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RESUMO

Introducdo. O objetivo desse estudo é investigar as alteracdes tubulo-glomerulares
e avaliar marcadores urinarios nos pacientes com LV. Métodos. Foi realizado estudo
prospectivo com 16 pacientes com LV antes do tratamento com antimonial
pentavalente, em acompanhamento na cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil. Testes de
concentracdo e acidificacdo urinarias foram realizados. Foram calculadas taxa de
filtracdo glomerular (TFG), fracdo de excrecdo de sodio (FEna), transporte
transtubular de potassio (TTKG) e transporte de agua livre de solutos (TcH20).
Avaliou-se a proteindria. O grupo LV pré-tratamento foi comparado com
13 voluntarios sadios (grupo controle) e cinco pacientes foram reavaliados no
pos-tratamento. Os transportadores aquaporina 2 (AQP2), canal de K' apical
(ROMK) e pendrina foram quantificados pela pesquisa de exossomas na urina. A
proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e o malondialdeido (MDA) foram
quantificados na urina. Resultados. Déficit de concentracdo urinaria foi encontrado
em todos os pacientes antes (100%) e em cinco dos quatro casos reavaliados (80%)
depois do tratamento. A osmolaridade urinaria média foi significativamente menor
nos pacientes LV pré-tratamento quando comparado ao controle (516+113 vs.
743+189 mOsm/L, p<0,001) e ndo houve diferenga entre os pacientes reavaliados
no pos-tratamento. Déficit de acidificacdo foi detectado em nove casos (56,2%)
antes e 2 (40%) apdés o tratamento, considerando o pH urinario > 55 apos
sobrecarga de CaCl,. A proteinUria mostrou-se significantemente maior no grupo LV
pré-tratamento (250,6+375,5 vs. 83,7+49,2 mg/24h, p=0,022) regredindo apés o
tratamento (268,1+259,4 vs. 113,3+50,1mg/24h, p=0,043). FEn, foi mais elevada no
grupo LV pré-tratamento. A pesquisa dos exossomas urinarios AQP2 ndao mostrou
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (128+88 vs.100+40, p=0,41),
assim como a do canal ROMK (122+42 vs. 100+27, p=0,34) e da pendrina (105+7,5
vs. 100+£13% p=0,48). A dosagem de MCP-1 e MDA urinarios foram mais
elevadas nos pacientes pré-tratamento quando comparado aos controles (374+359
vs. 42+29 pg/mg-Cr, p=0.002 e 5.4+2.6 vs. 2.0+£0.8 pmol/mL, respectivamente).
Concluséo. Pacientes com LV apresentam déficit de concentracdo e acidificacao
urinarias antes e 90 dias apds o tratamento e evidéncias de inflamacéo renal

incipiente.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral. Quimiocina CCL2. Malondialdeido.



ABSTRACT

Background. The aim of this study is to investigate abnormalities in glomerular and
tubular function in VL patients. Methods. This is a prospective study with 16 VL
patients before treatment with pentavalent antimonium, in hospital monitoring, in
Fortaleza, Ceara, Brazil. Urinary concentration and acidification tests were performed
after a 12h period of water and food deprivation using desmopressin and calcium
chloride (CaCl,). Glomerular filtration rate (GFR) Fractional excretion of sodium
(FEna), transtubular potassium gradient (TTKG) and solute free water reabsorption
(TcH20) were calculated. Microalbuminuria and proteindria were measured. The VL
group pre-treatment was compared to a group of 13 healthy volunteers (control
group) and 5 VL patients were revalued after treatment. Aquaporin 2 (AQP2), renal
outer medullary K* channels (ROMK) and pendrin were quantified trough exosomes
search in urine. Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and malondialdehyde
(MDA) were quantified in urine. Results. Urinary concentration deficit was found in all
VL patients before (100%) and 4 in 5 cases (80%) after treatment. Urinary osmolality
was significantly lower in VL patients pre-treatment compared to control group
(516+113 vs. 743+189 mOsm/L, p<0,001, after 12h period water deprivation and
desmopressin). There was no difference after treatment revaluation. Urinary
acidification deficit was found in 9 cases before (56,22%) and 2 (40%) after
treatment, considering urinary pH > 5.5 after CaCl, test. GRF was similar between
the groups. Proteinuria was significantly higher in VL patients pré-treatment
(250,6+375,5 vs. 83,7+49,2 mg/24h, p=0,022) and presented important regression
after revaluation (268,1+259,4 vs. 113,3+50,1, p=0,043). FENa, was higher in VL
group when compared to control group. The search for AQP2 (128+88 vs.100+40%,
p=0,41), ROMK (122+42 vs. 100+27%, p=0,34) and pendrin (105+7,5 vs. 100+£13%
p=0,48) were not significant. Urinary MCP-1 showed significant difference between
VL patients before treatment and control group (374+359 vs. 42+29 pg/mg-Cr,
p=0.002) well as urinary MDA (5.4£2.6 vs. 2.0+0.8 pumol/mL). Conclusion. VL
patients present persistent urinary concentration and acidification deficit in 90 days
period after treatment and present inflammation and incipient renal damage although

other classical markers such as creatinine are not changed.

Keywords: Visceral Leishmaniasis. Chemokine CCL2. Malondialdehyde.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) € uma doenca de elevada incidéncia e
ampla distribuicdo no Brasil, com 1,9 casos por 100.000 habitantes. Diversos
aspectos biologicos, ambientais e sociais contribuem para a crescente urbanizacao
da moléstia, que tem assumido uma importancia cada vez maior como problema de
salde publica (MARZOCHI et al., 1994; GONTIJO; MELO, 2004).

Trata-se de uma zoonose, endémica em areas tropicais ao redor do
mundo, cujo agente etiolégico é a Leishmania (L.) chagasi e o principal vetor
responsavel pela transmissdo nas Ameéricas é a Lutzomyia longipalpis; entretanto no
Mato Grosso, Brasil, ha evidéncias da transmissdo através da Lutzomyia cruzi
(MISSAWA et al., 2011).

A doenca na regido Nordeste do Brasil é de grande importancia e
diversas cidades como Maranhdo e Teresina jA& demonstraram exemplos bem
documentados do carater reemergente da LV (ARIAS, 1996). O Estado do Ceara ja
demonstra preocupacdo com o tema desde a década de 50, quando trabalhos
iniciais ja delineavam o perfil da moléstia e sugeriam medidas de controle em todas

as esferas clinicas e ambientais (ALENCAR, 1961).

Entre todos os individuos infectados, apenas uma pequena parcela
desenvolve os sinais e sintomas da doenca, que incluem, principalmente, febre de
longa duracéo, perda ponderal, astenia, adinamia e alteracbes laboratoriais como
anemia, podendo evoluir para 6bito 90% dos casos mais graves nao tratados
(BRASIL, 2010).

As faixas etarias mais extremas sdo as mais acometidas apresentando,
em estagios mais avancados da doenca, um carater consuptivo importante
(MARZOCHI et al., 1981).

A Leishmania € um parasito intracelular obrigatério, que ocasiona uma
resposta imunolégica com predominio de linfocitos T auxiliares do tipo 2 (Th-2) e
inadequada producéo de interleucina-2 e gama-interferon em fases mais avancadas
da doenca, alteracdes estas que sao reversiveis com o tratamento (CARVALHO;
BADARO; REED, 1985).
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O rim é um 0Orgdo com intensa vascularizacdo e, por isso, bastante
susceptivel a doencas infecciosas tropicais. O acometimento renal nas doencas
tropicais, incluindo a leishmaniose visceral, tem sido estudado nos ultimos anos e
vem sendo atribuido especialmente a alteracdes inflamatorias decorrentes do
parasitismo. A inflamag&do raramente leva a fibrose e o0s principais mecanismos
descritos que justificam a alteracdo de funcao renal sao nefrite intersticial,
deposicdo de imunocomplexos, especialmente Imunoglobulina M (IgM) e C3 na
parede capilar e mesangio, e complicacdes decorrentes de hipovolemia. Ha
expansdo do mesangio, presenca de depdsitos imunes nessa localizacéo,
conforme explicado acima, e aumento das células endoteliais (BRITO et al., 1975;
MANCIANTI; POLI; BIONDA, 1989; ANDRADE; ANDRADE, 1996; SALGADO-
FILHO; FERREIRA; COSTA, 2003). Em decorréncia de lesdes tubulo-intersticiais
inflamatérias os pacientes podem apresentar deficiéncia em processos de
acidificacdo e concentracdo urinarias, assim como disturbios eletroliticos (LIMA
VERDE et al., 2007; LIMA VERDE et al., 2009).

O tratamento da leishmaniose visceral é realizado com antimoniais
pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina - Glucantime® e o stibogluconato
de sédio - Pentostan®), que inibem a atividade glicolitica e a via oxidativa dos &cidos
graxos das amastigotas. S&o drogas recomendadas para uso pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) dada sua eficacia associada ao baixo custo,
especialmente os antimoniais pentavalentes, que sado drogas de primeira linha no
tratamento da doencga. Entretanto, sdo medicamentos que ndo s&o isentos de
relacdo com toxicidade renal (RODRIGUES et al., 1999).

A nefrotoxicidade, especialmente naqueles pacientes com LV tratados
com anfotericina B, € outro mecanismo importante de lesdo renal aguda, tendo sido
demonstrado inclusive relagdo com aumento da mortalidade nesse grupo de
pacientes (OLIVEIRA, 2010).

Mais recentemente, estudo com pacientes diagnosticados com
leishmaniose tegumentar americana demonstrou deficiéncia de concentracdo e
acidificacdo urinérias provavelmente decorrentes de alteracdes na expressdo de
proteinas transportadoras de sodio e agua dos tubulos renais (OLIVEIRA et al.,
2011).
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O estudo dos exossomas urinarios em doencas tropicais tem surgido, nos
altimos anos, como a possibilidade de uma nova ferramenta auxiliar no
entendimento diagnéstico da disfungéo renal. Andrade et al. (2007) demonstraram
reducdo da expressao de Aquaporina 2 (AQP2) e transportador de sédio/hidrogénio

isoforma 3 (NHE3) em tecido renal de hamsters infectados com leptospirose.

Além disso, outros marcadores como a proteina quimiotatica de
monocitos (MCP-1), tém sido utilizados com a proposta de avaliar o processo
inflamatorio encontrado em doencas crbénicas a exemplo do diabetes mellitus, mas

dificilmente em processos infecto-parasitarios.

Na literatura médica vigente ndo ha estudos que demonstrem alteracdes
em exossomas urinarios ou na proteina quimiotatica de mondcitos em pacientes
com diagnostico de leishmaniose visceral, sendo esses alguns dos objetivos do
presente estudo, além de avaliar o comportamento da funcao renal tubulo-intersticial
apos o tratamento com antimonial pentavalente, contribuindo para melhor manejo

clinico desses pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose reemergente de ampla
distribuicdo mundial de grande importancia para as regides tropicais e subtropicais.
E considerada pela OMS como uma das doencas negligenciadas e tem nas
Américas o Brasil como um pais com diversas condicfes socioambientais

perpetuadoras do ciclo complexo de transmissédo da doenca.

A disseminacédo para areas urbanas e peri-urbanas de cidades de médio
e grande porte tem sido uma caracteristica marcante da moléstia nos ultimos anos,
atingindo a populacdo mais exposta de regides com condi¢cdes sanitarias pouco
favoraveis e muitas vezes com dificuldade de acesso ao tratamento adequado, o
que contribui para aumento da letalidade (GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2006b).

A doenca apresenta ainda outras denominacdes como calazar,
esplenomegalia tropical, doenca do cachorro, febre negra ou febre dum-dum (esses

dois Ultimos especialmente na India).

2.1 Historico

O primeiro relato da doenca data de 1824 em Jessore, na india, quando
varios médicos a época acreditavam que se tratava de uma forma virulenta da
malaria. Tornou-se epidémica na regido e em 1835 na Grécia, a doenca foi
denominada de denominada de "ponos" ou "hapoplinakon” e ficou conhecida na
india em 1869 como "kala-jwar", que quer dizer febre negra, ou "kala-azar", pela
pigmentacdo mais escurecida da pele das pessoas acometidas (MANSON-BAHR,
1973; MARZOCHI et al., 1981; COX, 2003).

Peter Borovsky foi o primeiro a descrever um provavel agente relacionado
a doenca, em 1898, publicando suas observacées em um jornal local na Russia.
Entretanto a descoberta do parasito causador da doenca ocorreu oficialmente em
1901, quando William Leishman, um médico do exército BritAnico que servia na
india, identificou um protozoario no baco de um soldado que havia falecido em
decorréncia de febre local conhecida como febre “Dum Dum” ou “Kala-azar”. Suas

anotacdes ndo foram publicadas até 1903, quando semanas antes da publicacdo
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Charles Donovan também anunciou ter encontrado o mesmo parasito no bago de
pacientes com a doenca e a identificagdo do parasito nas duas descobertas

simultaneamente foi a seguir confirmada (COX, 2003).

Leonard Rogers, em 1904, iniciou o cultivo do parasito e demonstrou que
nas culturas ele era visto sob a forma flagelada. Patton, em 1907, observou as
formas leishmanias (amastigotas) e formas leptomonas (promastigotas) no intestino
de insetos que eram alimentados em pacientes com LV (FAUST; RUSSEL; JUNG,
1974). Em 1908, Charles Nicolle demonstrou o papel do cdo como hospedeiro

intermediario no ciclo da doenca.

A busca pelo vetor foi mais longa, sendo apenas em 1921 que estudos
experimentais realizados pelos irmédos Edouard e Etienne Sergent resultaram no
encontro de provas que evidenciavam a transmissao do parasito através de insetos
dipteros do género Phlebotomus. Entretanto, apenas em 1941, Adler e Ber
demonstraram o modelo da infec¢cdo através do repasto sanguineo dos insetos
(COX, 2003).

No periodo entre 1905 a 1950 houve varias descricdes da LV em diversas
regibes do mundo, inclusive com endemias no norte e leste da Africa, em quase todo
continente Asiatico acometendo principalmente india e sul da Mongélia. Na Europa
houve casos identificados na costa do Mediterrdneo, Roménia, Bulgaria e RUssia
(DESJEUX, 1992).

O primeiro caso de LV relatado no Brasil ocorreu em 1913 e foi descrito por
Luis Migone. O paciente era um imigrante italiano que morava em Santos (SP) e, apés
vigjar para a cidade de Boa Esperanga no Mato Grosso, apresentou os sintomas da
doenca. Entretanto o diagnadstico foi realizado no Paraguai (ALENCAR, 1977).

Em 1953, diversos casos da doenca surgiram, principalmente no Estado
do Cear4, incluindo a cidade de Sobral, com relato de 174 casos. Foi, entdo, criada
a “Campanha contra a Leishmaniose Visceral” e os estudos concentravam esforgos
na luta contra a transmissdo da doenca, sugerindo métodos de controle (ALENCAR,
1961). Na década seguinte, entre os anos de 1953 e 1965, a LV foi plenamente
reconhecida como endémica no Brasil, demonstrando grande expressividade na

Ameérica Latina. Diversos relatos somaram-se aos da cidade de Sobral no Ceara,
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incluindo Jacobina, na Bahia, com 31 casos e o Estado do Piaui com 45 casos
(ARAGAO, 1953; PESSOA; SILVA; FIGEREDO, 1955; ALENCAR, 1959).

Apesar das campanhas de combate a doenca, esta seguiu acometendo
pessoas durante décadas em nosso pais e em diversas regides do mundo, em sua
maioria locais onde ainda encontra condigdes sociais e econémicas desfavoraveis

gue contribuem para sua prevaléncia.

2.2 Etiologia

O agente etiologico da leishmaniose visceral € um protozoario
pertencente a familia Trypanossomatidae e género Leishmania. Destacam-se as
espécies L. (L) donovani, L. (L) infantum e L. (L) chagasi como relacionadas a
doenca no homem, sendo esta Ultima a mais comumente envolvida na transmisséo
no Brasil (BRASIL, 2006Db).

A Leishmania € um parasito intracelular obrigatério que se reproduz nas
células do sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos susceptiveis sob a forma
aflagelada (amastigota) e sob a forma flagelada (promastigota) no tubo digestivo do
vetor. No Brasil, a transmissdo ocorre através da picada da fémea de insetos
flebotomineos das espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi infectados e
persiste enquanto houver parasitismo na pele ou no sangue periférico do hospedeiro
(homem). N&o ha transmissao entre pessoas e a forma congénita € rara. Ha poucos
relatos de transmissdo através transfusdo de sangue contaminado (ELTOUM,;
ZIJLSTRA; ALI, 1992; GROGL; DAUGIRDA; MOOVER, 1993; SHULMAN, 1994,
MEINECKE; SCHOTTELIUS; OSKAM, 1999; BRASIL, 2010).

A progressao do ciclo da doenca depende de inumeros fatores, incluindo
clima, condicdes de moradia, oportunidade de contato com o agente vetor e com
reservatorios da doenca, sendo os principais o cao (canis familiaris) em areas
urbanas e as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis
albiventris) nos ambientes silvestres. O avanco do desmatamento tem
proporcionado uma maior aproximacao entre o homem e 0s agentes vetores e 0s
reservatorios (DAVIDSON, 2006).
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O periodo de incubagédo da doenga no homem € em média de dois a seis
meses, podendo variar de dez dias a vinte e quatro meses. No cdo a média é de
aproximadamente trés a sete meses, com variacdo ampla entre trés meses a varios
anos (BRASIL, 2010).

2.3 Epidemiologia

A LV acomete em torno de 200.000 a 400.000 mil pessoas por ano em 98
paises, sendo que mais de 90% dos casos ocorrem em apenas seis paises: india,
Bangladesh, Sudéo, Sudao Sul, Brasil e Etiopia, baseado em estimativas da OMS.
Na Figura 1, observa-se a distribuicdo mundial da LV e a média de numero de casos

reportados entre 2005-2009 em alguns paises.

Mais da metade dos paises africanos encontram-se acometidos pela LV
(WEINA et al., 2004; POSTIGO, 2010). No Brasil a doenca é endémica, podendo
ocorrer alguns surtos com frequéncia. Encontra-se distribuida em 21 unidades da
federacdo, atingindo as cinco regides brasileiras. No Territério Nacional € uma
doenca de notificagdo compulséria conforme Lei n° 6.259, de 30 de outubro de 1975
e Portaria 1100/96, regulamentada pelo Ministério da Saude-MS (BRASIL, 2010).

Nos ultimos dez anos, a média anual de casos no Brasil foi de 3.379
casos e a incidéncia de 1,9 casos por 100.000 habitantes. A letalidade teve aumento
importante de 61,8% entre os anos de 1994 e 2008 subindo de 3,4% para 5,5%

nesse periodo.
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Figura 1 — Distribuicdo do numero de casos de leishmaniose visceral entre
2005-2009
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A regido Nordeste do Brasil era responsavel por 90% dos casos de LV na
década de 90 e a medida que a doenca progrediu para outras regides esse quadro
vem mudando e atualmente esse namero representa cerca de 48% dos casos do
pais (BRASIL, 2010).

Os Estados do Para, Tocatins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o
Paulo passaram a contribuir significativamente nas estatisticas de leishmaniose
visceral no Brasil (BRASIL, 2011).

De acordo com dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico
de Saude (DATASUS) do MS, o numero de casos notificados de LV na cidade de
Fortaleza, no ano de 2010, até a ultima atualizacdo (junho de 2012), foi de 220 dos
489 casos noitificados no Estado do Ceara. A Figura 2 mostra a evolu¢cdo do numero
de casos notificados no periodo de 2001 a 2010 em Fortaleza e no Estado do Ceara.
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Figura 2 — Casos de leishmaniose visceral notificados na cidade de Fortaleza e no
Estado do Ceara, no periodo de 2001 a 2010
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A doencga é mais frequente entre criangcas menores de dez anos e idosos.
Os homens sdo comumente mais afetados (BRASIL, 2010). A razdo de maior
susceptibilidade em criancas e idosos pode ser explicada pelo estado de relativa
imaturidade imunoldgica celular, agravado pela desnutricdo, tdo presente em areas
endémicas da LV, além de maior exposicdo ao vetor no peridomicilio (PASTORINO,
2002; BRASIL, 2006Db).

2.4 Patogenia

A leishmaniose visceral é caracterizada pela redugdo na resposta imune
celular aos antigenos do parasito Leishmania, com pacientes apresentando
caracteristicamente os testes intradérmicos negativos na doenca. Considera-se
entdo que a LV €& um estado de imunossupressdo mediado, principalmente,
pela deplecdo de células T, acompanhada da reducdo de outras células como
eritrécitos, plaquetas e neutréfilos (CARVALHO; BACELAR; BARRAL, 1989;

SANTOS-OLIVEIRA; DA-CRUZ, 2012).
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Muitos fatores foram sugeridos nas décadas anteriores e implicados
nessa alteragdo imunoldgica, tais como o comprometimento da resposta de células
T especificas contra antigenos do parasito Leishmania, auséncia de reacdo de
hipersensibilidade tardia contra esses antigenos e reducdo na capacidade de
linfécitos T de produzir interferon y e interleucina — 2 (CARVALHO,; BACELAR;
BARRAL, 1989).

O parasito Leishmania é intracelular obrigatério, e a medida que infecta
macrofagos, essas células tornam-se incapazes de responder aos diversos
mecanismos de ativagdo da imunidade celular, entre eles a apresentacdo de
antigenos, diferenciacdo dos linfécitos T, producéo de interleucinas e ativagdo dos
macrofagos (JERONIMO; PEARSON, 1992).

Estudos anteriores ja buscavam o modo pelo qual a Leishmania influencia
0 padrao de resposta da célula T, deprimindo a ativacdo macrofagica (CARVALHO;
TEIXEIRA; JOHNSON JR., 1981; SACKS et al., 1987).

Sabe-se, entretanto, que a Leishmania multiplica-se dentro dos
macrofagos, podendo ser morta no interior dessas células quando essas sao
ativadas pelo interferon- y ou diretamente pelo contato com células T CD4+,
especificas. A morte do parasito decorre de mecanismos monoxidativos,
intermediados pelo 6xido nitrico e seus metabdlitos (PERSON; SOUSA, 1992).

Estudos demonstram que esses linfocitos em pacientes com LV sao
incapazes de produzir interleucinas de padrao Thl (IFN- y e IL-2) e aumentam a
producdo daquelas de padrdo Th2 (IL-4 e IL-10), sendo reversivel apés a cura do
paciente (CARVALHO; BADARO; REED, 1985; CARVALHO; BACELAR; BARRAL,
1989; CARVALHO; BARRAL; PEDRAL-SAMPAIO, 1992).

O espectro da doenca que envolve a leishmaniose (incluindo casos de
envolvimento cutaneo, mucoso e visceral), pode ser comparado a outras infec¢des
intracelulares como a hanseniase, na qual existem polos que separam o0
oligoparasitismo do poliparasitismo, encontrando-se a leishmaniose visceral entre os
dois extremos (SILVEIRA; LAISON; CORBETT, 2004).
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2.5 Quadro clinico e laboratorial

A LV é uma doenca que pode apresentar-se com um grande espectro de
sinais e sintomas, 0 que em muitas ocasifes pode dificultar ou mesmo atrasar a
busca pelo diagndéstico e tratamento adequado. O paciente pode evoluir com pouco
ou nenhum sintoma ou com quadros clinicos graves que se ndo diagnosticados e
tratados com rapidez podem leva-lo ao ébito. Entre os fatores que determinam a
gravidade da doenca estédo a idade (principalmente os extremos), estado nutricional,
presenca de ictericia, disfuncdo renal e caracteristicas imunogenéticas (GAMA,
2004; OLIVEIRA et al., 2010).

As manifestacdes classicas da doenca, que levam a suspeita clinica séo:
febre, hepatoesplenomegalia, palidez cutaneomucosa e emagrecimento progressivo
(BRASIL, 2004), muitas vezes sinais e sintomas que podem confundir-se com outras
doencas tais como: enterobacteriose de curso prolongado, malaria, brucelose, febre
tifoide, esquistossomose hepatoesplénica, forma aguda da doenca de chagas,
linfoma, mieloma mudultiplo e anemia falciforme. Considerando a evolucao clinica o

MS optou por dividir a doenca em periodos descritos a seguir (BRASIL, 2010).

7

Periodo inicial € também denominado de fase aguda por alguns
autores e, na maioria dos pacientes, é caracterizado por febre com duracgéo
menor que um més, palidez cutaneomucosa e hepatoesplenomegalia. Em locais
onde a doenca é endémica uma pequena parte dos infectados, geralmente
criancas apresenta uma forma oligossintomatica de curta duracao, cerca de duas

semanas, com resolucao espontanea.

A evolucéo da doenca leva ao periodo de estado, que é caracterizado por
febre irregular, acompanhada de perda ponderal progressiva e aumento da
hepatoesplenomegalia. Em geral ja estdo decorridos mais de dois meses de

evolucdo e hd comprometimento do estado clinico do paciente.

Caso o diagnéstico da doenca ndo se estabeleca nos periodos anteriores,
o quadro clinico evolui progressivamente para o periodo final, que € caracterizado
por febre continua e comprometimento intenso do estado geral, com intensa
desnutricdo. Nessa ocasido podem surgir complicagbes como hemorragias e
infec¢cdes que podem levar o paciente ao oObito.



27

pY

Alguns fatores em adultos estdo mais relacionados a pior progndstico
como febre com periodo maior que 60 dias, anemia grave, esplenomegalia
volumosa, diarreia, ictericia, desnutricdo, sangramento e idade superior a 45 anos
(SEAMAN et al., 1996; WERNECK et al., 2003; COLLIN et al., 2004). E fundamental
identificar esse paciente no primeiro atendimento para adequar sSeu manejo

terapéutico e reduzir os riscos de evolucao para 6bito (BRASIL, 2006a).

Com relacéo as alteracdes laboratoriais encontradas, as mais frequentes
sao reducdo da hemoglobina e hematdécrito, geralmente acompanhada de queda dos
leucécitos e plaquetas. A anemia parece estar relacionada a mdultiplos fatores,
incluindo a destruicdo de eritrocitos no sitio esplénico, dificuldade na captacdo de
ferro e hemodiluicdo consequente a expansao volémica. Estudo experimental mais
recente demonstra ainda a possibilidade de alteracdo na eritropoese a nivel
medular, com inducdo de aptose de eritroblastos através de fatores mediados por
citocinas (PIPPARD et al., 1986; LAFUSE et al., 2013).

A hipoalbuminemia é uma caracteristica marcante nos pacientes com LV.
O intenso parasitismo hepatico e também jejunal sé&o fatores responsaveis pela
queda da albumina, levando, respectivamente, a sua reducdo da producdo e sua
perda pelo trato gastrointestinal. E importante lembrar ainda que, na maioria dos
casos, o tempo de doenga € prolongado o que agrava o estado de ma nutricao,
devendo este fator ser priorizado no contexto do tratamento da LV (MUIGAI, 1983;
PASTORINO, 2002; HARHAY et al.,, 2011). H& um aumento na producdo de
gamaglobulinas, podendo ser facilmente visualizado através de eletroforese de
proteinas séricas (LIMA VERDE et al., 2009).

Algumas outras condicbes somam-se ao quadro clinico da LV e tém sido
recentemente estudadas como as alteracdes hormonais. A maioria dos pacientes
apresenta elevacao da renina plasmética, sem elevagéo proporcional da aldosterona
plasmatica, valores normais ou discretamente elevados de horménio antidiurético
(ADH), reducao dos niveis de paratormonio, elevacédo da concentracdo de horménio
adrenocorticotrofico, com cortisol sérico normal, niveis elevados de horménio
tireoestimulante e baixos de tri-iodotironina (T3) e tiroxina (T4), retardo no
desenvolvimento puberal, podendo ocorrer queda de pelos axilares e pubicos,

amenorreia e intenso estado inflamatorio mediado por citocinas provavelmente
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interleucina-1, interleucina-2, interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa (LIMA
VERDE et al., 2011).

Sao considerados como sinais de alerta para probabilidade de evolugéao
para situacOes de gravidade criancas entre seis meses e um ano e adultos entre 50
e 65 anos, ocorréncia de recidiva, diarreia, vomito, infeccdo bacteriana suspeita ou
febre superior a 60 dias. Deve ser considerado grave, de acordo com orientagdes do
MS, todo paciente com diagnostico de LV com idade inferior a seis meses ou
superior a 65 anos, com desnutricdo grave, comorbidades ou uma das
manifestacdes clinicas: ictericia, fendbmenos hemorragicos (exceto epistaxe), edema
generalizado, sinais de toxemia (letargia, ma perfusdo, cianose, taquicardia ou
bradicardia, hipoventilagdo ou hiperventilacdo e instabilidade hemodinamica). Deve
ser hospitalizado todo paciente que se enquadre em situacéo de alerta ou gravidade
ou ainda aqueles que apresentarem exames laboratoriais com as seguintes
alteracées; leucdcitos abaixo de 1.000/mm® ou neutréfilos abaixo de 500/mm?,
hemoglobina menor que 7g/dL, creatinina sérica superior a duas vezes o valor de
referéncia, atividade de protrombina menor que 70%, bilirrubina acima dos valores
de referéncia, enzimas hepéticas acima de cinco vezes o valor de referéncia,
albumina sérica inferior a 2,5mg/dL e/ou radiografia de torax sugestiva de infeccao
ou edema pulmonar (BRASIL, 2006a).

2.6 Diagnostico

O conjunto de dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais, deve ser
considerado no momento da suspeita diagnéstica da LV, visto tratar-se de uma
doenca com uma diversidade de sinais e sintomas, comumente encontrados em
outras afeccdes. Dessa maneira, é fundamental que o diagndstico seja estabelecido
através de testes laboratoriais imunologicos e/ou parasitolégicos (RIGO; RIGO;
HONER, 20009).

O diagnéstico parasitolégico compreende a demonstracdo do parasito em
material obtido de biopsia ou puncédo aspirativa do baco, figado, medula 6ssea (local
preferivel) ou linfonodos, por meio de esfregaco, histologia, isolamento em meios de

cultura ou inoculagdo em animais de laboratorio, este ultimo sendo teste experimental
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sem valor pratico no diagnéstico clinico. A especificidade é de 100%, mas a
sensibilidade é variavel, pois a distribuicdo dos parasitos ndo € homogénea no mesmo
tecido. O diagndstico imunoldgico refere-se a pesquisa de anticorpos contra o parasito
Leishmania, através de testes de aglutinacdo direta, imunofluorescéncia indireta
(reacdo de imunofluorescéncia indireta-RIFI) e ensaio imunoenzimatico (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay-ELISA), que utilizam antigenos brutos apresentando
limitacdes em termos de especificidade (SUNDAR; RAI, 2002).

De acordo com o MS, o caso considerado com diagnostico confirmado
(critério clinico laboratorial) sera aquele com no minimo um dos seguintes critérios:
encontro do parasito nos exames parasitolégicos diretos ou de cultura, RIFI reativa
com titulo de 1:80 ou mais, desde que excluidos outros diagndsticos e/ou teste
imunocromatografico, comumente conhecidos como teste rapido, que utilizam
antigenos recombinates. Com relacdo ao diagnostico clinico epidemiologico, o0s
pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmacéo laboratorial, provenientes de
areas com transmissao de LV, mas com resposta favoravel ao teste terapéutico,

serdo considerados também como casos confirmados (BRASIL, 2011).

E importante ressaltar que na presenca de dados clinicos e laboratoriais,
um teste sorologico reagente, refor¢a o diagnostico de LV. Contudo, na auséncia de
manifestacbes clinicas, o tratamento especifico ndo é autorizado, pois titulos de
anticorpos variaveis podem persistir por longos periodos apos o tratamento
(BRASIL, 2006Db).

Os testes menos invasivos como fixagdo de complemento,
imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico ou aqueles baseados em
reacdo de cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR) para
amplificacdo de &cido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid-DNA) de
Leishmania sdo opc¢bes que apresentam um dos dois inconvenientes: significante
namero de reacdes cruzadas com outras espécies da familia Trypanossomatidae ou
custo elevado. A descoberta do antigeno K-39 da Leishmania na ultima década,
levou a producédo do antigeno recombinante K-39 (rK-39) com bons resultados no
diagnéstico da LV. Quando a pesquisa é utilizada em plataformas baseadas em
ELISA resulta em sensibilidade de 93-99% e especificidade de 93-100%. A mesma

proteina pode ser utilizada em plataformas imunocromatograficas, que permitem
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execucao mais simples e interpretacéo visual das reacdes, variando a sensibilidade
nesse caso entre 67-100% e a especificidade 59-100% respectivamente (BURNS
JR. et al,, 1993; LEMOS et al., 2003; ASSIS et al., 2008).

Na pratica clinica as ferramentas mais utilizadas para diagnéstico no meio
local sdo o exame parasitologico através do aspirado da medula 0ssea e exame
sorolégico através de RIFI e/ou teste rapido com antigeno rK-39 em conjunto com o0s

dados clinicos e epidemiologicos.

2.7 Tratamento

Os antimoniais foram utilizados pela primeira vez no Brasil para
tratamento da LV sob sua forma antiménio trivalente Sb™® em 1912 por Gaspar
Viana. Entretanto, devido aos diversos efeitos colaterais, dificil administracdo e alta
toxicidade foi introduzido em 1937 o estibogluconato de sddio, forma pentavalente
do antimdnio- Sb™, e desde entdo os antimoniais pentavalentes tém sido
utilizados para o tratamento da LV como droga de primeira escolha, de acordo com
recomendacdes do MS. No Brasil a formulacdo utilizada € o antimoniato de
N-metilglucamina (nome comercial glucantime®) linha (HERWALDT, 1999; OLLIARO
et al., 2005; CAMARGO; LANGONI, 2006).

Como o uso do antimoniato de N-metilglucamina, é frequente ha cerca de
sete décadas como terapia de primeira linha, a OMS recomenda que a dose de
antimonial pentavalente seja calculada em mg/Sb**/Kg/dia (Sb*® significando
antimonio pentavalente). Apresenta-se comercialmente em frascos de 5 mL, que
contém 1,5g de antimoniato bruto, correspondendo a 405mg de Sb**, com cada mL
contendo 81 mg de Sb*. A dose recomendada pelo MS é de 20mg/Kg/dia de Sb*
durante 20 dias, podendo chegar a 30 e no maximo 40 dias, com limite maximo de
trés ampolas/dia (BRASIL, 2010).

O antimonial pentavalente tem a vantagem de ser administrado
ambulatorialmente, o que pode diminuir os riscos relacionados a um periodo
prolongado de internacdo hospitalar. Entretanto, mesmo a nivel ambulatorial deve

ser administrado com cautela nagueles pacientes com cardiopatias, nefropatias e
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hepatopatias e sua monitorizacdo deve ser rigorosa com realizacdo de
eletrocardiograma no inicio, durante (cerca de duas vezes por semana) e no final do
tratamento, além de avaliacdo semanal das enzimas hepaticas, funcdo renal e
amilase e lipase (BRASIL, 2011).

Os eventos adversos sao inumeros e incluem artralgia, mialgia,
inapeténcia, nquseas, vomitos, sensagdo de plenitude géstrica, epigastralgia, pirose,
dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdes, insonia,
choque pirogénico, edema e disfuncao renal aguda. Em poucos casos é necessario
interromper o tratamento. Doses excessivas, além das recomendadas, podem

acarretar toxicidade cardiaca e renal. E contraindicado seu uso em gestantes.

Sabe-se que os antimoniais pentavalentes apresentam rapida excrecao
renal (REES et al., 1980); entretanto, seu uso prolongado em doses convencionais ou
elevadas pode acarretar dano a funcao renal (SAMPAIO et al., 1980; BALSAN;
FENECH, 1992). Apesar das descri¢cdes na literatura de disfuncéo renal relacionada
ao uso desse medicamento, acredita-se que mdltiplos fatores estejam envolvidos na
ocorréncia da lesdo renal como deplecdo volémica ou toxicidade tubular direta
ocasionada pela substancia (VEIGA et al., 1983; JOLLIFFE, 1985; KHER et al., 1991).

As drogas de segunda escolha no Brasil para o tratamento da LV incluem
o desoxicolato de anfotericina B e suas formulagcbes lipossomais (anfotericina B
lipossomal e anfotericina B de dispersao coloidal). Trata-se da droga leishmanicida
mais potente disponivel comercialmente, com eficacia de tratamento préxima a
100%; entretanto, seu uso estd associado a diversos efeitos colaterais, todos
dependentes da dose utilizada. Na india, por mdltiplos fatores, incluindo resisténcia
do parasito ao antimonial pentavalente, a anfotericina B é a droga de primeira
escolha para tratamento da LV. No Brasil, ela esta indicada como primeira opcao
naqueles pacientes considerados portadores de leishmaniose grave, conforme
definicdo do MS anteriormente citada, nos casos em que ha contraindicagéo ou falha
terapéutica com o uso de antimonial pentavalente (BRASIL, 2006a; SUNDAR et al.,
2008; Ait-OUDHIA et al., 2011).

A anfotericina B apresenta-se comercialmente em frascos com 50mg de

desoxicolato sddico de anfotericina B. A dose recomendada pelo MS é de
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1mg/Kg/dia, ndo ultrapassando 50mg/dia, por cerca de 14 a 20 dias. Os eventos
adversos mais comuns sao febre, cefaleia, nauseas, vomitos, hiporexia, tremores,
calafrios, flebite, cianose, hipotensdo e recomenda-se avaliagcdo sistematica e
rigorosa da funcdo renal e dos eletrélitos seéricos, especialmente potassio e
magnésio, repondo quando necesséario. Nos casos de disfuncdo renal pode-se
utilizar a formulagéo lipossomal e nesse caso a dose recomendada é de 3mg/Kg/dia
por sete dias ou 4mg/Kg/dia por cinco dias (BRASIL, 2011).

Outra opcao terapéutica € o miltefosine, com a vantagem de
administragao oral. Trata-se de uma substancia inicialmente descoberta com a
finalidade anti-neoplasica, que atualmente tem seu uso liberado na India e Etiépia
para tratamento da leishmaniose visceral e na Coldombia e Bolivia para tratamento
das formas cutaneas. Nos casos em que ocorrem formas pouco usuais, como a
leishmaniose cutanea difusa ou leishmaniose dérmica péds-calazar, e ha
necessidade de tratamento prolongado, o miltefosine seria uma opg¢ao terapéutica.
Os eventos adversos relacionados sédo nauseas, vomitos, diarreia, hepatotoxicidade
e nefrotoxicidade (SUNDAR; OLLIARO, 2007; BERMAN, 2008).

2.8 Acometimento renal na leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral, assim como outras doencas infecto-parasitarias,
pode acometer o rim por diversos mecanismos. Em geral, o envolvimento renal é
subclinico e decorrente de infiltrado inflamatorio no intersticio, induzido pelo parasito,
podendo ocorrer também discretas alteracbes da membrana basal glomerular.
Raramente esse processo evolui para fibrose e, na maioria dos casos, 0s sintomas
regridem apos tratamento especifico adequado (DUARTE; SILVA; GOTO, 1983;
DUTRA; MARTINELLIM; CARVALHO, 1985).

O principal mecanismo fisiopatolégico responsavel pelo acometimento
renal provavelmente inclui a presenca de imunocomplexos, semelhante ao que
ocorre em outras infeccbes parasitarias que acometem o rim, como maléaria e
esquistossomose, sendo a glomerulonefrite proliferativa e a nefrite intersticial as
patologias mais frequentes (SALGADO-FILHO; FERREIRA; COSTA, 2003). A Figura

3 descreve as principais vias de acometimento renal na LV.
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Figura 3 — Fisiopatologia do acometimento renal na leishmaniose visceral

I.eishmaniose Visceral —l

Hipergamaglobulinemia

Desidratacfio (vémitos e diarréia)

hipoalbuminemia e anemia t Cadeia leves urinarias
Anticorpos / Diminuigio do volume circulante Nefiite intersticial
Imunocomplexos aguda
Hipovolemia
Alteragdes Tubulares
Glomerulonefiite proximal e distal
mesangial ou o lTFG *Distirbio de concentragio

. . *Déficit de acidificagio
membranoproliferativo :

TFG: taxa de filtracdo glomerular
Fonte: Adaptado de RIELLA, 2011.

Sabe-se que alguns pacientes com LV podem apresentar alteracdes no
sedimento urinério, podendo ocorrer proteindria e hematuria (WEISINGER; PINTO;
VELASQUEZ, 1978; DUARTE; SILVA; GOTO, 1983; PRASAD; SEN; GANGULY,
1992). Salgado Filho et al. (1987) demonstraram a presenca de sindrome nefritica
em dois dos dez pacientes avaliados e reducdo do complemento sérico em seis
casos. O mesmo autor avaliou prospectivamente 11 pacientes com LV e demonstrou
que 45,5% deles apresentavam hematidria macroscoépica e 63,6% microscopica,
além disso, 90% tinham proteinuria e 54,5% leucocitdria. Dos casos avaliados
apenas um paciente apresentou elevacao nos valores séricos de ureia e creatinina
(SALGADO-FILHO; FERREIRA; COSTA, 2003).

Outra analise prospectiva, com um grupo de 50 pacientes com LV,
observou que 51% dos pacientes apresentavam hematuria e 57% deles tinham
leucocitdria. Naqueles que evoluiram para Obito os resultados de necropsia
demonstraram no tecido renal infiltrado intersticial monocitario, edema e focos de
degeneracgéao tubular (PRASAD; SEN; GANGULY, 1992).
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Alguns estudos demonstram alteragcdo da funcdo glomerular na LV
através da medida da creatinina sérica e da taxa de filtracdo glomerular. A avaliacao
de 57 pacientes com diagnostico de LV na cidade de Fortaleza, demonstrou que 15
deles (26,3%) apresentaram lesédo renal aguda, caracterizada por creatinina sérica
acima de 1,3mg/dL, sendo antes do uso da anfotericina B em oito casos (DAHER
et al., 2008). Estudo retrospectivo desenvolvido em Campo Grande, Mato
Grosso, com 163 pacientes, demonstrou que o risco de persisténcia de creatinina
sérica > 1,3mg/dL apds o tratamento foi 3,8 vezes maior nos pacientes que ja
apresentavam niveis mais altos a admissao e maior ainda (7,4 vezes) nos casos que
tinham proteindria (RIGO; RIGO; HONER, 2009).

Estudo retrospectivo recente com 227 pacientes com LV observou que
33,9% dos casos desenvolveram lesdo renal aguda quando aplicado o critério de
Risk, Injury, Failure, Loss, ESRD (RIFLE), sendo os principais fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento da disfuncéo renal a idade acima de 45 anos, a
presenca de ictericia e o uso de anfotericina B (OLIVEIRA, 2010).

Outra analise de corte transversal com 55 pacientes demonstrou reducao
na taxa de filtracdo glomerular (considerada abaixo de 80 mL/min/1,73m? de
superficie corpérea) em 14 pacientes, correspondendo a 28% dos casos (LIMA
VERDE et al., 2007).

Com relacdo as alteracBes tubulo-intersticiais, os pacientes com LV
podem apresentar acidose tubular renal distal e reducdo da capacidade de
concentracdo urinaria (LIMA VERDE et al., 2007; DAHER et al., 2011).

Estudo de corte seccional com 55 pacientes com LV evidenciou disfuncéo
tubular com aumento da excrecdo urinaria de albumina em 44% dos casos. A
proteinUria mostrou-se ser mais importante entre as proteinas de baixo peso
molecular (a1, a2, B, especialmente y globulinas). Todos os pacientes apresentaram
aumento de excregao urinaria de B2-microglobulina e também excrecdo aumentada
de cadeias leves, Kk em 27% dos casos e A em 42% (LIMA VERDE et al., 2009).

Em relacdo aos disturbios eletroliticos, o estudo citado acima também
demonstrou alteragbes tais como hiponatremia (94,6%), hipocalemia (26%),
hipocloremia (27,2%), hipocalcemia (32%), hipomagnesemia (41,8%) e hipouricemia
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(14,3%). Todos os pacientes apresentavam aumento da FE dos eletrélitos, sendo
magnésio em todos eles, sddio (15%), potassio (26%), cloro (33,3%), célcio (32%) e
fosforo (27,2%). Além disso, glicosuria foi encontrada em 1/3 dos pacientes (LIMA
VERDE et al., 2009).

DistUrbios acidobasicos também podem ocorrer em pacientes com LV.
Estudo de corte transversal com 59 pacientes divididos em dois grupos evidenciou
acidose metabdlica em 24,5% dos pacientes e alcalose respiratéria crbnica
associada a alcalose metabdlica em 75,5%, este ultimo distarbio relacionado a
pneumonite intersticial, anemia, febre e disfuncdo hepética, segundo os autores.
Todos o0s pacientes apresentavam hipoalbuminemia, hipergaglobulinemia e
hiponatremia (LIMA VERDE et al., 2008).

Na atualidade também tem sido importante o acometimento renal
na LV naqueles pacientes com comorbidades, especialmente relacionadas a
imunodeficiéncia adquirida ou pelo uso de imunossupressores, por exemplo,
transplantados renais (ROLLINO et al., 2003; EFSTRATIADIS; BOURA; GIAMALIS,
2006; OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos relacionados a evolucdo do acometimento renal na LV ainda sdo

escassos na literatura vigente.

2.9 Exossomas urinarios

Exossomas sdo nanovesiculas (30-100nm) de origem endocitica que sao
secretadas no espacgo extracelular ou fluidos corporais quando um corpo
multivesicular funde-se com a membrana plasmatica. A primeira descricdo dos
exossomas pode ser atribuida a Rose Johnstone, em 1980 (DIMOV; VELICKOVIC;
STEFANOVIC, 2009).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse pelo estudo dos exossomas,
pois essas vesiculas tém sido implicadas em uma série de eventos fisiologicos, além
de se comportarem como ferramentas alternativas de modulacdo do sistema
imunologico, comunicacao intracelular e fungdes paracrinas (DIMOV; VELICKOVIC,;
STEFANOVIC, 2009).
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Os exossomas urindrios, assim como os demais, sdo proteinas de muito
baixa densidade que apenas se sedimentam apOs ultracentrifugacdo. Em estudo
anterior, que investigou amostras de urina de individuos adultos sadios, observou-se
que do total de proteinas excretadas, cerca de 48% eram proteinas incluidas no
sedimento, 49% eram proteinas sollveis e apenas 3% estavam em exossomas
(ZHOU et al., 2006; DIMOV; VELICKOVIC; STEFANOVIC, 2009). As proteinas
soluveis urinérias decorrem da filtracdo glomerular, por exemplo, 2-microglobulina,
cadeias leves de imunoglobulina, proteina ligadora de retinol e aminoacidos. Elas
sdo reabsorvidas no tubulo contorcido proximal e um aumento na urina final pode
denotar uma disfun¢éo tubular. Outro exemplo de proteina sollvel € a proteina de
Tamm-Horsfal, entretanto nesse caso origina-se como proteina ligada a membrana
celular clivada por protedlise. E muito abundante na urina e sua presenca pode
interferir na identificacdo de outras proteinas (PISITKUN; SHEN; KNEPPER, 2004).

Os exossomas urinarios podem se originar de diversos tipos celulares
como poddcitos, células do tabulo contorcido proximal, distal e células epiteliais
transicionais e podem ser isolados na amostra de urina através de
ultracentrifugacdo. A mensuragdo deve ser feita em amostra de urina isolada e
randémica, sendo normalizada com a creatinina urinaria e comparada com controles
sadios (PISITKUN; SHEN; KNEPEER, 2004). Os resultados em amostras simples de
urina tém se mostrado como um passo inicial na descoberta de novos
biomarcadores. A AQP2, eliminada na urina através de exossomas, € uma das
proteinas mais estudas e pode representar um biomarcador diagnoéstico de
alteracdes no balanco de agua, como por exemplo, nos casos de diabetes insipidus
(KANNO et al., 1995; DIMOV; VELICKOVIC; STEFANOVIC, 2009).

Outros transportadores também podem ser identificados através da urina
e estudados na pratica clinica como o trocador sédio-hidrogénio do tipo 3 (NHE3), o
NKCC2 e a pendrina, sendo este ultimo encontrado na membrana apical das células
intercaladas nao-tipo A e troca o cloro (reabsorvendo) pelo bicarbonato (secretando).
O canal apical de potassio (renal outer medullary potassium channel-ROMK)

também pode ser avaliado através desse mecanismo.

Em pacientes com LV pode ocorrer disfungdo tubular ocasionada pela
propria doenca (LIMA VERDE et al., 2009) e ndo ha estudos que demonstrem a
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disfuncdo através da avaliacdo dos exossomas urinarios, especialmente o mais

estudado a aquaporina-2.

2.10 Proteina quimiotatica de monocitos (MCP-1) e lesé&o renal

As citocinas quimiotaticas sao proteinas constituidas de 60 a 100
aminoacidos que sao subdivididas em quatro familias com base no numero e
espacamento dos residuos de cisteina da por¢cdo N-terminal (C, CC, CXC e CX3C).
As proteinas quimiotaticas de mondcitos constituem um importante grupo da
subfamilia CC, sendo a primeira delas a ser descoberta e melhor caracterizada a
proteina quimiotatica de mondécito 1 (MCP-1) , a seguir também nomeada de CCL2
(CONDUCTIER et al., 2010).

MCP-1 encontra-se presente em locais onde existe processo inflamatoério
e dano tecidual, acarretando recrutamento de macroéfagos e adesdo ao receptor
CCR2 de quimiocinas. Sabe-se que, com o progresso da doenca renal cronica,
ocorre lesdo tubulo-intersticial, resultando na presenca de infiltrado inflamatorio,
levando ao aumento da expressao tubular de MCP-1 (GRANDALIANO et al, 1996;
HODGKINS; SCHNAPER, 2012). Estudo anterior demonstrou uma estreita
correlagdo entre albumindria, MCP-1 urinario e o nudmero de macrofagos no

intersticio renal, quando comparados a evolucdo da doenca renal cronica
(EARDLEY et al, 2006).

Nos casos de doenca renal aguda, como nas glomerulonefrites
proliferativas, também ja foi evidenciada elevacdo do MCP-1 urinario (HODGKINS;
SCHNAPER, 2012); entretanto poucos dados sao encontrados no que diz respeito

as doencas renais agudas secundarias aos processos infecto-parasitarios.

Recentemente um estudo realizado com pacientes portadores de
esquistossomose demonstrou que a dosagem de MCP-1 urinario encontra-se
elevada nesses pacientes, sem modificacdes significativas ap0s o tratamento
especifico (HANEMANN et al, 2013). Os dados encontrados nesse estudo sugerem

que o MCP-1 urinario pode ser um marcador sensivel para disfuncdo renal em
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pacientes com esquistossomose mansoOnica. Nao ha dados que relacionem esse

marcador a leishmaniose visceral.

2.11 Malondialdeido

A peroxidacdo lipidica é o processo através do qual as espécies reativas
do metabolismo do oxigénio ou nitrogénio agridem principalmente os acidos graxos
polinsaturados (AGPI) dos fosfolipideos das membranas celulares, destruindo-as e
permitindo sua entrada na célula, senso portanto um indicador de estresse oxidativo
celular. Esse processo em cadeia desenvolve-se em diversas etapas e ndo ha um

meétodo ideal que possa avalia-lo por completo (LIMA, et al, 2001).

Uma das espécies mais utilizadas para avaliar a oxidacdo de lipides é o
teste do malondialdeido (MDA). O MDA é um dialdeido formado como um produto
secundario durante a oxidacao por cisao beta dos AGPI peroxidados, principalmente
do acido aracdoénico (LIMA, et al, 2001). Estudos anteriores demonstraram
associacdo entre elevacdo do MDA sérico e disfungcédo renal (AHMADIASL, et al,
2013). Até o presente momento nao ha dados relacionados ao MDA na leishmaniose

visceral.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a funcdo glomerular e tubular e biomarcadores inflamatérios de

pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral forma néo grave.

3.2 Especificos

a) Avaliar a funcdo glomerular antes e apos o tratamento com antimonial

pentavalente;

b) Avaliar a funcdo tubular proximal e distal antes e apds o tratamento

com antimonial pentavalente;

c) Examinar a expresséao de transportadores tubulares renais na urina dos
pacientes antes do tratamento e correlacionar com as alteracdes

bioguimicas encontradas;

d) Quantificar os biomarcadores urinarios MCP-1 e MDA.
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo prospectivo e controlado com pacientes
diagnosticados com leishmaniose visceral (LV) atendidos em ambiente hospitalar

para tratamento com antimonial pentavalente.

4.2 Locais e periodo do estudo

O estudo foi realizado com pacientes atendidos em ambiente ambulatorial
ou internados por condi¢des sociais (dificuldade de acesso a medicacédo em local de
origem) no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ) e Hospital Geral Dr.
Waldemar Alcantara (HGWA), em Fortaleza-CE, no periodo de abril de 2011 a abril
de 2012.

4.3 Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) com seres humanos do Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ) sob
o numero de protocolo 002/2008, folha de rosto 174304 e CAAE 0001.0.042.040-08.

4.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade entre 18 e 65
anos, com diagnéstico de leishmaniose visceral ndo grave, internados em
enfermaria ou atendidos em hospital-dia para tratamento com antimonial
pentavalente e que concordaram com a assinatura do termo de consentimento livre

e esclarecido.

Os pacientes com leishmaniose visceral ndo grave foram aqueles que nao
se enquadravam nos critérios de gravidade estabelecidos pelas normas e condutas
do Ministério da Saude (BRASIL, 2006a) como desnutricdo grave, comorbidades ou

algumas das manifestacdes clinicas: ictericia, fenbmenos hemorragicos (exceto
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epistaxe), edema generalizado, sinais de toxemia (letargia, ma perfuséo, cianose,
taquicardia ou bradicardia, hipoventilagdo ou hiperventilagdo e instabilidade

hemodinamica).

4.5 Critérios de excluséo

a) Pacientes com diagnéstico de diabetes mellitus tipo 1 ou 2, hipertenséo
arterial sistémica (presséo arterial sistélica = 140 mmHg e/ou pressao

arterial diastélica = 90 mmHg) e/ou insuficiéncia cardiaca;

b) Pacientes com histéria de doenca renal prévia (aguda ou cronica),
littase renal e uso de drogas nefrotoxicas (exceto antimonial

pentavalente durante tratamento atual) e/ou diuréticos;
c) Gestantes;

d) Uso prévio de antimoniais pentavalentes.

4.6 Populacédo do estudo

Foram estudados 16 pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral
nao grave que se encontravam em acompanhamento em hospital-dia ou internados
em enfermaria para tratamento com antimonial pentavalente ap6s concordéancia e
esclarecimentos. Foi colhida anamnese e realizado exame fisico sendo a seguir
realizados testes de concentracdo e acidificacdo urinarias no periodo anterior ao
inicio do tratamento especifico da LV. Apos cerca de noventa dias de término do
tratamento foi realizada nova avaliagdo clinica e laboratorial com cinco pacientes.

Um grupo controle foi formado por 13 voluntérios sadios, doadores de sangue.

4.7 Parametros estudados

1) Dados epidemiolégicos: idade, género, cor (branca, parda, preta,
amarela), grau de escolaridade (analfabeto, ensino fundamento

incompleto, ensino fundamental completo, ensino médio incompleto,
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ensino médio completo, ensino superior), profissdo, naturalidade,

procedéncia e presenca de animal doente (c&o) no peridomicilio.

2) Dados clinicos: periodo de tempo entre inicio dos sintomas e o
diagnadstico, queixas clinicas (anorexia, astenia, febre, calafrio, dispneia,
ictericia, diarreia, nauseas, vomitos, palidez, sangramentos, dor e perda
ponderal). Os pacientes também foram questionados sobre habitos de
vida como etilismo e tabagismo, além de histérico familiar de doencas
renais. Para as mulheres foi realizado também histérico ginecoldgico e
obstétrico. No exame fisico foi avaliado o estado geral (bom, regular e
comprometido), realizada a verificacdo da pressao arterial deitado apos
cinco minutos, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura

axilar, peso, altura e palpacao do figado e do baco.

3) Dados laboratoriais: hemograma e dosagens séricas de creatinina
(mg/dL), ureia (mg/dL), s6dio (mEg/L), potassio (mEQg/L), calcio ibnico
(mMolL/L), fosforo (mg/dL), magnésio (mg/dL), cloro (mMoL/L),
bicarbonato (mEg/L), aspartato aminotransferase-AST (U/L), alanina
aminotransferase-ALT (U/L), bilirrubina total e fracdes direta e indireta
(mg/dL) e albumina (g/dL).

4) Avaliacdo da funcao renal: taxa de filtragdo glomerular (TFG), fracao
de excrecdo de sodio (FEna), fracdo de excrecdo de potassio (FEk),
gradiente transtubular de potassio antes e apos testes de concentracao
urindria (TTKG), osmolaridade urinaria, plasmética e a relacdo entre
elas e transporte de 4gua livre de solutos (TcH0).

a) Taxa de filtracdo glomerular (TFG): estimada pela formula CKD-EPI —
“Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration” (LEVEY et al.,
2005).

Para mulheres com creatinina <0,7mg/dL (62mmol): TFG = 144 x
(cr/0,7)°32° x (0,993)'ade.
Para mulheres com creatinina >0,7mg/dL (62mmol): TFG = 144 x

(cr/0,7) %% x (0,993)"9a,
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Para homens com creatinina <0,9mg/dL (80mmol): TFG = 141 x
(Crlo’g)—0.4ll X (0’993)idade.
Para homens com creatinina >0,9mg/dL (80mmol): TFG = 141 x

(cr/0,9) 2% x (0,993)%ede,

Todos os pacientes foram considerados como n&o-negros devido a

miscigenacéao da populacao.
b) Fracdo de excrecao de sbdio e de potassio:

FEna+ = (Una+/Pna+) / (Uer/Per) X 100

FEk+ = (Uk+/Pk+) | (Ue/Per) X 100

Onde: Una+r € Uk+ Concentracdo urinaria de sédio e potassio (mEg/L),
Pna+ € Pk+ Concentracdo plasmatica de sodio e potassio (mEg/L), U e

P.r Concentracao urinaria e plasmatica de creatinina (mg/dL).
c¢) Gradiente transtubular de potassio:
TTKG = (Posm X UK )/(PK X Uosm )

Onde: Uk+ e Pk« Concentracdo urinaria e plasmatica de potassio

(MEQ/L) e Ugsm € Posm Osmolaridade urinaria e plasmatica (mOsmol/L).
d) Osmolaridade plasmatica:
Posm = 2xNa" + Glic/18 + BUN/2,8

Onde: Posm Osmolalidade plasmatica; Na® sddio plasmatico; Glic
glicemia; BUN Nitrogénio uréico sanguineo, obtido pela divisdo da ureia

plasmatica por 2,14.
e) Relacdo da osmolaridade urinaria e plasmaética:
Uosm/Posm

Onde: Ugsm 0smolaridade urinaria e Posy 0smolaridade plasmatica
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f) Transporte de &gua livre de soluto:
Tehoo = Cosm —V

Onde: Cosm = Ugsm-V/IPosm ; V: Volume urinario em L/dia; Ugsm € Posm
Osmolaridade urinaria e plasmatica respectivamente expressas em

mOsmol/L.

4.8 Teste de acidificacdo urinaria

O teste de acidificacao urinaria € uma importante ferramenta utilizada ha
varios anos para avaliar uma parte da fungdo tubular renal. Inicialmente era
preconizado o uso de cloreto de amonio (NH4Cl) por trés a cinco dias (WRONG;
DAVIES, 1959); entretanto devido a pouca tolerabilidade dos pacientes este passou
a ser substituido pelo cloreto de calcio (CaCl,). Alguns estudos demonstraram a
eficacia dos dois agentes em pacientes internados, onde foi investigada a
capacidade de acidificagcdo urinaria, sendo recomendado o uso de cloreto de célcio
(OSTER, 1975; KURTZMAN, 1983). No presente estudo foi utilizado cloreto de
calcio como medicamento para teste da funcdo tubular visando a acidificacédo

urindria.

Os pacientes foram orientados a permanecer em jejum absoluto a partir
das 19 horas da noite anterior ao dia em que foi realizado o teste. Na manha
seguinte a equipe pesquisadora comparecia ao centro hospitalar as sete horas e
solicitava a coleta da primeira amostra de urina (tempo zero-T0) ap0s esvaziamento
da bexiga. Também era colhida amostra de sangue venoso em seringa propria com
heparina para mensuracéo de bicarbonato e pH. A seguir foi administrado o CaCl,
na dose de 100mg/Kg dissolvidos em 100ml de agua por via oral. Os pacientes
permaneceram em jejum por um periodo de quatro horas apos a ingestdo do sal,
sendo o procedimento inicial repetido as 11 horas (tempo quatro-T4) com nova
coleta de amostra de urina, para avaliar pH urinario e sangue venoso para mensurar

bicarbonato e pH.

Foi considerado como déficit de acidificacdo urinaria a incapacidade de

reduzir o pH urinario abaixo de 5,5 ap6s sobrecarga acida com CacCl,
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4.9 Teste de concentracdo urinéria

O teste de concentracdo urinaria € uma outra maneira de avaliar a fungéo
tubular renal, especialmente ligada ao tubulo distal. Os valores considerados como
referéncia para a concentracdo urinaria maxima foram Ugsy (T4) > 700mOsm/L
(RADO, 1978; ABYHOLM; MONN, 1979; TRYDING et al., 1987).

Os pacientes foram orientados a permanecer em jejum absoluto a partir
das 19 horas da noite anterior ao dia em que foi realizado o teste. Na manha
seguinte a equipe pesquisadora comparecia ao centro hospitalar as sete horas e
solicitava a coleta da primeira amostra de urina (tempo zero-T0) ap0s esvaziamento
da bexiga para avaliar a osmolaridade urinaria. A seguir foi administrado o acetato
de desmopressina na dose de 20mcg via nasal em forma de spray. Os pacientes
permaneceram em jejum por um periodo de quatro horas apos a administracdo do
acetato de demopressina e o procedimento inicial foi repetido as 11 horas (tempo
guatro-T4) com nova coleta de amostra de urina, para avaliar a osmolaridade
urinaria. Amostras de sangue venoso foram colhidas no periodo zero e quatro horas

para avaliar a osmolaridade sérica.

Foi considerado como déficit de concentracdo urinaria a valores de

Uosm < 700mOsm/L e/ou relagdo Uosm/Posm inferior a 2,8.

4.10 Exossomas urinarios

Para a avaliacdo dos exossomas urinarios foi realizada coleta e
armazenagem de amostra isolada de urina. O material foi obtido ap6s 12 horas de
jejum dos pacientes com diagnéstico de LV e também dos controles.

Em seguida, a urina coletada foi armazenada em tubos plasticos estéreis
de 50 ml onde foi adicionado inibidor de protease (protease inhibitor cocktail; Sigma,
St. Louis, MO, USA) 10ul/ml de urina e imediatamente congeladas em freezer a -
70°C (HOFFERT et al., 2007; GONZALEZ et al., 2009). Posteriormente, as amostras
foram enviadas em gelo seco ao Laboratério de Investigacdo Médica 12 da
Universidade de S&o Paulo, por transportadora especializada e foram recebidas em

condi¢cbes adequadas de congelamento.



46

O material foi centrifugado a 17.000g por 15 minutos a 4°C para remover
todas as células, fragmentos maiores de membrana e outros debris. O sobrenadante
foi centrifugado a 200.000g por uma hora a 4°C para obter pellets de membrana de
baixa densidade. Os pellets foram suspensos em uma solug&o de isolamento (200mM

Mannitol, 80mM Hepes, and 41mM KOH, pH 7.5) com inibidores de protease.

Amostras de fracdes da membrana foram incubadas em minigel de
poliacrilamida, para aquaporina 2 (AQP2), canal de potassio apical — Renal Outer
Medullary K* channel (ROMK) e pendrina. 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 sédio a 8,7¢g/L, fosfato dibasico 7,2 mM e fosfato monobasico
2,8 mM) por 1 hora. Blots foram incubados com um dos seguintes: anti-AQP2;
anticorpo anti-ROMK e pendrina. A reacao foi visualizada com anticorpo secundario
conjugado com horseradish — peroxidase e evidenciado por sistema de deteccao por

quimioluminescéncia (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA).

4.11 Proteina quimiotatica de monocitos e malondialdeido urinarios

A dosagem de MCP-1 urinario foi feita através de ELISA usando R&D
systems® kit, Inc (Minneapolis, MN, USA), e os resultados expressos em pg/mg de
creatinina. O MDA urinario foi isolado e quantificado através de thiobarbituric acid
test (TBARS).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos apos coleta foram digitados em planilha no programa
Microsoft Excel 2007. Os resultados foram expressos através de tabelas e
porcentagens, no caso de variaveis qualitativas, tabelas e médias (médiatDP) no
caso de variaveis quantitativas normais, e através de mediana, maximo e minimo
nos casos de quantitativas com distribuicdo ndo normal. Foi realizada andlise dos
dados clinicos e laboratoriais através dos programas Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) for Windows versao 10.0 (SPSS Inc. Chicago, IL).

Os testes de Qui-quadrado de Pearson, razdo de verossimilhanca e o
teste exato de Fischer foram usados para testes de associagao na distribuicdo dos
dados categorizados. Para verificar a normalidade da distribuicdo das variaveis

continuas foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.

O teste Levene foi utilizado para comparagao de variabilidades. Na
condicdo de normalidade dos dados a comparacdo entre duas médias foi feita
pelo teste T-student. No caso de ndo normalidade dos dados foi usado o teste de
Mann-Whitney. Na comparacdo entre amostras pareadas apos o tratamento foi

utilizado o teste de Wilcoxon devido a pequena amostra.
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6 RESULTADOS
6.1 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da populacéo estudada

Foram entrevistados 45 pacientes com diagnéstico de leishmaniose

visceral (LV) sendo incluidos 16 pacientes no estudo, conforme Figura 4.

Figura 4 — Distribui¢&do dos pacientes incluidos no estudo

Total de pacientes com LV
entrevistados =45 *

[N\

Pacientes incluidos ho estudo Pacientes incluidos no estudo
procedentes HSJ* =14 (31,1%) procedentes HGWA*** =02 (4,4%)

\ /

Total de pacientes com LV
incluidos = 16 (35,5%)

|

Total de pacientes reavaliados
pos-tratamento = 5 (31,2%)

< | Grupocontrole =13

* Excluidos por diabetes efou hipertenséo, sorologias positivas para hepatite B, C efou HIV e recusa em participar da
pesquisa. ™ Hospital S&o José de Doencas Infecciosas " Hospital Geral Dr. Waldemar Alcéntara.

A populacdo do estudo compreendeu 16 pacientes com diagnéstico de LV
acompanhados para tratamento com antimonial pentavalente, no periodo de abril de
2011 a abril 2012. Foram incluidos 14 pacientes do Hospital S&o José de Doencas
Infecciosas na cidade de Fortaleza-CE, sendo dois internados em enfermaria e 12
em tratamento a nivel de hospital-dia. Outros dois pacientes foram incluidos através
do HGWA na mesma cidade. O grupo estudado foi comparado a 13 voluntarios
saudaveis doadores de sangue. Dos 16 pacientes com LV incluidos cinco deles

foram reavaliados no periodo de 90 dias apds o tratamento.
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A média de idade dos pacientes foi de 42+17 anos (variando entre 18 e
65 anos), sendo o grupo constituido de 15 pacientes (93,7%) do género masculino e

um paciente (6,3%) do género feminino (Tabela 1).

Com relacdo a regido de procedéncia nove eram procedentes de
Fortaleza e regido metropolitana de Fortaleza (RMF) e sete eram procedentes das
demais regides do interior Estado do Ceara — Canindé (1), Carius (1), Caridade (1),
General Sampaio (3) e S&o Luiz do Curu (1). Entre os pacientes, oito deles (50%)
relataram a presenca de cao doente no peridomicilio, sendo 6 (37,5%) em Fortaleza
e RMF (Tabela 1).

O maior percentual de pacientes tinha cor parda (87,5%) e com
relacdo a profissdo, sete eram trabalhadores da construcao civil, entre pedreiros e
auxiliares, dois eram agricultores, dois eram musicos e 0s demais pacientes cinco
distribuiam-se entre estudantes, aposentada, jardineiro e operador de maquinas. O
ensino fundamental incompleto foi relatado por 11 pacientes, seguido de trés
pacientes com ensino fundamental completo e dois com ensino médio incompleto.
Dos 16 pacientes avaliados oito relataram ingestdo de bebida alcodlica néo
compativel com valores superiores a 30g de alcool/dia e nove referiram tabagismo.
A mulher avaliada no estudo ndo apresentava historico ginecoldgico e obstétrico

relevante e todos os pacientes negavam doencas renais na familia.

Houve diferenca significativa entre os pacientes com LV e o grupo
controle com relacdo a procedéncia e a medida de pressao arterial diastélica que se
foi mais baixa no grupo LV (p=0,0006 e 0,04 respectivamente). Nos demais
parametros clinicos de idade, género, peso corporal e medida de pressao arterial

sistélica ndo houve diferenca (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos pacientes com
leishmaniose visceral (LV) pré-tratamento versus grupo controle

Grupo LV Grupo controle
(pré-tratamento) N=13 p
N=16
Idade média (anos) 42417 4015 0,75
Género 0,19
Masculino 15 (93,7%) 10 (76,9%) -
Feminino 1 (6,3%) 3 (23,1%) -
PAS (mmHg) 112+12 12249 0,05
PAD (mmhg) 71+10 8017 0,04
Peso (Kg) 65+10 7149 0,16
Procedéncia
Fortaleza e RMF 9 (56,2%) 13 (100%) 0,006
Interior 7 (43,8%) 0 (0%)
Animal doente no peridomicilio 8 (50%) - -
Sinais e sintomas antes do tratamento
Febre 12 (75%) - -
Astenia 12 (75%) - -
Esplenomegalia 11 (68,8%) - -
Hepatomegallia 11 (68,8%) - -
Perda ponderal 11 (68,8%) - -
Esplenomegalia 11 (68,8%) - -
Anorexia 10 (62,5%) - -
Nauseas e vomitos 5 (31,3%) - -
Palidez 4 (25%) - -
Dispneia 3 (18,8%) - -
Diarreia 1(6,3%)

PAS-pressdo arterial sistélica; PAD-pressdo arterial diastdlica; RMF-regido metropolitana de
Fortaleza. Valores expressos como média + desvio-padrdo ou nimeros absolutos e porcentagens.
Significativo P < 0,05 vs. controle pelo teste t de Student e Mann-Whitney.

Os pacientes com LV apresentaram uma meédia de 109+101 dias
(variando entre um e 365 dias) entre o inicio dos sintomas até o diagndstico e inicio
do tratamento. O diagnostico foi realizado através da positividade do antigeno
recombinante K-39 em 11 (68,8%) dos pacientes. A pesquisa direta do parasito

(presenca da Leishmania em sua forma amastigota) em aspirado de medula 6ssea
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foi 0 método diagndstico em quatro (25%) dos pacientes e um (6,3%) paciente foi
diagnosticado através da combinacdo de dados clinicos e epidemioldgicos e reacao

de imunofluorescéncia indireta positiva (1:80).

Todos os pacientes foram tratados por um periodo que variou entre
20 a 30 dias, conforme preconizado pelo MS, com antimonial pentavalente
(N-metil-glucamina) na dose de 20 mg/Kg/dia de Sb™ N&o houve 6bitos durante o

tratamento.

6.2 Avaliacdo laboratorial pré-tratamento

A avaliagdo do hemograma dos pacientes LV pré-tratamento demonstrou
hemoglobina e hematdcrito diminuidos quando comparado ao grupo controle (942 vs.
15+1g/dL, p<0,001 e 26,7+5,9 vs. 45,1+2,7%, p<0,001, respectivamente). Também foi
evidenciada reducdo de leucécitos e plaquetas (3075+1100 vs. 6173+221mm?
p=0,001 e 76400+35,538 vs. 285000+36,756mm?>, p=0,004, respectivamente). Os
pacientes apresentavam ainda média de albumina sérica de 2,8+0,6g/dL (variando e
entre 1,9-3,8g/dL), valor de referéncia 3,2-4,8g/dL, aspartato aminotransferase média
70+£74Ul/L (variando entre 13-267 UIl/L), valor de referéncia até 34UI/L, alanina
aminotransferase média 51+4UI/L (variando entre 90-335 UI/L), valor de referéncia
10-49 UI/L e bilirrubina total média 0,91+0,67 g/dL (variando entre 0,16-2,2 g/dL), valor

de referéncia até 1,2mg/dL. Os dados encontram-se descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas laboratoriais (hemograma) dos pacientes com
leishmaniose visceral (LV) pré-tratamento versus grupo controle

Exames laboratoriais Grupo LV (pré-tratamento) Grupo controle

(sangue) N=16 N=13 P
Ht (%) 26,745,9 45,1+2,7 <0,001
Hb (g/dL) 9,0+2,0 15+1,0 <0,001
Leuco6citos (mm3) 3075+2688 61731221 0,001
Plaquetas (mms3) 76400+35538 285000+36756 0,004

Ht-hematdcrito; Hb-hemoglobina; AST-aspartato aminotransferase (valor de referéncia até 34 U/L);
ALT-alanina aminotransferase (valor de referéncia 10 a 49 U/L); Bilirrubina total, direita e indireta
valores de referéncia até 1,2, 0,2 e 1,0 mg/dL respectivamente ; albumina valor de referéncia 3,2 a
4,8 g/dL. Valores expressos como meédia + desvio-padrdo ou numeros absolutos e porcentagens.
Significativo P < 0,05 vs. controle pelo teste t de Student e Mann-Whitney.

6.3 Avaliacdo da funcédo renal pré-tratamento (creatinina, taxa de filtracdo

glomerular e proteinuria)

Com relacdo a avaliacdo da funcdo renal, baseado nos critérios
descritos anteriormente, ndo foi observado pacientes no pré-tratamento com
creatinina plasmética (Pcr) superior a 1,2 mg/dL. O valor médio da Pcr no grupo LV
pré-tratamento foi de 1,0+0,2 mg/dL (variando entre 0,7-1,2mg/dL) e no grupo
controle o valor médio também foi de 1,0+0,2 mg/dL (variando entre 0,7-1,2mg/dL),
p=0,80.

Quando verificada a taxa de filtracdo glomerular (TFG), através do calculo
estimado pela formula CKD-EPI, seis pacientes do grupo LV pré-tratamento
apresentaram resultado inferior a 90 mL/ min/1,73m? e dois pacientes apresentaram
valor superior a 120 mL/ min/1,73m? (variando de 66,3-134,4 mL/ min/1,73 m?). A
média nesse grupo ndo apresentou diferenca estatistica quando comparada ao
grupo controle (93,5+20,2 vs.94,6+22,4 mL/min/1,73m?, p=0,889, para grupo LV e

controle respectivamente).

Os valores de microalbumindria foram superiores a 30 mg/gCr em trés

dos pacientes do grupo LV pré-tratamento. A dosagem de microalbumindria
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apresentou valor médio de 17,3+23,8 mg/gCr no grupo LV pré-tratamento e 6,7+6,3
mg/gCr no grupo controle, p=0,135.

A proteindria mostrou-se  significantemente  maior no  grupo
pré-tratamento, quando este foi comparado ao grupo controle (250,6+375,5
vs.83,7+49,2 mg/24h, p=0,022) e ao poés-tratamento (250,6+£375,5 vs.83,7+49,2
mg/24h, p=0,022). Um resumo dos dados da avaliacdo da funcdo renal atraves

desses parametros encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Avaliacdo da funcdo renal do grupo LV pré-tratamento versus grupo

controle com relacdo a creatinina, taxa de filtracdo glomerular e

proteindria
Grupo LV (pré-tratamento) Grupo controle
N=16 N=13 P

Pcr (Mg/dL) 1,0£0,2 1,0£0,2 0,802
Py (mg/dL) 32111 2618 0,200
TFG através do CKD-EPI 93,5+20,2 94,6+22,4 0,889
(mL/min/1,73m?)

Proteindria (mg/24h) 250,6+375,5 83,7+49,2 0,022
Microalbuminudria (mg/dL) 17,3+23,8 6,7+6,3 0,135
Volume urinario (mL/24h) 2008+1118 1351+487 0,059

Pc-creatinina plasmatica; Py,-ureia plasmatica; CKD-EPI-Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration. Valores expressos como média + desvio-padrdo ou nuameros absolutos e
porcentagens. Significativo P < 0,05 vs. controle pelo teste t de Student e Mann-Whitney.

6.4 Avaliacao dos eletrolitos séricos e urinarios pré-tratamento

Quando foram avaliados os eletrolitos séricos observou-se que 0s
pacientes do grupo LV pré-tratamento ndo apresentaram diferencas estatisticas
quando comparados ao grupo controle com relacdo as dosagens séricas de sodio,

potassio, fésforo, cloro e magnésio.
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Os pacientes LV pré-tratamento apresentaram fracdo de excrecdo de
sodio (FEns) maior quando comparada ao grupo controle (0,95%£0,52% vs.
0,54+0,21%, p=0,01). A fracdo de excrecdo de potassio (FEx) ndo demonstrou
significAncia estatistica quando comparada ao controle (5,5+4,3% vs. 4,9+2,8%,
p=0,68). O gradiente transtubular de potassio (TTKG) e o transporte de agua livre de
solutos (TcH20) ndo demonstraram diferencas quando comparados ao grupo

controle. Um resumo dos dados encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliacdo dos eletrélitos séricos e urinarios do grupo LV pré-tratamento
versus grupo controle

Grupo LV (pré-tratamento’ Grupo controle
N=16 N=13 P
Sna (MEQ/L) 13643 13844 0,136
Sk (MEq/L) 4,0+0,4 4,3+0,5 0,077
Swg (MEQ/L) 2,0+0,3 2,0+0,2 0,947
Sci(MEQ/L) 104+7 108+8 0,441
Sp (mg/dL) 3,9+0,6 3,5+0,6 0,192
Una (MEQ/24h) 123+63 122+26 0,95
Uk (MEq/24h) 28+19 31+9,1 0,62
FEna (%) 0,95+0,52 0,54+0,21 0,01
FEk (%) 5,5+4,3 4,9+2.8 0,68
TTKG 2,48+1,75 2,71+1,87 0,753
Tchoo (L/dia) 0,98+0,82 1,13+0,35 0,56

Sna-S0dio sérico; SK-potassio sérico; Syg.magneésio sérico; Sci-cloro sérico; Sp-fosforo sérico; Una.sodio
urinério; Uy -potassio urinario; FEy,-fracdo de excrecdo de sodio; FEk-fracao de excrecdo de potassio;
TTKG-transporte transtubular de potassio; Tchzo-transporte de agua livre de solutos. Valores
expressos como média + desvio-padrdo ou nimeros absolutos e porcentagens. Significativo P < 0,05
vs. controle pelo teste t de Student e Mann-Whitney.
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6.5 Capacidade de concentracao urinéria pré-tratamento

Apds um periodo de jejum absoluto de 12 horas (considerado TO) os
pacientes do grupo LV pré-tratamento apresentaram valores menores de
osmolaridade urinaria quando comparados ao grupo controle (478107 vs.
744+182mO0Osm/L, p<0,001). Os valores mais baixos nesse grupo LV pré-tratamento
repetiram-se mesmo apods teste de concentracdo (acetato de desmopressina na
dose de 20 mcg - DDAVP®), sendo esse periodo considerado T4 (516+113 vs.
743+189 mOsm/L, p<0,001).

Quando avaliada a relacdo entre a osmolaridade urinaria e a
osmolaridade plasmatica (Uosm/ Posm) também foi verificado que os pacientes do
grupo LV pré-tratamento apresentavam niveis mais baixos quando comparados ao
grupo controle em TO (1,63+0,37 vs. 2,60+0,67, p<0,001) e em T4 (1,78%+0,40 vs.
2,54+0,63, p=0,001).

Todos o0s pacientes LV pré-tratamento apresentaram osmolaridade
urindria < 700 mOsm/L e relacdo Uosm/Posm < 2,8 no T4 (p<0,001 e p=0,013

respectivamente).

6.6 Capacidade de acidificagdo urinaria pré-tratamento

A capacidade de acidificacdo urinaria foi avaliada através da medida do pH
urinario e bicarbonato sérico no periodos TO e T4, considerando que foi realizada uma
sobrecarga acida de CaCl, na dose de 100mg/kg. O pH urinario no TO (Upyy TO) dos
pacientes LV pré-tratamento ndo apresentou diferenca estatisticamente significante
quando comparado ao grupo controle (5,99+0,94 vs. 5,55+0,54, p=0,149). Entretanto,
apos a sobrecarga de CaCl, observou-se que o pH urinario no T4 (Upy T4) dos
pacientes LV pré-tratamento foi maior (5,71+0,84 vs. 5,08+0,43, p=0,018). Dos
pacientes LV pre-tratamento, nove deles (56,2%) apresentaram U,y superior a 5,5
apos sobrecarga acida com CacCl,, conforme Tabela 4.

O bicarbonato sérico foi significantemente menor no grupo LV

pré-tratamento, quando comparado ao grupo controle (2212 vs. 29+4 mEg/L
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antes do CaCl,, p< 0,001 e 2142 vs. 26x1mEg/L ap6s o CaCl,, p<0,001), conforme
Tabela 5.

Na Tabela 6, observa-se um resumo da comparacdo do grupo LV
pré-tratamento versus controle com relacdo aos déficits de concentracdo e
acidificacdo urinarias e a seguir na figura 5 observa-se a prevaléncia de déficit de

concentracéo e acidificacdo urinaria com microalbuminuria e TFG.

Tabela 5 — Avaliacdo da capacidade de concentracdo e acidificacdo urinarias no
grupo LV pré-tratamento versus controle

Grupo LV (pré-tratamento) Grupo controle
N=16 N=13 P
Uosm TO (MOsm/L) 478+107 7444182 <0,001
Uosm T4 (MOsm/L) 516+113 743+£189 <0,001
Uosm/ Posm TO 1,63+0,37 2,60+0,67 <0,001
Uosm/ Posm T4 1,78+0,40 2,54+0,63 0,001
pH venoso TO 7,37+0,05 7,39+£0,05 0,508
pH venoso T4 7,36+0,05 7,35+0,05 0,932
HCO3;TO (mEq/L) 22,0+2,0 29,0+4,0 <0,001
HCO; T4 (mEq/L) 21,0+2,0 26,0+1,0 <0,001
Upn TO 5,99+0,94 5,55+0,54 0,149
Upn T4 5,71+0,84 5,08+0,43 0,018

Uosm-Osmolaridade urindria; Ugsm/ Posm-relacdo entre osmolaridade urinaria e osmolaridade
plasmaética; HCOg-bicarbonato; U,y.pH urinario; TO-tempo zero; T4-tempo 4. Valores expressos como
média * desvio-padrdo ou numeros absolutos e porcentagens. Significativo P < 0,05 vs. controle pelo
teste t de Student e Mann-Whitney.



57

Tabela 6 — Comparacdo do grupo LV pré-tratamento versus controle com relagcéo

aos déficits de concentracdo e acidificacdo urinarias

Grupo LV (pré-tratamento) Grupo controle
N=16 N=13 P
Josm< 700 mOsm/L (T4) 16 (100%) 2 (15,4%) 0,0001
Josm! Posm < 2,8 (T4) 16 (100%) 1 (7,7%) 0,0001
Jon>5,5 (T4) 9 (56,2%) 1 (7,7%) 0,008

Uosm-Osmolaridade urinaria; Ugsm/ Posmrelagdo entre osmolaridade urinaria e

osmolaridade

plasmatica; U,.pH urinario; TO-tempo zero; T4-tempo 4. Valores expressos como nimeros absolutos

e porcentagens. Significativo P < 0,05.

Figura 5 — Prevaléncia de déficit de concentracéo e acidificacdo urinaria, alteracdes
da taxa de filtragdo glomerular e microalbumindria entre os pacientes LV

pré-tratamento

Pacientes LV pré-tratamento= 16

Déficit de acidificagao urinaria: 9 (56,2%) ‘ ‘ Déficit de concentragao urinaria: 16 (100%)
—> 3(333%) | Microalbuminuria* | 3 (18.7% )¢
3(33.3%) | TFG*™ 60-90 mL/min | 8 (50%)

> 4(444%) | TFG 91-120mLmin | 5 (37.5%) <

L 2 (22.2%) ‘ TFG>120mL/min ‘ 2 {12.5%} -

* Zonsiderados valores positivos entre 30-300 mgfdL. Mé&o houve macroalbu mindria. ™ Avaliada através do calculo

estimado pela formula CKD-ERPI Chronic Kidney Disease Epidemiciogy Collaboration
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6.7 Reavaliagdo da funcéo renal (creatinina, taxa de filtragcdo glomerular e

proteinuria) e eletrolitos urinérios pos-tratamento

Dos 16 pacientes com diagnostico de LV que utilizaram antimonial
pentavalente e foram incluidos no estudo cinco deles foram reavaliados no periodo
de 90 dias apos o término do tratamento. A média de creatinina plasmatica
foi de 1,1+0,1 vs. 1,1+0,2 mg/d, p=0,414 quando comparados 0S grupos pré e
pos-tratamento. Nao houve diferenca também quando avaliada a TFG através da

estimativa do calculo pelo CKD-EPI.

Dados relativos a microalbuminaria demonstraram média no
pré-tratamento de 14,5+14 vs. 8,1+8,9 mg/gCr, p=0,465. Dos cinco pacientes
avaliados, nenhum deles apresentou microalbuminaria > 30 mg/gCr no
pos-tratamento. Apenas um deles apresentava valor acima de 30 mg/gCr antes do
tratamento que regrediu na avaliacdo pos-tratamento. Com relagédo a proteinaria de
24h observou-se uma reducgdo significativa no pos-tratamento demonstrada na
Tabela 7.

A fracdo de excrecdo de sédio FEn, € FEx ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparados os dados do grupo reavaliado poOs-tratamento, com
p=0,36 e 0,82, respectivamente. Os valores do gradiente transtubular de potassio
(TTKG) e do clearance de &gua livre de solutos (TcH2O) ndo demonstraram
significancia estatistica, quando reavaliados pés-tratamento. Um resumo dos dados

encontra-se na Tabela 8.
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Tabela 7 — Comparacdo da funcédo renal no grupo de pacientes avaliados antes e
apos o tratamento com relacdo a creatinina, taxa de filtracdo glomerular
e proteinudria

Grupo LV Grupo LV
(pré-tratamento) (po6s-tratamento)
N=5 N=5 P

Pcr (mg/dL) 1,1+0,1 1,1+0,2 0,414
TFG através do CKD-EPI 82,4+12,2 83,1+22,7 0,593
(mL/min/1,73m?)

Proteindria (mg/24h) 268,1+259,4 113,3450,1 0,043
Microalbumindria (mg/dL) 14,5+14,0 8,1+8,9 0,465
Volume urinario (mL/24h) 1803+1068 12634583 0,043

Pc-creatinina plasmaética; Py,-ureia plasmatica; CKD-EPI-Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration. Valores expressos como média + desvio-padrdo ou ndmeros absolutos e
porcentagens. Significativo P < 0,05 vs. pés-tratamento pelo teste de Wilcoxon.

Tabela 8 — Avaliacdo de eletrdlitos urinarios no grupo de pacientes avaliados antes
e apos o tratamento

Grupo LV (pré-tratamento) Grupo LV (pOs-tratamento)

N=5 N=5 p
Una (MEQ/24h) 124+81 102+37 0,59
Uk (MEg/24h) 39+24 25+9,3 0,25
FEna (%) 0,73+0,27 0,92+0,35 0,36
FEx (%) 8,751 8,0+4,4 0,82
TTKG 3,48+1,93 2,74+1,03 0,345
Tchzo (L/dia) 0,93+£0,54 0,81+0,39 0,69

FEns-fracdo de excrecdo de sédio; FE-fracdo de excrecdo de potassio; TTKG-transporte transtubular de
potassio; Tchoo-transporte de agua livre de solutos. Valores expressos como média + desvio-padréo ou
numeros absolutos e porcentagens. Significativo P < 0,05 vs. controle pelo teste de Wilcoxon.
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6.8 Capacidade de concentracao e acidificagdo urinaria pés-tratamento

Os pacientes LV que foram tratados e reavaliados com teste de
concentracao urinaria com acetato de desmopressina - DDAVP® em um periodo de
90 dias ap0s término do tratamento persistiram com osmolaridade urinaria média no
TO e T4 abaixo de 700mOsm/L e relagdo Uosm/Posm €m média inferior a 2,8. Nao
houve significancia estatistica quando comparadas com as médias de suas
dosagens antes do tratamento especifico. Apenas um paciente apresentou

osmolaridade urinaria acima de 700mOs/L no T4.

A reavaliacdo da capacidade de acidificacdo urindria ndo evidenciou
diferenca estatistica significante quando avaliado o pH urinério nos tempos TO e T4.
O bicarbonato sérico n&do apresentou diferenca estatistica no periodo TO.
Entretanto, no periodo T4 observou-se uma tendéncia a um valor menor no grupo
antes do tratamento, quando comparado a esse mesmo grupo apos o tratamento
(2042 vs. 27+1 mEqg/L antes do CaCl,, p=0,109 e 21+3 vs. 25+2mEg/L apos o CaCls,
p<0,068), conforme tabela 7. Dos cinco pacientes reavaliados dois deles (40%)
persistiram com Uy4>5,5 no periodo T4. Os dados relacionados aos testes de
concentracéo e acidificacdo urinarias dos cinco pacientes antes e apos o tratamento

estao descritos na Tabela 10.
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Tabela 9 — Comparacdo da capacidade de concentracdo e acidificacdo urinarias
entre os pacientes avaliados antes e apés o tratamento

Grupo LV (pré-tratamento) Grupo LV (p6s-tratamento)

N=5 N=5 p
Uosm TO (MOsm/L) 518+51 557169 0,500
Uosm T4 (MOsmI/L) 581+84 622+89 0,686
Uosm/ Posm TO 1,77+£0,24 1,90%0,25 0,500
Uosm/ Posm T4 1,96x0,27 2,14+0,31 0,345
pH venoso TO 7,35+0,05 7,38+0,02 0,593
pH venoso T4 7,33+£0,04 7,35+0,02 0,593
HCO; TO (MEq/L) 20,0+2,0 27,0+1,0 0,109
HCO; T4 (MEq/L) 21,0+3,0 25,0£2,0 0,068
Upn TO 5,54+0,42 5,49+0,32 0,684
Upn T4 5,61+0,55 5,25+0,53 0,715

Uosm-Osmolaridade urindria; Ugsm/ Posm-relacdo entre osmolaridade urinaria e osmolaridade
plasmatica; HCOs-bicarbonato; U,u-pH urinario; TO-tempo zero; T4-tempo 4. Valores expressos como
meédia = desvio-padrdo ou numeros absolutos e porcentagens. Significativo P < 0,05 vs. controle pelo
teste de Wilcoxon.

Tabela 10 — Resultados dos testes de concentracdo e acidificacdo urinarias dos
cinco pacientes antes e apds o tratamento

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

UosmmOsm/L (TO e T4)* 596/ 524 485/619 467 /639 542 / 658 502 /463

Uosm mOsm/L (TO e T4)§ 542/ 489 645/ 676 589/ 650 458 / 580 552 /714

Uosm/ Posm (TO e T4)* 2,0/1,7 16/20 14/20 19/2.2 1,7/15
Uosm/ Posm (TO e T4)® 1,8/1,6 2,2/23 19/2.2 15/2,0 1,8/24
Upn (TO e T4)* 541/5,9 51/5,5 51/4,7 581/6,1 6,0/5,8
Upn (TO € T4)® 56/6,1 51/5,0 531/5,2 59/6,1 531/5,2

* Dados antes do tratamento § Dados ap0s o tratamento
Uosm-Osmolaridade urinaria; Uosm/ Posm-relacéo entre osmolaridade urinaria e osmolaridade

plasmatica; Ups-pH urinario; TO-tempo zero; T4-tempo 4. Valores expressos numeros absolutos.
Fonte: dados da pesquisa.
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6.9 Pesquisa de exossomas urinarios

Foi realizada a pesquisa de AQP2 entre os pacientes do grupo LV
pré-tratamento comparando com o grupo controle e nao foi evidenciada diferenca
estatistica significante (128+88% vs.100+40%, p=0,41), conforme Figura 6.

Figura 6 — Aquaporina 2 (AQP2) na fracdo de exossomas urinarios pelo western

blotting em pacientes com LV e controles sadios
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A pesquisa do canal apical de potassio (ROMK) entre os pacientes do
grupo LV pré-tratamento comparando com o grupo controle ndo evidenciou
diferenca estatistica significante (122+42% vs.100+27%, p=0,34), conforme Figura 7.
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Figura 7 — Canal de potassio apical (ROMK) na fracdo de exossomas urinarios pelo

western blotting em pacientes com LV e controles sadios
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A pesquisa da pendrina entre os pacientes do grupo LV pré-tratamento
comparando com o grupo controle também n&o evidenciou diferenca estatistica
significante (105+7,5% vs.100+13%, p=0,48), conforme Figura 8.

Figura 8 — Pendrina na fracdo de exossomas urinarios pelo western blotting em

pacientes com LV e controles sadios
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6.10 Pesquisa da proteina quimiotatica de monocitos e malondialdeido

urinarios antes do tratamento

Os valores de MCP-1 urinario foram mais elevados no grupo LV

pré-tratamento comparando com o grupo controle (374+359 vs. 42+29 pg/mg-Cr,

p=0,002). Com relacdo aos valores de MDA urinarios estes foram mais elevados nos

pacientes LV pré-tratamento comparado ao grupo controle (5,4+2,6 vs. 2,0+0,8

pmol/mL). Na tabela 11 observam-se os valores individuais de MCP-1 e MDA

urinarios.

Tabela 11 — Resultados individuais do MCP-1 e MDA urinarios em pacientes com

LV antes do tratamento e do grupo controle

MCP-1 urinério MDA urinério MCP-1 urinario MDA urinério
LV pacientes LV pacientes Controles Controles
1 281,2 6,2 15,8 3,5
2 127,4 3,5 64,1 1,7
3 48,4 3,5 19,0 1,2
4 315,1 57 27,5 2,7
5 96,3 7,1 100,3 2,0
6 94,2 5,0 23,1 2,8
7 546,0 3,5 101,0 14
8 412,9 3,6 44,2 1,2
9 235,6 2,5 29,3 2,9
10 93,7 4,3 26,1 2,7
11 525,4 6,5 10,0 1,2
12 553,3 3,8 41,9 2,2
13 468,4 6,3 50,3 0,2
14 1148,7 8,3 43,0 2,4

MCP-1 — protein quimiotatica de mondcitos-1 (pg/mg-Cr) and MDA — acido malondialdeido (umol/mL).
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7 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca de grande importancia
epidemioldgica, incluida pela OMS no grupo das doencas tropicais negligenciadas,
de larga ocorréncia em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. S&o
estimados pela OMS anualmente cerca de 400.000 novos casos e 60.000 mortes,
de acordo com levantamento realizado no periodo entre 2007 e 2011 com dados de
98 paises, considerando ainda a possibilidade de numeros subestimados dada a

fragilidade de alguns paises em seus registros epidemiologicos.

No Brasil, como em outros paises em desenvolvimento, a situacao
epidemiologica para a LV também é semelhante, considerando a urbanizagdo e
reemergéncia da doenca especialmente em areas economicamente desfavorecidas
como a regido Nordeste do pais (GONTIJO; MELO, 2004; DANTAS-TORRES;
BRANDAO FILHO, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2009).

A LV é uma doenca que pode acometer mdultiplos oOrgaos, entre eles
o rim por diferentes e complexos mecanismos, podendo levar a alteracoes
tubulo-intersticiais e glomerulares (CLEMENTI et al.,, 2011; BARSOUM, 2013). O
envolvimento intersticial em geral € mais pronunciado, podendo ou ndo haver
comprometimento glomerular. A nefrite intersticial manifesta-se principalmente através
de altera¢cBes tubulares como déficit de acidificacéo urinaria e reducdo da capacidade
de concentracdo urinaria, além de alteracbes na reabsorcdo tubular proximal de
proteinas de baixo peso molecular, sodio, cloro, potassio, glicose, acido urico, calcio,
fésforo e magnésio (LIMA VERDE et al., 2008; LIMA VERDE et al., 2009). Nos casos
em que ocorre lesdo glomerular os relatos sao de glomerulonefrite proliferativa
mesangial e membranoproliferativa, sendo possivel encontrar depositos eletro densos
no mesangio e membrana basal glomerular de Imunoglobulina M (IgM),
Imunoglobulina G (IgG) e C3. Acredita-se que, além do depdsito de imunocomplexos
outros fatores, como a presenca de células T CD4", participacdo de moléculas de
adesdo e diminuicdo da apoptose possam contribuir na patogénese da
glomerulonefrite na LV (COSTA et al., 2010).
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As alteracbes renais ocasionadas pela Leishmania sdo bem
documentadas em estudos experimentais com animais (SALGADO-FILHO;
FERREIRA; COSTA, 2003; TORRES et al., 2013).

Estudo recente realizou a analise microscopica de rins de caes infectados
pela Leishmania e demonstrou que a principal alteracdo é a nefrite intersticial
mononuclear (59,3% dos casos) e que a carga parasitaria ndo influenciou na
caracteristica dessas lesdes e nem nas alteracdes bioquimicas encontradas nesses

animais (TORRES et al., 2013).

A avaliacdo do acometimento renal na LV em seres humanos tem
sido tema de grande importancia devido as complicagbes e aumento da
morbimortalidade. Estudo retrospectivo realizado por nosso grupo com 224
pacientes na cidade de Fortaleza demonstrou que 1/3 do pacientes desenvolveram
lesdo renal aguda (LRA) durante a internacdao e que a mortalidade foi maior nesse
grupo de pacientes (OLIVEIRA, 2010).

No presente estudo ndo foi evidenciado aumento da creatinina sérica
acima de 1,2 mg/dL antes ou apds o tratamento especifico da LV e ndo houve
diferenca estatistica quando comparado o grupo LV pré-tratamento ao grupo
controle ou quando comparados os dados do grupo de pacientes reavaliados apés o
tratamento. Em estudo desenvolvido por nosso grupo o desenvolvimento de LRA,
considerando creatinina sérica >1,3 mg/dL, foi detectado em 26,2% dos 57 pacientes
estudados, o que foi atribuido a idade mais avancada e ao longo periodo de
internacado e tratamento que necessitaram esses pacientes, comparado aqueles que
apresentaram valores de creatinina <1,3 mg/dL (DAHER et al., 2008). Em outro
estudo realizado com 37 pacientes com leishmaniose tegumentar americana no
Estado do Ceara, onde foi avaliada a funcao renal através de diversos parametros,
foi encontrada creatinina sérica média 0,81mg/dL, sem significancia estatistica
quando comparada ao grupo controle de 10 pacientes (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudo retrospectivo realizado no Estado do Mato Grosso do Sul com 163
pacientes evidenciou que o risco de persisténcia de creatinina sérica > 1,3 mg/dL

apos o tratamento foi maior nos pacientes que ja apresentavam niveis mais altos a
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admissdo, sendo mais elevados ainda naqueles que também apresentavam
proteindria (RIGO; RIGO; HONER, 2009).

Sabe-se que a creatinina sérica hdo € um bom marcador para avaliacao
isolada da funcéo renal, pois sua producdo ndo € constante, é secretada pelos
tubulos e em ocasifes especiais pode ser reabsorvida. Ademais seu método de
analise pode exibir interferéncias e sua producéo é diferente em criancas, mulheres
e homens adultos, em funcdo da massa muscular (PERRONE; MADIAS; LEVEY,
1992). Dessa maneira, € importante que outros parametros sejam adotados para
melhor esclarecer danos a funcéo renal. A TFG pode ser aplicada entre esses
parametros e no presente estudo foi optado pelo célculo estimado através da
formula CKD-EPI (LEVEY et al., 2009; BERMUDEZ et al., 2010; DELANAYE;
POTTEL; BOTEV, 2013; INKER; LEVEY, 2013).

A avaliagdo da TFG n&o apresentou diferengca significante quando
comparados 0s pacientes antes do tratamento com o grupo controle e também
quando reavaliado um grupo de pacientes ap0s o tratamento e comparado com seus
dados pré-tratamento. Foi verificado que seis pacientes antes do tratamento
apresentavam TFG abaixo de 90 mL/min/ 1,73 m? e apenas dois pacientes
apresentaram valor acima de 120 mL/ min/1,73m? Dados encontrados por Lima
Verde et al. (2007), avaliando 50 pacientes com diagnostico de LV e comparando com
grupo controle para avaliacdo da funcao renal, demonstraram que a TFG (nesse caso
avaliada pela medida laboratorial da depuracdo da creatinina enddégena através da
obtencdo do volume urinario em 24 horas) também n&o demonstrou diferenca
estatistica, contudo os autores encontraram um maior nimero de pacientes com
hiperfiltracdo glomerular (28% dos casos com TFG > 140 mL/ min/1,73m?). Entretanto,
€ importante considerar a diferenca na metodologia da avaliacdo da TFG nos dois

estudos e o numero de pacientes envolvidos em cada um deles.

Os pacientes do presente estudo foram avaliados quanto a presenca de
microalbumindria antes e apos o tratamento, ndo sendo evidenciada diferenca
estatistica nesses dois periodos. Os valores de microalbuminuria foram superiores a
30 mg/gCr em trés dos 16 pacientes do grupo LV pré-tratamento e nenhum dos
pacientes reavaliados no pés-tratamento apresentava niveis acima desse valor.

A microalbumindria € considerada como um marcador precoce de dano glomerular
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em diversos estudos. Dados revisados em meta-analise ja demonstraram seu
custo-efetividade em populagbes de maior risco como hipertensos, diabéticos e
idosos. Nao ha, entretanto, consenso de sua utilizacdo na populacdo em geral, sem

comorbidades, como marcador precoce de doenca renal (WU et al., 2013).

Em estudo recente realizado na India com 40 pacientes pediatricos
demonstrou que 37,5% deles apresentaram microalbumindria acima de 30mg/24h.
Todos esses casos tinham valores de creatinina e ureia séricas normais a admisséo,
demonstrando que pode haver dano glomerular precoce ja detectado, visto que a
creatinina ndo € um bom marcador isolado da funcdo renal. Dos 40 pacientes
avaliados 27,5% deles apresentavam redugcédo na TFG no momento da admissao
(VERMA et al.,, 2013). Outro estudo realizado no Sudado com 88 criangas
diagnosticadas com LV demonstrou que 40% delas apresentavam microalbuminuria
detectavel em testes através da técnica de ELISA e que todas tinham niveis de ureia
e creatinina sérica normais, corroborando uma possivel utilidade da
microalbuminudria como teste precoce de dano glomerular na LV (ELNOJOMI et al.,
2010).

Em nosso meio estudo realizado com 50 pacientes com diagndstico de
leishmaniose cutanea americana evidenciou que 35% deles apresentavam
microalbumindria acima de 30 mg/gCr antes do tratamento com antimonial
pentavalente e que apenas 8% dos casos persistiram com microalbumindria acima
desse valor ap6s o tratamento, p=0,004. O autor conclui que a microalbuminuria
pode ndo ser um marcador bem definido de lesdo glomerular nas doengas
infecciosas (OLIVEIRA et al., 2012).

Com relacéo a avaliacdo da proteindria, 0s pacientes no presente estudo
apresentaram meédia de 250mg/24h que foi significantemente maior que a do grupo
controle em torno de 83mg/24h (p=0,022). Dado importante a ser ressaltado é que,
em um grupo de pacientes reavaliados apos trés meses de tratamento, foi
observada que a proteindria regrediu significantemente. Estudos anteriores
demonstraram que os pacientes com LV geralmente apresentam proteinuria abaixo
de 1g/24h, constituida predominantemente por fragdes globulinicas de baixo peso
molecular, denotando uma caracteristica de proteindria de origem tubular (DUTRA;
MARTINELLIM; CARVALHO, 1985; LIMA VERDE et al., 2009).
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Em estudo com 11 pacientes na fase aguda da LV, Salgado-Filho;
Ferreira e Costa (2003) demonstraram a presenca de proteintria em dez deles e
apenas um paciente apresentou niveis acima de 3,5g/24h, considerado como
nefrético. Além disso, verificou-se um grau de comprometimento tubular proximal,
através do aumento na excrecdo da proteina ligadora de retinol (RBP), em 45,4%
dos pacientes.

E importante ressaltar a proteiniria como fator agravante de piora da
funcao renal. Estudo realizado no Mato Grosso com 163 pacientes, em sua maioria
criangas e adultos jovens, ressaltou que aqueles que apresentavam proteinlria a
admissao tinham 7,4 vezes mais chances de apresentar alteragdes na creatinina
sérica no pos-tratamento; quando a creatinina ja estava alterada, a chance era de
3,8 vezes de permanecer alterada e se houvesse os dois marcadores (proteinuria e
creatinina sérica aumentada a admissao) o risco de persisténcia de creatinina
elevada subia para 7,1 vezes (RIGO; RIGO; HONER, 2009).

Outra maneira de avaliar a disfuncdo tubular proximal é através da
dosagem da 3-2-microglobulina urinéria, que se encontra elevada nos pacientes com
LV, como foi demonstrado em estudo anterior. A oferta de proteinas de baixo peso
molecular ao tubulo proximal pode ser decorrente da expanséo volémica, lembrando
que esses pacientes apresentam [-2-microglobulina sérica tipicamente aumentada,
como resposta do sistema linfoplasmocitario ao quadro inflamatério. Contudo, a
medida que a doenca evolui para a cronicidade, a albumindria também pode
aumentar, denotando maior comprometimento a nivel glomerular e sobrepondo uma

proteinuria mista de carater tubular e glomerular (LIMA VERDE et al., 2009).

Em relacdo aos disturbios eletroliticos ndo foi observada diferenca
estatistica, quando comparado o grupo LV pré-tratamento com o grupo controle
guanto as dosagens séricas de sodio, potassio, fésforo, magnésio, e cloro. Os
valores de sodio e potassio urinario também nao foram estatisticamente diferentes
guando comparados ao grupo controle de voluntarios sadios. Resultado diferente foi
encontrado por Lima Verde et al. (2009), quando avaliou 55 pacientes com LV,
evidenciando que as dosagens séricas dos eletrolitos apresentavam reduzidas com
a seguinte distribuicdo: sodio (94,5%), magnésio (41,8%), calcio (32%), cloro

(27,2%) e potassio (26%). A diferenca possivelmente encontra-se no fato de que no
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presente estudo todos os pacientes apresentavam a forma nao-grave da LV, sem
uso de anfotericina B, apenas em uso de antimonial pentavalente como preconizado

para pacientes nao graves.

Em outro estudo realizado por nosso grupo com 57 pacientes
diagnosticados com LV foi evidenciada reducgédo significativa do potassio sérico entre
0S pacientes com creatinina sérica superior a 1,3 mg/dL, quando comparado aqueles
com creatinina inferior a esse valor (p=0,008), ressaltando que esses pacientes
fizeram uso, em sua maioria, de anfotericina B para tratamento da doenca, o que
pode ter contribuido para o achado (DAHER et al., 2008). No presente estudo todos
0s pacientes fizeram uso de antimonial pentavalente, visto que ndo havia critérios de

gravidade para uso de anfotericina B, como droga de segunda escolha.

A FEna NOs pacientes LV pré-tratamento mostrou-se mais elevada quando
comparada ao grupo controle. A FEx e o TTKG n&o demonstraram diferenca
estatistica significante quando comparados ao grupo controle. Naqueles pacientes
reavaliados poOs-tratamento ndo houve diferenca estatistica na FEna, FEx € TTKG.
Estudo anterior em nosso meio demonstrou aumento da FEn, em 15% dos pacientes
e da FEx em 26% deles. Esse mesmo estudo encontrou valores de TTKG abaixo de
guatro em 68% do pacientes, o que sugere baixa atividade de aldosterona no tabulo
distal (LIMA VERDE et al., 2009). No presente estudo, a média do TTKG nos
pacientes LV pré-tratamento foi de 2,48, podendo sugerir o0s mesmos achados.
Entretanto, € importante ressaltar que todos os pacientes mantiveram niveis de
potéssio sérico dentro dos padrdes da normalidade e que tinham diagndstico de LV

nao grave.

O TTKG € um parametro que pode ser utilizado para avaliar a secre¢cao
de potassio no tabulo distal, local onde ha atividade da aldosterona (CHOI,;
ZIYADEH, 2008), e no caso dos pacientes com LV estudo anterior ja havia
demonstrado que a renina plasmatica encontra-se elevada, sem elevacao
proporcional da aldosterona plasmatica. Além disso, também é visto que a
aldosterona urinaria tem excrecao diminuida, sugerindo producéo inapropriadamente
baixa nesses pacientes (LIMA VERDE et al., 2011).
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A avaliacdo da capacidade de concentracdo urinaria € um parametro
importante para investigar a funcao tubular renal. A integridade desse mecanismo de
concentracdo é mantida pela disposicdo anatémica dos tubulos renais, capazes de
atingir a medula renal e também pelo ajuste de transporte de soluto e agua, atravées
da acdo reguladora da vasopressina agindo nos tubulos. A perda desse mecanismo
pode ser decorrente da inadequada secrecdo da vasopressina a nivel central pela
hipdfise ou dificuldade de acdo do horménio no 6rgdo-alvo, nesse caso 0O rim
(AGABA; ROHRSCHEIB; TZAMALOUKAS, 2012).

Ndo ha consenso na literatura quanto a capacidade de concentracdo
urindria. maxima em adultos. De acordo com estudos anteriores foi considerado
como déficit de concentracdo urinaria quando a Uosm/Posm < 2,8 e/ou Ugsm < 700
mMOsm/L (ARONSON; SVENNINGSEN, 1974; TRYDING et al., 1987; DAHER, 1999).

O acetato de desmopressina é utilizado como teste diagnéstico em
criangas com infec¢do do trato urinario (ABYHOLM; MONN, 1979) e também para
avaliar a funcao tubular em adultos (WAHLIN; RAPP; JONSSON, 1980).

Todos os pacientes com LV estudados antes do tratamento apresentaram
déficit de concentracdo urindria e entre aqueles que foram reavaliados apdés o
tratamento a maioria (80%) persistiu com osmolaridade urinaria inferior a
700mOsm/L, apesar de deprivagdo hidrica e do uso de acetato de desmopressina.
Estudo anterior realizado com 50 pacientes com diagnostico de leishmaniose
tegumentar americana detectou déficit de concentracdo urinaria, evidenciado por
U/Posm<2,8 € Upsm<700mOsm/L apdés teste de deprivacdo hidrica e jejum de 12h
sensibilizado com acetato de desmopressina (semelhante ao utilizado no presente
estudo), em 77% e 88% dos pacientes, respectivamente antes e apos o tratamento
especifico da doenca. O autor sugere que ndao houve mudancas no déficit de
concentracdo urinaria apos o tratamento (OLIVEIRA et al., 2011). Lima Verde et al.
(2007) também observaram déficit de concentracdo urinaria entre os 50 pacientes

com LV estudados encontrando 68% deles com alteracfes na concentracdo urinaria.

A capacidade de acidificar a urina também foi avaliada antes do
tratamento e observou-se que mais da metade dos pacientes apresentaram déficit
de acidificacdo urinéria apds sobrecarga com CacCl,.
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Inicialmente o teste de acidificagdo urinéria foi idealizado por Wrong e
Davies utilizando NH4Cl por um periodo de trés a cinco dias. Estudos seguintes
foram realizados comparando o uso de CaCl,, devido a sua melhor tolerabilidade, e
resultaram em respostas comparaveis, sugerindo que seu uso poderia ser aplicado
na pratica clinica para testes de acidificagcdo urinaria (WRONG; DAVIES, 1959;
OSTER, 1975). Desse modo, o uso do CaCl, foi a opcao para realizar a sobrecarga

acida no teste do presente estudo.

Em analise anterior realizada com 50 pacientes com diagnostico de
leishmaniose cutanea foi detectado déficit de acidificacdo urinéria apés sobrecarga
de CaCl, em 17 pacientes antes do tratamento com antimonial pentavalente e que 6
casos persistiram com o déficit apds o tratamento, considerando a incapacidade de
reduzir o pH urinario < 5,5, semelhante ao critério utilizado no presente estudo
(OLIVEIRA et al., 2011). O defeito na acidificacao urinaria, embora menos frequente
que o déficit de concentracdo, também foi evidenciado em pacientes com
leishmaniose visceral em estudo onde Lima Verde et al. (2007) utilizaram a
sobrecarga de amonio e descreveram 64% dos casos com incapacidade de reduzir
o pH urinario < 5,5. No presente estudo, apds o tratamento, quase metade dos
pacientes persistiu com déficit de acidificagdo urinaria.

Os pacientes mais graves com LV podem apresentar um quadro misto de
alcalose respiratoria cronica e alcalose metabdlica, a primeira sendo justificada pela
anemia, doenca pulmonar intersticial, disfuncdo hepatica e febre diaria e a segunda
por quadro de vémitos que podem induzir a hipocalemia e hipomagnesemia, sendo
esses fatores importantes para manutencdo da alcalose metabdlica. Em estudo
anterior foi demonstrado que os pacientes com quadro misto de alcalose respiratoria
cronica e alcalose metabolica, quando submetidos a teste de acidificacdo urinaria
com sobrecarga de cloreto de amonio, podem desenvolver acidose metabdlica, pois
sdo incapazes de reduzir o pH urinario < 5,5, apresentam deficiente formacédo de
acidez titulavel e tém deficiente secrecdo de amonia, apresentando um quadro de
acidose tubular renal distal incompleta. Outros pacientes, entretanto, desenvolvem
acidose metabdlica simples por reducdo na capacidade de acidificagdo urinaria a
nivel do tdbulo distal com menor formacédo de acidez tituldvel. Nesses casos h&
acidose tubular renal distal completa e ndo esta indicado o teste com sobrecarga
acida (LIMA VERDE et al., 2007).
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Quando avaliados as alteragbes tubulares e glomerulares em conjunto
apenas trés pacientes entre todos os avaliados apresentaram déficit de
concentracdo e acidificacdo somados a presenca de microalbuminuaria, sugerindo
que o principal acometimento na LV realmente € o tubulo-intersticial com pouca

disfungéo glomerular.

Os transportadores de membrana AQP2, ROMK e pendrina foram
avaliados no presente estudo e na amostra avaliada ndo houve diferenga
estatistica significante quando comparada a expressdo urinaria desses

marcadores em relacéo ao grupo controle.

A urina € um excelente sitio de pesquisa dos exossomas por ser uma
fonte ndo invasiva e tem sido associada a um futuro promissor na identificacdo de
biomarcadores capazes de identificar alteracdes na fisiologia renal. Na literatura hi
trabalhos que sugerem que a investigagcdo para lesdo renal aguda, rejeicdo de
transplantes renais e nefropatia diabética pode ser beneficiada pela pesquisa desses
marcadores (ZHOU et al., 2006; JIANG et al., 2009; LING et al., 2010; BALKOM et
al., 2011).

A AQP2 é um dos marcadores mais estudados e trabalhos anteriores
demonstram que a sua quantidade na urina tem correlagdo com seus niveis
circulantes, podendo ser utilizada para avaliar o balango corporal de dgua (KANNO
et al., 1995; WEN et al., 1999; MARTIN et al., 1999). Nas por¢cbes mais distais dos
néfrons observa-se reabsorcdo de sédio e agua, por mecanismos reguladores
diferenciados, sendo a de agua controlada diretamente pelo ADH, que proporciona a
insercdo na membrana luminal das células principais do tabulo conector e do duto
coletor da AQP2. E importante salientar que a membrana basolateral dessas células
ja expressa outras aquaporinas, a AQP3 e AQP4 (MAGALDI; SEGURO; ZATS,
2011).

Estudo anterior realizado com pacientes com leishmaniose tegumentar
antes do tratamento com antimonial pentavalente demonstrou uma redugdo na
expressao urinaria de AQP2, quando comparado ao grupo controle acompanhado
de déficit de concentragdo urinaria em mais de 2/3 dos pacientes (OLIVEIRA et al.,
2011). Estes dados diferem dos encontrados no presente estudo onde nao houve
diferenca estatistica significante na expressdo de AQP2 urinéria quando comparada
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ao grupo controle, a despeito de déficit de concentracdo urinaria em todos os
pacientes. Nao ha estudos na literatura para andlise comparativa com os resultados
encontrados. Entretanto é fundamental salientar que a amostra foi constituida de
pacientes com LV ndo grave que poderiam ndo apresentar lesdo tubulo-intersticial
em grau mais grave. Outra possibilidade que pode ser considerada é a de que possa
haver defeito na expressdo da AQP2 e ndo em sua quantidade, entretanto para isso
seria necessario estudo genético para melhor avaliagdo e confirmacgéo, visto que
apenas ha na literatura relatos de AQP2 defeituosa em individuos com diabetes
insipidus nefrogénico, o que torna alteradas a reabsorcédo de agua no ducto coletor
alterada e concentracao urinaria (SASAKI et al., 2013; SHIDA et al., 2013).

Foi avaliado também o canal de potassio apical ROMK, que nao
demonstrou diferenca estatistica quando comparado com o grupo controle. Mais
uma vez, ndo ha dados na literatura que possam ser comparados com o0s achados.
Nos pacientes estudados pré-tratamento a FEx e TTKG também n&o apresentaram
diferenca estatistica significante quando comparados ao grupo controle, assim como

guando os cinco pacientes foram reavaliados no pés-tratamento.

Com relacdo ao transportador pendrina, este encontra-se envolvido no
processo de acidificacdo urinaria, proporcionando a reabsorcdo de cloro e a
secrecdo de bicarbonato. Sabe-se que a acidose metabdlica reduz a atividade da
pendrina apical nas células B-intercaladas do duto coletor cortical por reduzir a
expressdo desse transportador (PETROVIC et al.,, 2003; ROYAUX et al., 2001).
Estudo prévio com pacientes com diagndéstico de leishmaniose tegumentar antes do
tratamento com antimonial pentavalente demonstrou que a expressao de pendrina
encontra-se aumentada nos exossomas urinarios desses pacientes, o que poderia
explicar parcialmente a acidose metabdlica apresentada nesses casos. Além disso,
0s autores consideram a possibilidade de que a secrecdo aumentada de bicarbonato
induzida pela pendrina seja a responsavel por um aumento compensatorio nas
bandas de NHE3 e H*-ATPase (OLIVEIRA et al., 2011).

No presente estudo ndo foram observadas diferencas em relacdo a
pendrina quando comparada ao grupo controle, assim como néo foi observada
diferenca no pH venoso entre esses grupos. Entretanto o bicarbonato sérico foi

significativamente mais baixo com média proxima ao valor de referéncia normal, no
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grupo LV pré-tratamento. A reducdo do bicarbonato sérico com valor médio de pH
normal nesses paciente ndo explica totalmente o déficit de acidificacdo urinaria
encontrado, sendo possivel que outros transportadores estejam associados a esse

mecanismo.

Mais estudos tornam-se necessarios para melhor investigacdo dos
exossomas urinarios em pacientes com leishmaniose visceral. Por motivos técnicos
nao foi possivel a realizacdo dos demais marcadores NKCC2, H-ATPase e NHE3, o
gue poderia definir melhor o papel desses transportadores na LV.

A busca de novos marcadores que evidenciem disfuncdo renal de
maneira precoce tem sido alvo de pesquisas nos ultimos anos. A proteina
quimiotatica de monocitos (MCP-1) € um biomarcador que tem sido associado a
lesédo renal e inflamacdo em doencas cronicas e agudas (CONDUCTIER, et al.,
2010; HODGKINS; SCHNAPER, 2012; GRANDALIANO, et al., 1996).

Estudo anterior demonstrou a associacdo entre albuminuria, elevados
niveis de MCP-1 urinario e inflamacéo renal representada pelo infiltrado monocitario
(EARDLEY, et al., 2006). O presente estudo demonstrou uma elevacdo da MCP-1
urindrio quando comparado ao grupo controle o que pode significar a presenca de
inflamacé&o renal. Entretanto, existem poucos dados na literatura que relacionem a

dosagem de MCP-1 com doencas infecto-parasitarias.

Recente estudo realizado com pacientes com diagnostico de
esquistossomose mansonica evidenciou que a infeccdo pode induzir nesses casos
um estado inflamatorio demonstrado pela elevacdo da MCP-1, sendo que esta nao
regride apds o tratamento da doenca. Os autores sugerem que a avaliacdo da
MCP-1 urinaria nesses pacientes pode ser um marcador sensivel e precoce de leséo
renal (HANEMANN, et al, 2013).

Outro método de investigar evidéncia de inflamacao renal é através da
dosagem do MDA urinario, que se encontrava elevado nos pacientes pré-tratamento,

evidenciando a presenca estresse oxidativo.

Em estudo anterior realizado com céaes portadores de leishmaniose

visceral observou-se correlacdo significante entre MDA sérico, BUN e creatinina,
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sendo evidenciado que cades sintomaticos apresentavam estresse oxidativo mais

grave que aqueles assintomaticos ou ndo infectados (HEIDARPOUR, et al., 2012).

O MDA é um indicador tipico da peroxidagdo lipidica e,
consequentemente, do estresse oxidativo que tem sido relacionado a inUmeras
condic¢bes clinicas como diabetes, asma, doenca cardiovascular e cancer, além das
nefropatias. A investigacdo desse marcador em urina tem sido avaliada em diversos
trabalhos e colocada como um método rapido, simples e de baixo custo para
evidenciar estresse oxidativo (ZHANG, et. al.,2013).

A elevacao do MCP-1 e MDA urinarios nesse grupo de pacientes com LV
estudados antes do tratamento denota a presenca de processo inflamatorio renal
incipiente, visto que ndo se observam alteracdes significativas em marcadores

tradicionais como a creatinina sérica.

A principal limitacdo do presente estudo é o pequeno numero de
pacientes avaliados no pés-tratamento, o que inviabilizou uma melhor avaliacdo da
do processo inflamatorio apés o uso de antimonial pentavalente. Entretanto essa
limitacdo ndo invaliada os dados apresentados e sugere a necessidade de novos

estudos dentro desse contexto.

Em resumo, os dados desse estudo mostram que 0s pacientes com
digndstico de leishmaniose visceral ndo grave apresentam déficit de concentracéo e
acidificacdo urinaria, que persistem pelo menos 90 dias apdés o tratamento com
antimonial pentavalente. Os transportadores urinarios AQP-2, pendrina e ROMK néo
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados ao grupo controle nao
podendo explicar totalmente as alteracdes de acidificacdo e concentracao urinarias.
MCP-1 e MDA urinarios elevados, sugerem fortemente a presenca de inflamacgéo
renal, sendo esta incipiente, por ndo haver evidéncias de alteracdo de marcadores

classicos de disfuncao renal como a creatinina sérica.

E necessario maior investimento na busca de novos marcadores que
possam diagnosticar a lesdo renal tubulo-glomerular de maneira mais precoce,
visando melhor manejo clinico dessa condicdo, especialmente em pacientes com

doencas infecto-parasitarias, area comumente negligenciada em diversos aspectos.
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CONCLUSOES

a) A leishmaniose visceral forma n&o grave apresenta alteracbes na funcéo

renal sem repercussdes clinicas, o que dificulta o diagndstico da leséo renal.

b) Metade dos pacientes antes do tratamento apresentava taxa de filtracédo
glomerular entre 61-90 mL/min/1,73m? ndo ocorrendo piora no periodo da

reavaliacdo pés-tratamento.

c) A microalbumindria foi positiva em apenas 1/5 dos pacientes no pré-trata-

mento, ndo sendo positiva no pés-tratamento.

d) Os pacientes avaliados pré-tratamento apresentaram proteindria média de
250 mg/24h e esta apresentou regressao no periodo de 90 dias apés o

tratamento.

e) Todos os pacientes com LV antes do tratamento apresentaram déficit de
concentracdo urinaria e a maioria (80%) persistiu com a alteracdo apos 90

dias do término do tratamento.

f) Pouco mais da metade dos pacientes com LV antes do tratamento
apresentaram déficit de acidificacdo urinaria e a alteracdo persistiu em 40%

dos casos apos 90 dias do término do tratamento.

g) A fracdo de excrecao de sddio foi mais alta nos pacientes com LV antes do

tratamento.

h) A analise dos exossomas urindrios ndo confirmou a disfuncdo tubular nos
pacientes estudados, uma vez que a AQP2 e a pendrina ndo demonstraram

diferencas quando comparadas ao controle.

i) O canal apical de potassio (ROMK) ndo apresentou alteragdo na sua
expressao quando comparado ao grupo controle, corroborando com os
achados em que ndo houve aumento na fracdo de excrecdo de potassio e

alteracao do gradiente transtubular de potéassio.



78

) O MCP-1 urinario foi mais elevado nos pacientes com LV antes do
tratamento quando comparado ao controle sugerindo inflamagéo e dano

renal incipiente.

k) O MDA urinario apresentou-se mais elevado nos pacientes com LV antes do

tratamento indicando a presenca de estresse oxidativo.
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ANEXO A — Ficha Utilizada na Pesquisa

AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL

NUmero prontuario

1. IDENTIFICACAO:

Nome :

Data de nascimento: / / Idade:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino
Cor: ( )Branco () Preto ( ) Pardo ( ) Amarelo
Estado civil: ( ) solteiro ( ) casado ( ) viavo ( ) divorciado ( ) outros

Grau de Instrucéo:

Profissao:
Pai:

Mae:

Naturalidade: Procedéncia

Endereco:
Telefone(s):
RG: CPF:

2. HISTORIA CLINICA — ANTES DO TRATAMENTO:

Tempo de doenga: Data do diagnostico: I/

Animal doente: ( ) sim ( ) nao

Cirurgias prévias: ( ) sim ( ) nao

Hemotransfuséo: ( ) sim ( ) ndo data:

Tabagismo: ( ) sim ( ) néo

Etilismo: () sim ( ) n&o

Alergias: ( ) sim ( ) nao

Familiares com histéria de leishmaniose e/ou nefropatia
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Histérico ginecolégico:

Gesta Partos/ tipos Abortos
DUM: / /

Método anticoncepcional: ( ) sim ( ) ndo

( )ACO () ACim () DIU () Laqueadura ( ) comportamental

( ) outro

Revisao de sistemas:

Sistema Normal Anormal Detalhes

Geral
Cabecal/pescoco
Respiratorio
Cardiovascular
Gastrointestinal
Genitourinario
SNC
Pele/faneros
Enddcrino
Hemato-linfatico

Osteo-articular

3. EXAME FiSICO — ANTES DO TRATAMENTO:

PA (mmHg) — deitado apds 5 min
Frequéncia cardiaca batimentos/min

Frequéncia respiratéria incurs6es/min

Temperatura axilar °C

Altura cm

Peso Kg




Exame fisico por sistemas:

Sistema Normal Anormal Detalhes

Geral

Cabeca/pescoco

(incluir tireoide)
Respiratorio
Cardiovascular
Abdome

Figado

Baco

Genitourinario
Condicao neurolégica
Pele/faneros

Hemato-linfatico
(génglios)

Osteo-articular

4. AVALIACAO LABORATORIAL — ANTES DO TRATAMENTO:

Biopsia de medula 6ssea data:___ / /

Resultado

Intradermorreacdo de Montenegro ( ) IF indireta ( ) data /

Resultado: Outros:




94

/

Observacoes:




Bioquimica Data: /

Parametro valor

Creatinina (mg/dL)
Uréia (mg/dL)
Saédio (mEqg/L)
Potassio (mEg/L)
Calcio

Fosforo

Magnésio

Cloro (mEg/L)

Bicarbonato
(mEq/L)

FA/ G-GT
AST /ALT
BT/BD/BI

PT/Alb/glob

Correcéao

Teste de Concentracdo Urinaria Data: / /

Parametro

Osmolalidade
plasmatica

Osmolalidade
urinaria

Antes jejum

TO (antes DDAVP)

Comentarios

T4(apés DDAVP)
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Teste de Acidificacdo Urinaria Data: / /
Parametro Antes jejum TO (antes CaCl2) T4(apos CaClo)
pH sérico
pH urinario

Bicarbonato sérico

pCO2

5. EXAME FiSICO — APOS TRATAMENTO:

PA (mmHg) — deitado ap6s 5 min
Frequéncia cardiaca batimentos/min

Frequéncia respiratéria incursdes/min

Temperatura axilar °C

Altura cm

Peso Kg

Exame fisico por sistemas:

Sistema Normal Anormal Detalhes

Geral

Cabeca/pescoco
(incluir tireoide)

Respiratorio
Cardiovascular
Abdome

Figado

Baco

Genitourinario
Condicao neurolégica
Pele/faneros

Hemato-linfatico
(génglios)

Osteo-articular
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6. AVALIACAO LABORATORIAL — APOS TRATAMENTO:

Hemograma: data / /

Parametro valor Correcgao Comentérios

Hemoglobina
(g/dL)

Hematécrito (%)

Eritrocitos
(10% mm®)

Leucdcitos
(10% mm®)

Diferencial (%)
Bastdes
Segmentados
Linfécitos
Mondcitos
Basofilos
Eosindfilos

Plaguetas
(10% mm®)

Observagoes:




Bioquimica Data: / /

Parametro valor
Creatinina (mg/dL)
Ureia (mg/dL)

Sédio (mEg/L)
Potassio (mEg/L)
Calcio

Fosforo

Magnésio

Cloro (mEqg/L)
Bicarbonato (mEqg/L)
FA/ G-GT

AST /ALT

BT/BD/BI

PT/Alb/glob

Teste de Concentracdo Urinaria Data:

Parametro

Osmolalidade
plasmatica

Osmolalidade urinaria

Teste de Acidificacdo Urinaria Data:

Parametro

pH sérico

pH urinario
Bicarbonato sérico

pCO2

Antes jejum

correcao

/ /

TO (antes DDAVP)

Antes jejum

TO (antes CaCl2)

Comentarios

T4(ap6s DDAVP)

T4(apos CaClo)
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ANEXO C — Artigos Publicados

ORIGINAL STUDIES

Acute Kidney Injury in Children With Visceral Leishmaniasis

Alexandre Braga Liborio, MD, PhD,* Natalia A. Rocha, MD, 7 Michelle J. C. Oliveira, MD, MSe, ¥
Luiz E L. G. Franco, MD, 7 Graziela B. R. Aguiar; MD, ¥ Rodrigo S. Pimentel, MD, T Krasnalhia Livia S. Abreu, MD, ¥
Geraldo B. Silva, Ji, MD, MSe, 17 and Elizabeth E Daher, MD, PhD7

Background: There is no comprehensive study about renal function in chil-
dren with visceral leishmaniasis (VL). The aim of this study was to investi-
gate the incidence of acute kidney injury (AKI) in children with VL using
PRIFLE classification and to determine the risk factors for AKI.

Methods: A retrospective cohort study was conducted with 146 patients
younger than 14 years of age with VL diagnosis in one center located at
the northeast of Brazil from December 2003 to 2010. AKI was evalu-
ated by pediatric Risk, Injury, Failure, Loss, End-stage kidney disease
(pRIFLE) criteria.

Results: The mean age was 5 = 4.0 years (range. 5 months to 14 years),
and 53.4% were males. AKI was observed in 67 patients (45.9%). The dis-
tribution according to the pRIFLE criteria was as follows: risk 45 (67.2%),
injury 21 (31.3%), and failure 1 (1.5%). Patients in the AKI group were sig-
nificantly younger (P < 0.001) and had jaundice (£ = 0.028) and secondary
infections (P = 0.001) more often than non-AKI patients. The AKI group
had a significantly lower serum sodium (P = 0.03), potassium (? = 0.009),
serum albumin (P = 0.001), and elevated serum globulins (P = 0.04),
and a more prolonged prothrombin time (P = 0.001) at admission. Inde-
pendent risk factors for AKI were: secondary infections (OR: 3.65, 95%
CI: 1.426-9.358, P = 0.007), serum albumin decrement (OR: 1.672, 95%
CIL: 1.065-2.114, P = 0.019 per each 1 mg dL ' serum albumin decrement),
and high serum globulin (OR: 1.35, 95% CI: 1.031-1.779, P = 0.029 per
each 1 mg dL ' serum globulin increment).

Conclusions: AKI is a frequent complication in children with VL. The risk
factors for AKI were secondary infections, high serum globulin and low
serum albumin.

Key Words: visceral leishmaniasis, kala-azar, AKI, pRIFLE
(Pediatr Infect Dis J 2012;31: 451-454)

isceral leishmaniasis (VL), also known as kala-azar, is the

most severe form of leishmaniasis. Responsible for an esti-
mated 500,000 new cases each year worldwide, it is an endemic
disease in tropical countries, subtropics. and southern Europe. It
is estimated that over 200 million people around the world are at
risk for contracting the disease, and >90% of the cases occur in 5
countries, including Brazil."*
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Although the majority of infected patients have asympto-
matic infection or present with mild and unspecific symptoms,
some of them will develop the classic presentation of prolonged
fever and hepatosplenomegaly.' As a consequence of the intense
parasitism of the reticular endothelial system, VL patients present
with accentuated anemia, leukopenia, and thrombocytopenia, as
well as with increased plasmatic levels of gamma globulins.!

The high incidence of leishmaniasis in the pediatric popula-
tion has been documented in some studies.** This fact ariginates
from a higher susceptibility to infections and the immunity sys-
tem immaturity observed at this age range.” The most severe and
lethal presentations of VL usually occur in young malnourished
children.

Renal abnormalities caused by leishmaniasis have been
studied in experimental animal models and comprises intersti-
tial and glomerular abnormalities.® The main pathophysiologi-
cal mechanism by which VL affects the kidneys includes immune
complexes disease, as it occurs in other parasitic infections, such
as malaria and schistosomiasis. According to animal models, the
majority of patients present proliferative glomerulonephritis and
interstitial nephritis.® Studies about acute kidney injury (AKI) in
VL are rare and there have been no studies in the pediatric popula-
tion. Possible causes for AKI in VL patients include drug toxicity,
associated infections, hemodynamic abnormalities, and immune
complex deposits.” !

AKI definition is cumbersome, especially in the pediatric
population, because creatinine kinetics used to predict glomerular
filtration is under the influence of weight, height, and muscle mass.
AKI in noncritically ill children has been scarcely studied, but the
recent development of a standard pediatric AKI definition'*?" has
improved the systematic study of AKI in this population.

The aim of this study was to investigate the incidence of
AKI in children with VL, to determine the risk factors for AKI and
the association between AKI and mortality.

PATIENTS AND METHODS

Setting and Patient Selection

A retrospective cohort study was conducted with 146 con-
secutive pediatric patients aged =14 years, with a confirmed diag-
nosis of VL, admitted to the Sdo José Infectious Diseases Hospital,
in the city of Fortaleza, Northeast of Brazil, from December 2003
to December 2010. All patients had the diagnosis of VL based on
amastigote identification in smears obtained from the posterior iliac
crest or sternal bone marrow aspirate. A standardized case inves-
tigation form was used to complete demographic, epidemiologic,
clinical, and laboratory data. No patient presented previous chronic
kidney disease, arterial hypertension, diabetes mellitus, or other
comorbidities that could affect renal function.

Clinical Characteristic and Laboratory Data

The mean time between symptom onset and hospital
admission was analyzed, as well as hospital stay duration, labora-
tory, treatment, clinical complication, and mortality data. Disease
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ORIGINAL STUDIES

Comparative Analysis of Pediatric and Adult Visceral
Leishmaniasis in Brazil

Natalia A. Rocha, MD,* Michelle J. C. Oliveira, MD, MSc,*7 Luiz F. L. G. Franco, MD, *
Geraldo B. Silva Junior, MD, MSc,*1 Marilia P Alves, MD,* Aline M. Sampaio, MD,*
Bdarbara R. L. Montenegro, MD,* Ana Patricia F Vieira, MD,* Camilla N. Jacinto, MD,*
Krasnalhia Livia S. Abreu, MD,* and Elizabeth F. Daher, MD, PhD*

Background: The aim of this study was to compare clinical manifestations,
laboratory data, morbidity and mortality between adults and children with
visceral leishmaniasis, with a focus on kidney function.

Methods: This was a retrospective cohort study with 432 patients with vis-
ceral leishmaniasis diagnosed at 1 center in the northeast of Brazil. Patients
were divided into 2 groups according to age (>21 years and <21 years old).
Results: The time between onset of symptoms and beginning of treatment
was longer in adults (89.5 versus 48.5 days, P < 0.001); signs and symptoms
were similar in both groups. Failure of treatment with glucantime was more
common in adults (17.6% versus 8.8%, P=0.008). Acute kidney injury was
observed in 160 patients (37.0%), and it was more severe in adults. Risk
factors for acute kidney injury in adults were hypokalemia, leukopenia,
chills and amphotericin B use. In children, secondary infections were found
to increase the risk for acute kidney injury. Overall mortality was 8.8%, and
it was significantly higher in adults (12.6% versus 4.1%, P = 0.002).
Conclusions: The adult population had more severe laboratory abnormali-
ties and a worse prognosis, possibly due to delay in diagnosis. Acute kidney
injury is prevalent in both groups, and it is usually more severe in adults.

Key Words: visceral leishmaniasis, kala-azar, kidney injury, adults, chil-
dren, severify

(Pediatr Infect Dis J 2013;32: e182—e185)

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by obligate intramac-
rophage protozoa of the Leishmania spp. Most cases occur
in tropical and subtropical regions where conditions are favorable
for sandflies. It is endemic in Bangladesh, Brazil, India, Nepal and
Sudan, where mortality rates in untreated cases range from 75% to
95%.13

In Brazil, during the past 10 years, an average of 3600 new
cases per year of VL were registered, with case fatality rate around
6%. During the same period, children younger than 10 years were
more frequently affected, representing 48.9% of the cohort.*

Among the known complications of VL, kidney damage
occurs in both adults and children. In adults, renal involvement
is mainly due to immunocomplex deposits leading to mesangial
cell proliferation, hematuria and proteinuria.>” Recently, tubu-
lar dysfunction, associated with incomplete distal tubular acido-
sis, impaired renal concentration and high urinary magnesium
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excretion, has been described with improvement after specific treat-
ment with a pentavalent antimonial.®® We have recently reported
acute kidney injury as a common feature of the disease in chil-
dren.!!

Differences in clinical presentation, mortality and severity
of disease have been reported in a previous small study comparing
adults and children,'? but no study has compared the 2 populations
regarding kidney function.

The aim of this study was to compare clinical presentation,
laboratory data, morbidity and mortality between adults and chil-
dren with VL, with a focus on kidney disease.

PATIENTS AND METHODS

Setting and Patients Selection

A retrospective cohort study was conducted with 432 con-
secutive patients with confirmed diagnosis of visceral leishma-
niasis, admitted to the Sdo José Infectious Diseases Hospital, in
the city of Fortaleza, Northeast of Brazil, from December 2003
to December 2010. All patients had the diagnosis of VL based on
amastigote identification in smears obtained from the posterior iliac
crest or sternal bone marrow aspirate. Patients were divided in 2
groups according to their age (>21 years and <21 years old). A
standardized case investigation form was used to complete demo-
graphical, epidemiological, clinical and laboratory data.

Clinical Characteristics and Laboratory Data

The mean time between symptom onset and hospital admis-
sion was analyzed, as well as duration of hospital stay, clinical
manifestations, laboratory data, treatment and mortality. Disease
severity was evaluated through clinical and laboratory findings.
The clinical investigation included a medical record of all clinical
signs and symptoms presented at hospital admission. Laboratory
data included an assessment of serum urea, creatinine, potassium,
sodium, total bilirubin, alanine aminotransferase, aspartate ami-
notransferase, lactate dehydrogenase, total blood count. alkaline
phosphatase, globulin, albumin and prothrombin time, as well as
urinalysis. Hemorrhagic phenomena as gastrointestinal hemor-
rhage, hemoptysis and epistaxis were recorded at admission and
during hospitalization.

The study protocol was reviewed and approved by the Ethi-
cal Committee of the Institution.

Protocol of Treatment

Patients were treated with intravenous injections of
pentavalent antimonial (glucantime, Sanofi-Aventis, Brazil) 20mg/
kg daily for 2040 consecutive days, unless clinical indications
for amphotericin use was present, such as age <6 months or =60
years and evidence of instability. In cases of treatment failure
with pentavalent antimonial, patients received amphotericin B 0.7
to I mg/kg daily for 14-21 consecutive days. Treatment success
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Abstract

Background: The aim of this study is to investigate tubular
and glomerular function after visceral leishmaniasis (VL)
treatment with pentavalent antimonials. Methods: This is a
prospective study including 14 patients with VL diagnosis
treated with pentavalent antimonials. Urine acidification
and concentration tests were performed. Estimated glomer-
ular filtration rate (eGFR), fractional excretion of sodium
(FEya) and potassium (FEy) and free water clearance (Cyyp)
were measured to assess glomerular and tubular function.
Results: The VL group had a significantly lower FEg, serum
sodium and plasma osmolality (Pysy). No significant differ-
ences were found regarding proteinuria, eGFR, FEy, or Cyz0.
Patients in the VL group had lower urinary osmolality (Ugsm)
before DDAVP use when compared to the control group, as
well as a lower U/Pysm. The urinary pH before and after CaCl,
load was higher in the VL group. Conclusion: This study

shows evidence of reversal of some tubular dysfunction in
VL, but other dysfunctions may persist, especially urinary
acidification capacity. Copyright @ 2011 S. Karger AG, Basel

Introduction

Visceral leishmaniasis (VL), also known as kala-azar,
isan endemic disease in tropical countries, the subtropics
and southern Europe, affecting 1-2 million individuals
and causing approximately 500,000 new cases and 5,000
deaths each year [1-4]. It is estimated that over 200 mil-
lion people around the world are at risk of contracting the
disease, and over 90% of the cases occur in 5 countries,
including Brazil [5, 6].

As a consequence of the intense parasitism of the re-
ticular endothelial system, VL patients present with ac-
centuated anemia, leukopenia and thrombocytopenia, as
well as increased plasmatic levels of gamma globulins [7].
Pentavalentantimonial agents are the treatment of choice
for VL.
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Visceral leishmaniasis in children: a cohort of 120 patients
in a metropolitan city of Brazil

Natalia A. Rochal, Geraldo B. Silva Junior!:2, Michelle J. C. Oliveiral-2,
Krasnalhia Livia S. Abreu!, Luiz E L. G. Franco!, Marcos P. Silval,
Ana Valeska V. Garcia!, Elizabeth E Daher!

!Department of Internal Medicine, School of Medicine, Federal University of Ceard, and 2School of Medicine, University
of Fortaleza, Fortaleza, Ceard, Brazil

SUMMARY: Rocha NA, Silva Janior GB, Oliveira MJC, Abreu KLS,
Franco LFLG, Silva MP, Garcia AVV, Daher EF. Visceral leishmaniasis in
children: a cohort of 120 patients in a metropolitan city of Brazil. Turk J
Pediatr 2011; 53: 154-160.

There are few studies regarding the clinical presentation of visceral
leishmaniasis (VL) in children. The aim of this study was to investigate the
clinical manifestations, major complications and causes of death in children
with VL.

A retrospective study was performed with pediatric patients (<14 years old)
with a diagnosis of VL in Fortaleza, state of Ceara, in Northeast Brazil.

A total of 120 patients were included. The mean age was 5+3.9 years, and
53.4% were male. The main clinical manifestations at admission were: fever
(94.2%), splenomegaly (94.2%), hepatomegaly (82.5%), anorexia (55%),
malaise (47.5%), cough (41.6%), abdominal pain (27.5%), vomiting (25.5%),
and diarrhea (16.6%). Acute kidney injury was found in 25% of the patients.
The main complication during hospital stay was pulmonary infection, found
in 27.5% (n=33), leading to sepsis in 3 cases. Glucantime® was the drug
of choice in 90% (n=108) of the cases, amphotericin B in 7.5% (n=9) and
AmBisome® in 2.5% (n=3). Death occurred in 4 cases (3.3%) due to sepsis
(3 cases) and hemorrhagic complications (1 case).

Visceral leishmaniasis is a frequent infection among children in our region.
The main complications were pulmonary infection and acute kidney injury
related to antiparasitic therapy, along with sepsis and hemorrhage.

Key words: visceral leishmaniasis, kala-azar, children, complications, mortality.

Visceral leishmaniasis (VL) or kala-azar is
an endemic disease in tropical countries,
subtropics, and southern Europe, affecting
one to two million individuals and causing
approximately 5,000 deaths each year!-*. It
is estimated that over 200 million people
around the world are at risk of acquiring the
disease, and over 90% of the cases occur in
five countries, including Brazil®.

The majority of infected subjects have
asymptomatic infection or present mild
and unspecific symptoms such as diarrhea,
dry cough, lethargy, low-grade fever, and
hepatosplenomegaly®. As a consequence of the
intense parasitism of the reticuloendothelial

system, patients with VL present with accen-
tuated anemia, leukopenia and thrombo-
cytopenia, as well as with increased plasmatic
levels of gamma globulins®.

The prevalence of VL in the pediatric population
has been documented in some studies? as
due to the higher susceptibility to infections
and the immune-depressed state found in this
population, since the long-lasting immunity
develops during those years®. In a recent study
in our region, an important increase in the
number of VL cases was observed, associated
with urbanization of the disease!?. Among
1379 registered cases in the study period, 493
(35.7%) were children!0,
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