pequeno de pacientes acompanhados, o que
dificulta uma avaliacdo melhor da associacdo desses novos marcadores com a Anf-B
lipossomal. Essa limitacdo ndo invaliada os resultados encontrados, mas mostra a necessidade
de outras pesquisas que se envolvam nesse contexto.

Dessa forma, sdo necessarios mais estudos em busca de novos biomarcadores que
sejam mais sensiveis e que auxiliem em um diagnostico de lesdo renal mais rapido do que 0s
marcadores atualmente utilizados, visando assim, um melhor manejo clinico para esses
pacientes com doencas infecto-parasitarias, comumente negligenciadas, como no caso da

leishmaniose visceral.
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CONCLUSAO

Houve um aumento significativo nos niveis de MCP-1 e KIM-1 urinarios nos
pacientes com leishmaniose visceral durante o uso da Anf-B lipossomal em relacao
aos niveis destes na admisséo hospitalar.

O uso da Anf-B lipossomal levou a uma diminuicdo dos niveis de IL-6 de forma
significativa, mostrando uma melhora dos pacientes com o tratamento.

O uso da Anf-B lipossomal néo apresentou nefrotoxicidade importante de acordo com
parametros renais clinicos, mas pode ter contribuido para algum grau de lesdo renal,
evidenciada pela elevacdo de MCP-1 urinario e KIM-1 urinario.

Os niveis de uUMCP-1 se associaram estatisticamente aos marcadores renais utilizados

na pratica clinica.
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Esderege: Rua Capido Francisco Pedeo 1210

Telefone para corato (K8) 9995 19298

Hordno de atesdimento: hocdnso comeacial

Se vocé tiver alguma comsxderagdo ou divida, sobre 3 sua participacio ma pesquisa,
entre em contato com 0 Comuté de Fiaca em Pesquiss da UFC/PROPESQ



79

Comitd de Etica em Pesquiza da UFC/PROPESC
Bua Coronel Munes de Melo, 1 ({6 - Rodolfio Tedfilo
Telefome para contato: 3366-8344/3366-8346,
Hordrio: 08:00-12:00 horas de segunda a sexia-feira).

O CEFUFCTPTROPESC & a mstincia da Universidade Federal do Ceard responsivel pela avaliagio e
acompanhamento dos aspecios éticos de indas as pesquisas envaolvendo seres humamos

T.RESSARCIMENTO DAS DESFESAS: Caso ola) Sr.a) aceite particapar da pesguisa, ndo receberd
nenbuma compensagio financeira

ROONCORDANCTIA NA PA HTI['II‘.&{':";{}: Se oia) Srqa) estver de acordo em participar deverd
preencher e assanar o Termo de Comsentimento Pos-esclarecido que 5= segue, @ receberd oma v deste
Terma

() smjeito de pesquisa ou seu representamte legal, quando for o caso, deverd rubncar todas 2= folhas
do Termo de Consenbimemio Livre e Exclarecido — TCLE - apondo sua assimatora m altima pdgin
do referidoe Termo

(} pesquisador respomsivel deverd da mesma forma, rubnicar todas as folhas do Temo de
Comentimento Livre e Esdarecido — TCLE - apomdo sua assinatura na altma pégira do refendo
Termo




CONSEN LIMEN L0 POS-INFORMALC

() gbaro assmado . Anos,
R , declara que ¢ de livre e espontines vontade gue esta
como participante de uma pesquisa. En declaro que i condadosamente este Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido ¢ que, apis sua leitura, tive a oportumdade de
fazer perguntas sobre o seu comteddo, como também sobre a pesquisa, e recehi
explicagiies que responderam por completo minhas dividas. E declaro, ainda, estar
recebendo uma via assinada deste termao.

Fortakera-Ce. de de

Aszinatura do parbcipante
Data

O Represemtanie kegal
Diata

Impressdo dachloscopca

Aszanatura do Pesguisador
Data

Axznatura da festemunha
Diata

Aszingtura de quem aplsoou o TCLE
Diata
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