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tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT).Pontos que
compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas
significativas entre si a significancia de 5%.
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC), doenca com alta prevaléncia no Brasil, tem como uma de
suas principais consequéncias a injuria renal devido a lesbes tubulares e glomerulares decorrentes
principalmente da deposicdo de imunocomplexos. A presenca de animais infectados assintomaticos
dificulta o diagndstico que deve ser realizado através da combinacdo de exames fisico,
parasitologico, sorolégicos e moleculares. Apo6s diagndstico da infeccdo é primordial seu
estadiamento para melhor composicdo do manejo terapéutico. Para tanto, Sd0 necessarios
marcadores que possam indicar a evolucdo e prognostico da doenca renal, uma das mais
importantes ocorréncias na LVC, que causa morte em muitos animais infectados. Na busca por um
biomarcador precoce de injuria renal, este trabalho teve como objetivo determinar o perfil proteico
urinério de cdes infectados com leishmaniose tratados e sem tratamento. Para tanto, foram avaliados
30 cdes oriundos do atendimento clinico ambulatorial de um Hospital Veterindrio em Belo
Horizonte. Todos os animais passaram por exames clinico, ultrassonogréfico e laboratorial que
incluiram biomarcadores renais como urinalise, relacdo proteina e creatinina urinarias (RPC),
arginina dimetilada simétrica (SDMA), nitrogénio ureico sanguineo (BUN) e creatinina sérica.
Além disso, as proteinas urinarias foram caracterizadas através da técnica de eletroforese por SDS-
PAGE, e assim, foi elaborado um perfil proteico urinario comparando pacientes higidos néo
infectados, com cdes infectados com Leishmania infantum com e sem tratamento. Os resultados
demonstraram que 0s parametros hematoldgicos e bioguimicos apresentaram comportamento
semelhante entre os grupos de cédes ndo infectados e de cées infectados tratados, entretanto um
padrdo muito heterogéneo de proteinas urinarias pode ser observado e diferiu entre animais higidos
ndo infectados e animais infectados com L. infantum com ou sem tratamento. Os resultados
sugerem que a classificacdo da proteinudria pode ser uma ferramenta que auxilia no estadiamento de
animais infectados por L. infantum podendo diferencia-los quanto a gravidade de lesdes renais

existentes.

Palavras — Chave: rim, proteindria, eletroforese, Leishmania infantum.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL), a disease with high prevalence in Brazil, has as one of
its main consequences renal injury due to tubular and glomerular lesions resulting mainly
from the deposition of immune complexes. The presence of asymptomatic infected animals
hinders the diagnosis that must be made through the combination of physical, parasitological,
serological and molecular tests. After diagnosis of the infection, its staging is essential for a
better composition of the therapeutic management. For that, markers are needed that can
indicate the evolution and prognosis of kidney disease, one of the most important occurrences
in CVL, which causes death in many infected animals. Thus, in the search for an early
biomarker of renal injury, this study aimed to determine the urinary protein profile of dogs
infected with leishmaniasis treated and without treatment. For this, 30 dogs from an outpatient
clinic at a Veterinary Hospital in Belo Horizonte were evaluated. All animals underwent
clinical, ultrasound and laboratory tests that included renal biomarkers such as urinalysis,
urinary protein and creatinine ratio (UPC), symmetrical dimethylated arginine (SDMA),
blood urea nitrogen (BUN) and serum creatinine. In addition, urinary proteins were
characterized using the SDS-PAGE electrophoresis technique, and thus, a urinary protein
profile was developed comparing healthy, uninfected patients with dogs infected with
Leishmania infantum with and without treatment. The results showed that the hematological
and biochemical parameters showed similar behavior between the groups of uninfected dogs
and treated infected dogs, however a very heterogeneous pattern of urinary proteins can be
observed and differed between healthy non-infected animals and animals infected with L.
infantum with or without treatment. The results suggest that the classification of proteinuria
can be a tool that helps in the staging of animals infected with L. infantum and can

differentiate them in terms of the severity of existing kidney injuries

Keywords: kidney, proteinuria, electrophoresis, Leishmania infantum.
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1.

INTRODUCAO

O progresso na compreensdo de mecanismos celulares e moleculares envolvendo a leséo renal
aguda esclareceu mecanismos fisiopatologicos antes desconhecidos. Entretanto, esse
conhecimento ainda ndo resultou na aplicacdo de tratamentos especificos ou efetivos para
prevenir a acdo dos agentes etioldgicos ou mesmo exclui-los, o que dificulta o controle da
progressao da injuria renal aguda e justifica os esforgcos para o reconhecimento e utilizacéo de
ferramentas diagnosticas e de estadiamento nas Gltimas décadas, especialmente na busca por
novos marcadores de lesdo e disfungéo renal (MAGRO e VATTIMO, 2007).

Considerando que alteracbes glomerulares possam ser classificadas como injuria renal
glomerular e que as principais glomerulonefrites apresentam uma origem imunomediada
(VEADO et al., 2014), os achados mais frequentemente relatados em pacientes com doenga
periodontal, piometra, hepatite infecciosa canina, erliquiose e leishmaniose visceral canina
(LVC) sdo de origem renal. Tal fato se deve a producdo de anticorpos, resultando em
formacéo e deposicao de imunocomplexos nos glomérulos favorecendo a lesdo glomerular e
podendo levar a insuficiéncia renal aguda (IRA), comprometendo a qualidade e a sobrevida
destes pacientes (GRAUER, 2010; CHEW et al., 2011). Considerada enzoética na
mesorregido de Belo Horizonte, a LVC causa um quadro clinico polimorfico no qual as

patologias renais estdo entre as principais causa de morte (ZATELLI et al., 2003).

Na busca por biomarcadores proteicos renais precoces, diversas técnicas, incluindo a
eletroforese e a protedmica tém sido empregadas na expectativa de definir o segmento do
néfron envolvido (THONGBOONKERD, 2004), entretanto, nenhum estudo foi encontrado
utilizando estas técnicas como ferramenta discriminatéria para cdes infectados por

Leishmania (L.) infantum, sendo este um estudo pioneiro.

O consenso em relacdo a taxa de excrecdo de proteina na urina ser um marcador da
progressao da doenca renal aponta que algumas proteinas urinarias tém um importante papel
como biomarcadores de doenga ou toxicidade renais (POLZIN et al., 2005; LEFEBVRE,
2011). Sabe-se que a albuminuria é um importante indicador de perda da permeabilidade dos
capilares glomerulares e, que na pratica, pode indicar precocemente danos glomerulares e
tubulares (DIBARTOLA, 2004; POLZIN, et al., 2005).
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Entretanto, o diagndstico de uma injuria renal s6 pode ser realizado pela associa¢do do quadro
clinico laboratorial junto a composicéo e quantidade de proteinas presentes. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi tracar o perfil proteico urinario através da técnica de SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sodio) de cdes saudaveis e
infectados com L.infantum tratados e néo tratados, em associagdo a biomarcadores do perfil

renal destes pacientes.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a proteindria de cdes infectados com L.infantum sem tratamento ou quando

submetidos a protocolos terapéuticos preconizados pelo BRASILEISH.

2.1 Objetivos especificos

e Comparar resultados do hemograma, perfil bioquimico e urinario de caes saudaveis nao

infectados e aqueles infectados por L.infantum;

e Realizar a eletroforese em gel de agarose e SDS-PAGE de amostras de urina de cées
saudaveis ndo infectados e aqueles infectados por L.infantum para determinar o perfil proteico
urinario de cdes saudaveis ndo infectados e aqueles infectados por L.infantum pela técnica de
SDS-PAGE;

e Comparar caracteristicas do hemograma, perfil bioquimico com resultados da eletroforese
urinaria em cées com o diagnostico clinico e laboratorial de cdes infectados com L.infantum,

submetidos ou ndo a tratamento;

e Correlacionar o tracado eletroforético da urina ao tratamento de cées infectados com

L.infantum;

e Definir as bandas eletroforéticas de interesse discriminatério entre cdes saudaveis e

doentes para posterior analise proteémica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Definicéo e classificacédo de injuria renal aguda

AlteracGes renais sdo cada vez mais frequentes na clinica médica de pequenos animais,
possivelmente decorrente do aumento da longevidade desses animais, com consequente
desenvolvimento de doencas relacionadas a senilidade, que provocam direta ou indiretamente
danos renais, como cardiopatias e neoplasias. A necessidade do uso de farmacos com
potencial nefrotdxico, comumente necessaria na terapéutica dessas alteracdes também
colabora com o aumento da prevaléncia. Associado a esta casuistica 0 reconhecimento dos
médicos veterinarios a partir de métodos mais eficazes, também favorece o aumento da
identificacdo de alteracGes renais em caes e gatos (DIBARTOLA, 2004; POLZIN et al., 2005;
COWGILL et al., 2016).

Os rins sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase através de fun¢ées como regulacdo
da osmolaridade e do volume dos fluidos corporais, manutencdo do equilibrio
hidroeletrolitico e &cido base, excrecdo de metabodlitos e substdncias exdgenas como
medicamentos, além da producdo de horménios como eritropoietina e calcitriol (POLZIN et
al., 2005; GRAUER, 2010). Assim, quando a funcdo renal estd normal, os rins mantém sua
capacidade funcional de filtracdo, reabsorcao, secrecdo e excrecao, ndo permitindo, sobretudo,
0 acumulo de compostos, que sdo normalmente excretados. Dessa forma, o desempenho renal
interfere diretamente na homeostase do organismo, uma vez que se ocorrer injdria, uma ou
mais funcdes podem ser alteradas (POLZIN et al., 2005; VEADO et al., 2014).

Durante o 8° Congresso Anual da Sociedade Europeia de Medicina Veterinaria Interna em
Viena (1998), um grupo de medicos veterinarios independentes, especialistas em Nefrologia,
formou a Sociedade Internacional de Interesse Renal, denominada IRIS, que em 2013
publicou os critérios para o estadiamento da injuria renal aguda e vem apresentando diretrizes
para diferentes alteracfes renais em cdes e gatos (IRIS, 2019). A IRIS esclarece que, 0s danos
ou injurias renais antecedem a disfuncéo e, apesar da presenca de um dano renal, a capacidade
de concentrar urina pode permanecer intacta, ndo havendo azotemia, mas gerando uma

doenca renal discreta em alguns casos (COWGILL et al., 2016).

Quando um dano renal é suficiente para provocar perda da reserva funcional ocorre uma

reducdo na capacidade de concentrar urina e, dessa forma, hd uma insuficiéncia renal, mas
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ainda pode ndo haver azotemia. Se 0s danos persistirem até o ponto em que, além da
capacidade de concentracdo ou diluicdo da urina, houver acumulo de residuos nitrogenados
ndo proteicos no sangue, caracteriza-se uma insuficiéncia renal. Quando esta insuficiéncia
progride e quantidades crescentes de produtos sdo observados em associacdo a alteragdes
metabdlicas, provocando efeitos adversos, clinicamente evidentes, tem-se uma insuficiéncia
renal clinica, que pode evoluir até uma sindrome urémica levando ao 6bito (BERGSTROM,
2004; SQUIRES, 2014).

As insuficiéncias renais sao diagnosticadas com facilidade pelos veterinarios, entretanto nem
sempre o tipo de insuficiéncia é identificado, comprometendo o tratamento e o prognostico
dos pacientes. Quando o termo insuficiéncia é empregado, implica na necessidade de
identificar quais funcgdes estdo alteradas, assim como se esta insuficiéncia é aguda ou cronica
(VEADO et al., 2014).

Embora os dados do historico e achados clinico-patoldgicos associados a IRA e insuficiéncia
renal cronica (IRC) possam ser semelhantes, o tratamento subsequente e o prognéstico sao
muito diferentes (DIBARTOLA, 2004; POLZIN et al., 2005; COWGILL et al., 2016).

O inicio e a gravidade das alteracGes clinicas em pacientes com doenca renal podem variar de
acordo com a natureza, duracédo, presenca de comorbidade, idade do paciente e administracao
de agentes terapéuticos (DIBARTOLA, 2004; POLZIN et. al., 2005).

Os sinais clinicos do paciente com IRA sdo inespecificos e envolvem; desidratacdo, apatia,
inapeténcia, quadros de voOmitos e/ou diarreias, ndo havendo, portanto, nenhum sinal
patognomoénico (DIBARTOLA, 2004; VEADO et al.,, 2014). O aparecimento dessas
manifestacdes clinicas é decorrente da reducdo nas funcdes renais, acompanhada do acimulo
de metabolitos e a sindrome urémica (BERGSTROM, 2004; SQUIRES, 2014).

Um rim pode estar doente, mas ainda assim ndo apresentar insuficiéncia, ja que consegue
exercer suas fungbes mantendo o volume e a composicdo equilibrada do fluido extracelular.
Ou seja, um rim com alteracbes morfologicas pode ser suficiente, entretanto, mesmo que nao
apresente lesdes perceptiveis pode estar com sua funcdo comprometida (DIBARTOLA, 2004;
VEADO et al., 2014). Um bom exemplo disso séo as alteraces congénitas como as displasias

renais, citadas por Polzin et al. (2005).
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A IRIS esclarece que a IRA se refere desde a uma leso renal continua leve, assintomatica, até
uma insuficiéncia grave, causadas comumente por agressdes obstrutivas, infecciosas,
isquémicas ou toxicas aos rins. Assim, a forma de classificacdo da IRA proposta visa o
reconhecimento da gravidade da doenca e permite melhor acompanhamento e manejo clinico
dos pacientes (COWGILL et al., 2016).

A IRIS classifica a IRA em 5 graus fundamentados em critérios clinico-laboratoriais. A seguir
sdo apresentadas as classificagbes clinicas com o objetivo de definir termos, causas e

consequéncias.

3.1.1 Injuria Renal Aguda

O termo injuria renal mostra que existe uma lesdo inicial que comegou antes da perda da
funcdo renal excretora (DIBARTOLA, 2004; VEADO et al., 2014). Qualquer condicdo que
cause lesdo ao glomérulo, tubulo ou intersticio renal € considerada uma injaria. As injarias
podem ser discretas e ndo causarem nenhum dano significativo ao parénquima, mas podem
ser a causa de insuficiéncia funcional renal. Essas injurias, geralmente de ocorréncia subita,
podem causar IRA ou gerar, de forma lenta e gradual, lesGes irreversiveis, desencadeando
doenca renal crénica (DRC) (DIBARTOLA, 2004; COWGILL et al., 2016).

A susceptibilidade as injarias como a isquemia e substancias toxicas se deve as
particularidades fisiologicas e anatémicas renais. O grande fluxo de sangue renal, de
aproximadamente 20% do débito cardiaco, resulta em um maior contato com substancias
toxicas comparacdo com outros 6rgdos. O cortex renal é especialmente suscetivel a isquemia
e a exposicao de substancias toxicas porque recebe 90% do fluxo de sangue renal. Na regido
medular, o tubulo proximal e as células epiteliais da alca espessa de Henle sdo mais
frequentemente afetados por isquemia e lesdo tdxicas devido a altas taxas metabdlicas e sua
funcdo de transporte (SQUIRES, 2014).

A lesdo das células renais pode ser letal ou subletal. A lesdo subletal representa um
componente importante na IRA, pois pode influenciar profundamente na TFG e no fluxo
sanguineo renal. A natureza da resposta de recuperacdo € mediada pelo grau em que as células
podem restaurar a funcdo normal e promover a regeneracdo (GRAUER, 2010; BASILE et

al.,2014). A recuperacdo bem-sucedida da IRA depende, portanto do grau em que esses
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processos de reparo sobrevém, e estes reparos podem estar mais comprometidos em pacientes
idosos ou com DRC (BASILE et al., 2014).

O diagnostico de injuria ndo é possivel através da mensuracdo da creatinina sérica, uma vez
que o aumento superior ao limite de referéncia sé ocorre quando ha perda de pelo menos 65%
da massa renal funcional (LEFEBVRE, 2011), sendo assim, em pacientes com risco de injuria
outros métodos como as quantificacdes de enzimas urinarias tém sido utilizados para o
reconhecimento da nefrotoxicidade precoce em cdes. As enzimas gama-glutamiltransferase
(GGT) e N-acetil-b-D-glucosaminidase (NAG) podem ser dosadas na urina, sendo
indicadores precoces de leséo tubular (GRAUER, 2010; TASSINI et al., 2016).

3.1.2 Insuficiéncia Renal Aguda

O termo insuficiéncia indica situacGes em que ha perda de funcdo, mas ainda ha mecanismos
de compensacdo do rim através da hipertrofia ou hiperplasia de néfrons (POLZIN et al.,
2005). A IRA pode ser definida entdo, como uma manifestacao subita de sinais que sugerem a
diminuicdo do numero de néfrons e, assim a perda da capacidade dos rins em manter o
exercicio de uma ou mais funcdes, devido a um fator primario. E caracterizada pela
diminuicdo da funcdo renal e pela incapacidade de regular o equilibrio acidobasico e
hidroeletrolitico (GRAUER, 2010; VEADO et al., 2014). Uma caracteristica subjacente € um
rapido declinio na TFG, geralmente associado a reducGes no fluxo sanguineo renal (BASILE
etal., 2014).

A IRA tem quatro fases distintas que sé&o classificados como: iniciacdo, extensao, manutencdo
e recuperacdo. A iniciacdo refere-se a exposi¢do a nefrotoxinas ou a isquemia, antes do inicio
da azotemia. Esta associada ao aumento crescente do nimero e da gravidade das lesGes
glomerulares ou tubulares no decorrer do tempo se a agresséo renal ndo for descontinuada.
Caso haja remocgdo da causa incitante, logo no inicio, havera restabelecimento da
normalidade. Assim, durante a fase de iniciacdo, medidas terapéuticas que reduzem o insulto
renal tém o potencial de prevenir o desenvolvimento da IRA estabelecida. Nesta fase o
paciente ainda ndo apresenta sinais clinicos nem alteracdes laboratoriais detectaveis pelos
métodos tradicionais (CHEW et al., 2011; BASILE et al., 2014).

A identificacdo de pacientes em risco de desenvolver IRA permite ao clinico aumentar o

monitoramento durante procedimentos e terapias que podem ser considerados nefrotoxicos.
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Este monitoramento auxilia na deteccdo de dano tubular na fase de iniciacdo (GRAUER,
2014). Neste contexto, o diagnostico precoce é de fundamental importancia, uma vez que a
maior parte das doencas renais s6 se manifesta clinicamente quando mais de 50% a 75% da
funcdo renal j& esta comprometida (LEFEBVRE, 2011; DUSSE et al., 2017).

Na fase de extensdo o insulto inicial amplifica-se, visto que a causa base continua a causar
lesGes e, consequentemente induz a resposta inflamatoria. A fase de extensdo pode variar

entre um a dois dias, tempo suficiente para que ocorra reducao da TFG (BASILE et al., 2014).

Estabelecidas as lesGes tubulares, resultando em disfuncdo nos néfron caracteriza-se a fase de
manutencdo. A entrada nessa fase significa que uma quantidade significativa de injurias
ocorreu nos tabulos renais, que levaram a uma reducdo no fluxo sanguineo renal e na TFG.
Mesmo que a causa desencadeante da injuria seja identificada e removida, ndo ha retorno
imediato da fungéo renal normal (CHEW et al., 2011; BASILE et al., 2014). A intervencéo
terapéutica durante esta fase, embora potencialmente importante para preservar a vida,
geralmente € incapaz de diminuir as lesdes renais ja existentes (GRAUER, 2014). Ou seja,
esta fase é caracterizada pelo aumento persistente da concentracdo sérica de creatinina,
mesmo apds correcdo dos fatores pré-renais como restauracdo do volume extracelular e do
débito cardiaco. Nesta fase a fluidoterapia é a fundamental para o tratamento de suporte
(CHEW et al., 2011; GRAUER, 2014).

A fase de recuperacdo é o periodo em que as lesdes renais sdo reparadas e os néfrons viaveis
sofrem hipertrofia resultando em melhora da funcdo renal. Os danos tubulares associados a
IRA podem ser reversiveis, se a membrana basal tubular estiver intacta e células epiteliais
viaveis estiverem presentes, caso contrario, havera lesdo renal irreversivel com perda de
néfrons e subsequente fibrose renal, resultando em DRC (GRAUER, 2010; CHEW et al.,
2011; BASILE et al., 2014).

Devido a grande importancia na identificagdo da causa na IRA, essa condigéo é classificada
de acordo com a injdria que a provocou, ou seja, pré-renal, renal ou pds-renal (GRAUER,
2010; VEADO et al., 2014). Essa classificacdo sugere também o progndéstico do paciente
(CHEW et al., 2011).
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3.2 Comparagcéo entre insuficiéncia renal aguda e doenca renal cronica

IRA e DRC representam dois processos distintos de dano renal. Enquanto a IRA representa
um dano ativo que progride rapidamente, a DRC representa um dano lento, mas também
progressivo. Ultimamente, tem sido sugerido que IRA e DRC possam ndo ser entidades
independentes, pois sdo influenciadas por varias condi¢bes similares, compartilham fatores de
risco comuns e, em ultima analise uma interfere no prognostico da outra, uma vez que a IRA é
um fator de risco para DRC e vice-versa. O reconhecimento de dano renal ativo em curso em
pacientes com DRC pode sugerir que a fisiopatologia da IRA e da DRC compartilham mais
caracteristicas do que as atualmente reconhecidas, e a principal diferenca entre elas é a taxa de
progressdo da doenca (COWGILL et al., 2016).

As principais sequelas da IRA se devem a presenca de areas parenquimatosas perdidas, como
lesbes cicatriciais, fibroses e perda de néfrons que caracterizam um problema de carater
crénico (POLZIN et al., 2005; VEADO et al., 2014).

As observacdes através de exames ultrassonograficos nos rins de cédes e gatos com IRA séo
geralmente inespecificas, o rim pode estar aumentado ou apresentar sua regiao cortical normal
ou espessada e também ligeiramente hiperecoica. Uma linha hiperecogénica, denominada
linha ou sinal medular é observada na juncdo corticomedular (GRAUER, 2010; PENNICK e
D’ANJOU, 2015). Também é dificil diferenciar um paciente IRA de um DRC apenas pelos
niveis séricos de ureia e creatinina ou mesmo propor a origem, se pré, renal ou pés-renal.
Dessa forma a associacgdo clinica aos achados clinico-laboratoriais e, mais especificamente a
definicdo da causa, sdo mandatorios para o tratamento e definem o prognéstico dos pacientes
(VEADO et al., 2014).

Na urinalise é importante verificar a densidade, que comumente se encontra normal ou
aumentada, diferente do observado em cdes portadores de DRC, que sdo geralmente
isostendricos. Alteragdes como proteindria, cilindrdria, hematdria e alteragdes do pH podem
ser observadas em ambas as doencas (VEADO et al., 2014). O débito urinario pode ou ndo
apresentar diminuicdo, entretanto, a oligiria é um forte indicativo de que 0s rins estdo
comecando a apresentar falhas de funcdo (GRAUER, 2010; COWGILL et al., 2016).

Na classificacdo proposta pela IRIS, diferente da IRA, os subestdgios na DRC estdo

relacionados a proteinuria renal e & hipertensao arterial sistémica, considerados como fatores
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independentes de progressao da DRC e que interferem no progndstico e requerem intervengéo
terapéutica especifica (COWGILL et al., 2016).

3.3 Relacgao entre fisiologia glomerular e proteinaria

O glomérulo consiste em um arranjo em paralelo de algas capilares sustentado por células e
por uma matriz mesangial. O sangue ¢ seletivamente filtrado pelo glomérulo, & medida que se
move da arteriola aferente através dos capilares glomerulares em direcdo a arteriola eferente.
Os componentes estruturais da parede do capilar glomerular isolam o sangue do espaco
urinério e formam uma barreira a filtracdo, com seletividade para carga e tamanho. Esta
barreira de filtracdo glomerular permite a passagem imediata de liquido e de pequenas
moléculas do sangue para o interior do espaco urinario, mas previne que as células sanguineas
e as proteinas plasmaticas sejam filtradas (BONEGIO e SALANT, 2011).

E essencial que os glomérulos funcionem como filtros para retencéo de proteinas, sendo essa
conservacgao necessaria para a regulacdo da pressdo oncotica, coagulacdo sanguinea e outros
processos vitais. Em individuos saudaveis, essa pequena quantidade de proteinas que chega ao
filtrado glomerular é quase totalmente reabsorvida pelos tdbulos proximais (SANTOS et al.,
2001; HARLEY e LANGSTON, 2012).

Portanto, os glomérulos desempenham a funcdo de gerar um ultrafiltrado de plasma, a etapa
inicial do processo de formacdo de urina. Em humanos, aproximadamente 180 litros de
ultrafiltrado glomerular sdo formados a cada 24 horas. Antes de atravessar o capilar
glomerular, este fluido contém aproximadamente 11.000 a 14.000g de proteinas, enquanto
que, em condic¢des normais, a excrecdo urinaria de proteinas em 24 horas € inferior a 0,2-0,3g
(KASISKE e KEANE, 2000). Em cées a quantidade de ultrafiltrado varia em torno de 3 a 6
litros por quilo em 24 horas (FINCO, 1995; GRAUER, 2010), ja o valor normal de excre¢do
proteica urinaria de 24 horas em cédes e gatos deve ser inferior a 20mg/kg por dia (até
50mg/dl) (DIBARTOLA, 2004). Devido a barreira representada pelos poros capilares,
proteinas com peso molecular maior que 60.000 a 65.000 daltons ndo devem estar presentes
em grandes quantidades no filtrado glomerular normal (DIBARTOLA, 2004; GRAUER,
2010).

A urina final em humanos é composta por aproximadamente 40% de albumina, 40% de
proteina de Tamm-Horsfall e 20% de IgA (Imunoglobulina A), IgG (Imunoglobulina G) e
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cadeias leves k ¢ A (MORALES, 2002). Ja o filtrado glomerular inicial de cédes e gatos
saudaveis contém apenas 2-3mg/dl de albumina em comparagdo com cerca dos 4g/dl
encontrados no plasma. As proteinas de menor peso molecular, bem como as proteinas
maiores carregadas positivamente que passam pela parede capilar glomerular, sdo quase
completamente reabsorvidas pelas células epiteliais tubulares. Tais proteinas reabsorvidas
podem ser decompostas e usadas pelas células epiteliais ou devolvidas ao plasma como
aminoacidos constituintes. Essa reabsorcdo ocorre principalmente nos tubulos contorcidos
proximais e reduz a concentracdo de albumina na urina normal para concentracoes inferiores a
Img/dl (LAFAYETTE et al., 1997; KASISKE e KEANE, 2000; GRAUER, 2016).

A barreira de filtracdo é composta por trés camadas: a camada de células endoteliais
fenestradas, que reveste as algas capilares, a membrana basal glomerular (MBG) e a camada
de células epiteliais glomerulares viscerais, frequentemente denominadas poddcitos, por
apresentarem processos podais interdigitantes (BONEGIO e SALANT, 2011). A primeira
barreira a passagem das proteinas € a camada de células endoteliais que, ao contrario de
outros capilares do organismo, apresenta grandes fenestras cujo diametro pode chegar a
centenas de angstrons (A), sendo incapaz de discriminar as macromoléculas pelo tamanho
(BONEGIO e SALANT, 2011; HARLEY e LANGSTON, 2012).

A membrana basal glomerular é a segunda camada a oferecer resisténcia a filtracdo das
macromoléculas. Esta camada ndo contém elementos celulares, sendo um arranjo complexo
de colageno, proteoglicanos e outras moléculas. O colageno tipo IV dentro da membrana
basal da parede capilar glomerular restringe a filtracdo da maioria das proteinas plasmaticas,
principalmente com base no peso e tamanho moleculares (KASISKE e KEANE, 2000;
BONEGIO e SALANT, 2011). A albumina (69.000 Da) e proteinas maiores normalmente néo
estdo presentes em grandes quantidades no filtrado glomerular devido a essa permeabilidade
seletiva (GRAUER, 2016).

Finalmente, a camada de células epiteliais, com o0s podocitos e seus prolongamentos
denominados pedicelas, ndo representa obstaculo importante a passagem das macromoléculas
(KASISKE e KEANE, 2000; BONEGIO e SALANT, 2011). As fung¢des do poddcito incluem
manutencdo da integridade da barreira de filtragdo, sintese e manutencdo da MBG, producéo e

secrecdo dos fatores de crescimento, neutralizacdo da pressdo no capilar glomerular, e
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regulacdo dindmica de sua arquitetura (HARLEY e LANGSTON, 2012; RODRIGUES,
2012).

Qualquer natureza de les@o quer seja, imunoldgica, toxica, infecciosa ou isquémica, determina
uma capacidade limitada de proliferacdo de poddcitos in situ, geralmente ocorrendo necrose,
apoptose ou perda de adesdo a MBG. Em modelos experimentais a reposi¢do da célula
podocitaria pode ocorrer por migracdo sanguinea de células tronco ou parietais da capsula de
Bowman ao tufo glomerular (PRODROMIDI et al., 2006).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que a injdria ao poddcito causada por
fusdo podocitaria, deposicdo de anticorpos e imunocomplexos com inflamacdo induz a
diminuicdo da expressao de suas proteinas no tecido renal. Especula-se que o descolamento
dos poddcitos da MBG e consequente excrecdo urinaria de células viaveis ou em apoptose
possam ser identificados através de testes de PCR (Reacdo da Cadeia em Polimerase) em
tempo real com amostras do sedimento urinario, pelo aumento da expressao do RNAm de
proteinas como a nefrina, podocina, podocalixina, sinaptopodina e alfa actinina-4
(PRODROMIDI et al., 2006).

Os espacgos vazios entre as pedicelas sdo cobertos por uma membrana muito delicada
denominada de slit membrane ou fenda diafragmatica, que consiste em uma juncao
intercelular especializada situada entre os poddcitos. Essa fenda forma a barreira tamanho-
seletiva final contra a passagem das proteinas plasmaticas, ou seja, € a Gltima e mais eficiente
barreira a filtracdo de macromoléculas (KASISKE e KEANE, 2000; BONEGIO e SALANT,
2011).

Diversas substancias existentes nessas camadas, como o acido sialico, sulfato de heparan e
sialoglicoproteinas, que sdo responsaveis pela eletronegatividade do glomérulo
(LAFAYETTE et al., 1997), que presentes na superficie das células endoteliais e podocitos,
bem como na MBG, repelem a passagem de moléculas anidnicas como, por exemplo, a
albumina (LAFAYETTE et al., 1997; KASISKE e KEANE, 2000; BONEGIO e SALANT,
2011).

Apesar da participagdo de carga negativa na seletividade glomerular ser discutida, um estudo
com rim perfundido in vivo utilizando desidrogenase (molécula 2 vezes maior que albumina)

carregada negativa e positivamente mostrou a ocorréncia de depuracdo fracionada cationica
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maior do que a anidnica. Esses dados sugerem seletividade de carga, inclusive para proteinas
maiores que a albumina (LINDSTROM et al., 1998).

A seletividade por tamanho molecular também foi discutida e demonstrada por varios autores,
dentre eles, Oliver et al. (1992) que utilizaram ficoll, uma molécula esférica semelhante a
albumina e obtiveram resultados que sugeriram que os poros medem em torno de 30A.
Entretanto, ainda ndo ha um consenso acerca dos tamanhos desses poros e sua distribuicdo ao
longo da MBG. Duas teorias explicam a permeabilidade da parede do capilar glomerular. A
primeira é a teoria dos isoporos, que sugere que a barreira seria uma membrana perfurada por
poros cilindricos do mesmo tamanho com alguns raros poros maiores. A segunda é a teoria
dos heteroporos que sugere a existéncia de uma distribuicdo log-normal de populacdes de
poros pequenos e outra de poros maiores (DEEN, 1985; SANTQOS, 2001). Entretanto, nos
estados proteinuricos, acredita-se que haja existéncia de maior quantidade de poros grandes,
permitindo maiores perdas proteicas urinérias. Um estudo realizado em pacientes diabéticos
humanos albumindricos, demonstrou haver, além das alteracfes no numero de poros grandes,

menor seletividade por carga (RIPPE et al., 2007).

Como visto, a barreira de ultrafiltracdo glomerular seleciona, a passagem de proteinas de
acordo com o seu peso molecular e carga elétrica. Assim, as proteinas consideradas de alto
peso molecular, ou seja, maior ou igual a 60 quilodaltons (kDa), como por exemplo a IgG
(150kDa), séo retidas pela barreira de ultrafiltracdo glomerular que, por outro lado, permite a
passagem de pequenas quantidades de proteinas de peso molecular considerado intermediério,
como é o caso da albumina (67 kDa), e de proteinas de baixo peso molecular (<60kDa), como
a NGAL e a 32 microglobulina (SANTOS et al., 2001; GRAUER, 2016).

Uma vez que proteinas com peso molecular intermediario ou baixo tenham ultrapassado a
barreira de filtracdo glomerular, séo reabsorvidas no tdbulo contorcido proximal, por meio do
complexo de receptores megalina-cubilina. Estes receptores estdo expressos na borda em
escova do tubulo proximal e realizam a endocitose das referidas proteinas, que sdo
transportadas por meio da formacdo de vesiculas até os lisossomos, para que sejam
degradadas em aminoacidos, ao passo que o complexo de receptores megalina-cubilina ¢
reencaminhado para a membrana apical celular (SANTOS et al., 2001). A reabsorcdo de
proteinas pelas células epiteliais tubulares, no entanto, tem um transporte maximo. A

proteinuria tubular pode ocorrer se esse valor for excedido, por exemplo, com a producéo
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excessiva de proteinas de baixo peso molecular como as proteinas de Bence Jones, ou se 0
dano as células epiteliais tubulares, devido ao dano nefrotoxico ou doenga tabulo intersticial

crénica, diminuir sua capacidade reabsortiva (GRAUER, 2016).

Os resultados de exames que identificam a presenca de proteina na urina ndo devem nunca ser
analisados de forma isolada, mas em conjunto com histérico, anamnese e exame clinico,
associado a0 menos com um exame de urina completo. Assim, o clinico podera ter

informacdes importantes sobre a salide e até mesmo prognosticos de seus pacientes.

A proteindria € uma ferramenta valiosa para o clinico, entretanto o conhecimento de suas
variaveis é de extrema importancia para a tomada de decisdes em relacdo ao manejo e conduta

dos pacientes que a apresentam.

Vale ressaltar a importancia de pesquisas para a obtencdo de informacdes mais precisas a
respeito da identificacdo e circunstancias em que essas proteinas sao excretadas. A protedbmica
acrescenta novos enfoques ao diagndstico e a compreensao da patogénese de muitas doencas,
seu estudo promete fornecer informagdes sobre o curso clinico e valor preditivo, que por
anteciparem o curso de doencas favorecem muito o progndstico das mais variadas

enfermidades em diferentes espécies.
3.4 Avaliacdo renal através de biomarcadores além da proteindria

Um biomarcador renal ideal deve atender a varios requisitos como: ser detectavel na urina
e/ou no sangue, ser preditivo de leséo renal com alta sensibilidade e especificidade, fornecer
informacdes sobre a etiologia e sobre a localizacdo da lesdo, além de refletir a gravidade da
lesdo, os processos de reparo, e finalmente prever a probabilidade de recuperacéo. Entretanto

devem estar disponiveis ao clinico a um custo acessivel (SEGEV, 2018).

A avaliacéo renal através dos biomarcadores ureia e creatinina séricas ainda séo utilizadas na
rotina clinica, apesar das suas deficiéncias (COCA et al., 2008; DUSSE et al., 2017, SEGEV,
2018). A ureia, comumente referida como a concentragdo de nitrogénio ureico sanguineo
(BUN), é eliminada principalmente pelos rins, sendo filtrada livremente pelos glomérulos e,
grande parte reabsorvida pelos tdbulos. E importante lembrar que a ureia ndo é reabsorvida de
forma constante, ou seja, a taxa de reabsorcao depende do fluxo de urina tubular e aumenta a

medida que o fluxo urinario diminui como, por exemplo, na desidratacdo. Suas limitacdes
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também envolvem interferéncias por fatores extrarrenais, que podem elevar sua concentragcdo
sérica, tais como: hemorragia gastrointestinal, terapia com corticosteroide, dietas com alto
teor proteico, obstrucdo uretral e ruptura de bexiga (GRAUER, 2010; LEFEBVRE, 2011;
STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A creatinina também tem importantes limitagcdes, como sua alta variabilidade entre as ragas
caninas, resultando em um amplo intervalo de referéncia para essa espécie. Esse biomarcador
também ¢é influenciado por fatores extrarrenais, como idade, sexo, massa muscular e a
ingestdo proteica, portanto, possui baixa especificidade (GRAUER, 2010, SEGEV, 2018).
Entretanto, é importante reforcar que apesar de ser considerado um biomarcador tardio,
pequenos aumentos da creatinina sérica sdo monitorados e considerados como fator
preponderante para estadiamento e definicdo do progndéstico dos pacientes renais (LEVI et al.,
2013; COWGILL et al., 2016).

Assim, ureia e creatinina séricas sao marcadores funcionais e sé serdo detectados aumentos
em suas concentracdes apds o comprometimento de mais de 65% dos néfrons, e como visto,
ainda pode haver situacdes de elevacdes sem lesdo renal (COCA et al., 2008; DUSSE et al.,
2017). Essa caracteristica compromete intervencdes terapéuticas antes do quadro de

insuficiéncia ter sido instalado.

A redugdo da TFG ocorre muito antes dos aumentos de ureia e creatinina séricas, por isso sua
mensuracdo pode ser indicada para avaliagdo e acompanhamento da funcgéo renal, pois afere
com alta sensibilidade a capacidade de filtracdo e habilidade de excrecdo urinaria (BROWN et
al., 1997, DIBARTOLA, 2004; GRAUER, 2010). Por meio da seguinte formula matematica
obtém-se o valor da TFG:

TFG = Cr,_(mg/dl) x Vol,(ml)
Crser (mg/ml) X T (min) x PV (kg)

Onde:

TFG= Taxa de filtracdo glomerular
Cry= concentracdo urinaria de creatinina
Vol,= volume de urina

Crer= concentracdo sérica de creatinina

T=tempo em minutos (1.440 minutos)



Entretanto, a necessidade do conhecimento exato da producdo urinéria por pelo menos 2 horas
e a influéncia de fatores extrarrenais, como ingestdo proteica e hidratacdo, além da grande
instabilidade da funcdo excretora que ocorrem nos pacientes com IRA diminuem a utilizacéo
desta avaliacdo na rotina clinica (KIRSZTAJN, 2007; LEFEBVRE, 2011).

Na veterinaria, analises que indicam injdrias renais, como a dosagem de atividade urinaria de
enzimas como a GGT e a NAG, que permitem detecgdo precoce de lesdo tubular ja vém sendo
realizadas (GRAUER, 2010; TASSINI et al., 2016). As relacdes GGT:creatinina e
NAG:creatinina urinaria refletem a excrecdo urinaria de 24 horas da GGT e da NAG em caes,
quando determinadas antes do surgimento da azotemia. Os valores individuais basais de
GGT:creatinina e NAG:creatinina urinarios, portanto, devem ser determinados em todos 0s
cdes que receberdo farmacos potencialmente nefrotdxicos (VEADO et al., 2010; GRAUER,
2010). Aumentos de 2 a 3 vezes na relacdo GGT:creatinina e NAG:creatinina em relacéo ao
valor basal sdo sugestivos de lesdo tubular clinicamente relevante (GRAUER, 2010).
Entretanto, alguns fatores extrarrenais podem influenciar nesta enzimuaria, como por exemplo:
febre, septicemia, hepatopatias e diabetes (FREITAS et al., 2014).

A cistatina C é uma proteina de baixo peso molecular sintetizada em ritmo constante, assim, a
sua concentracdo sérica depende fundamentalmente da TFG e ndo tem interferéncia de massa
muscular, estado nutricional, sexo ou febre. Entretanto, métodos especificos para medida da
cistatina C, em veterinaria, ndo estdo disponiveis para utilizacdo na rotina (BROWN, 2015;
SOUZA, 2017).

A arginina dimetilada simétrica (SDMA) é uma forma metilada do aminoacido arginina e
trata-se de um biomarcador especifico da funcdo renal. Assim como a creatinina, 0 SDMA ¢
um marcador de filtragdo, mas ndo é influenciado pela massa muscular e, portanto, seu
intervalo de referéncia € mais uniforme. Estudos em cées e gatos relataram deteccéo precoce
de progressdo da DRC usando SDMA, e por isso esse exame vem sendo recomendado nas
diretrizes da IRIS para estadiamento dos pacientes com DRC (BROWN, 2015). A dosagem
de SDMA ja tem sido utilizada, portanto na rotina de atendimentos de cdes e gatos como
biomarcador precoce de disfungdo renal e no monitoramento de pacientes nefropatas,
principalmente naqueles em que os valores de creatinina e a ureia séricas apresentam-se ainda
dentro do intervalo de referéncia (DRC estadio 1) (NASCIMENTO et al., 2017). Assim como

com a ureia e a creatinina, a SDMA deve sempre ser interpretada a luz dos achados do exame
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clinico para descartar as causas responsivas ao aumento de azotemia. Nos casos de aumentos
sutis de SDMA sérica, o IRIS recomenda estudar outros fatores para corroborar ou refutar o
diagnostico de DRC. O grupo IRIS sugere que as relacbes séricas de SDMA/creatinina
possam ter valor progndstico em cées e gatos com DRC, desde que o valor de SDMA seja
maior que 14pg/dl (IRIS, 2016).

Por todos 0s motivos expostos acima, estas ferramentas laboratoriais tém sido apontadas
como biomarcadores renais. Biomarcadores sdo parametros bioldgicos que podem ser
quantificados para determinar processos fisiolégicos normais, alteracbes patoldgicas ou
respostas a intervencao terapéutica (AMORIM, 2003).

Ainda ndo foi determinado quando e se os biomarcadores podem atender a todos esses
requisitos, mas é improvavel que um deles sozinho forneca todas essas informacgdes. Um
painel completo de biomarcadores provavelmente terd& um custo elevado, assim um painel
mais direcionado de biomarcadores podera ser indicado, cada um fornecendo informacdes

complementares Unicas e especificas (SEGEV, 2018).

Na busca por biomarcadores proteicos precoces, diversas técnicas para analise da protedmica
sdo empregadas. A eletroforese tem sido utilizada para identificar as proteinas na urina de
acordo com o peso molecular. A presenca de algumas ja estdo bem definidas em relacdo ao
segmento do néfron envolvido (THONGBOONKERD, 2004). Por exemplo, proteinas com
massa molecular maior ou igual 100.000 daltons aparecem na urina somente quando ha
avancado comprometimento da membrana glomerular, envolvendo a perda da funcdo. Neste
caso, a proteindria ndo é seletiva e a principal representante é a 1gG. Ja a presenca das
proteinas, com massa entre 50.000 e 80.000 daltons, representa um possivel dano reversivel
no glomérulo, sendo uma proteindria glomerular seletiva. Proteinas tipicas deste grupo
envolvem a albumina e a transferrina. Entretanto, proteinas com massa menor que 50.000
daltons, ou seja, de baixo peso molecular estio normalmente presentes em danos renais
intersticiais. Assim, a funcdo de reabsorcao fica diminuida resultando em proteindria tubular.
As proteinas marcadoras deste grupo sdo: ol-microglobulina (a1M), B2-microglobulina
(B2M) e proteina ligadora de retinol (RBP) (MOTTA, 2000).

Em 2001, através da técnica de espectrometria de massa com cromatografia, 124 diferentes
proteinas foram identificadas na urina humana. Em 2004 esse nimero aumentou para 150 e

em 2006 para 1543, com a utilizagdo de técnicas mais sensiveis. Atualmente, mais de 2.000
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proteinas foram identificadas na urina humana normal por meio de abordagem baseada em
afinidade e ndo afinidade a lectina, seguida por separacdo por SDS-PAGE (eletroforese em
gel de poliacrilamida-sédio-duodecil sulfato) (BEASLEY-GREEN, 2016). Assim, muitos
biomarcadores urinarios sdo candidatos ao diagnostico precoce de IRA entre eles destacam-
se: Interleucina-18 (IL-18), molécula 1 de dano renal-1 (KIM-1), N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), lipocalina neutrofilica associada a gelatinase (NGAL), fator de
crescimento de hepatécitos (HGF), cistatina C (Cys), aprotinina, albumina, a-1-antitripsina,
al e B-2-microglobulina, fibrinogénio a e colagenos la (1) e la (), zinco-alfa-2-
glicoproteina e um fragmento de proteina de ligacdo a adrenomedulina, entre outros
(VAIDYA et al., 2008; KALANTARI et al., 2015).

Logo, algumas proteinas urinarias podem ter um importante papel como biomarcadores de
doengas ou toxicidade renais (THONGBOONKERD, 2004; COCA et al.,, 2008). Em
medicina veterinaria, muitos estudos ja foram realizados abordando a proteindria em doencas
comuns em caes, como leptospirose, leishmaniose e piometra. Entretanto, esses estudos ndo
citam as proteinas encontradas, apesar de indicarem o segmento do néfron envolvido, de
acordo com o peso molecular dessas proteinas (SCHULTZE e JENSEN, 1998; ZARAGOZA
et al., 2003; ZARAGOZA et al., 2004).

Muito mais que a identificacdo de proteinas, a protebmica abrange a caracterizacdo
quantitativa, funcional, estrutural e poés-traducional de proteinas, bem como possibilita
determinar relacGes entre elas e delas com o sistema bioldgico (BENSIMON et al., 2012).
Assim, a analise protedmica urinaria permitira essa caracterizagdo proteica, gerando novas
hipoteses, melhor entendimento da fisiologia do organismo, bem como dos mecanismos de
doencas, podendo representar diagnostico precoce, alem de propor novas terapias e conduzir a
utilizacdo de farmacos (THONGBOONKERD, 2004).

3.5 Patofisiologia das proteinas urinarias em caes portadores de IRA e DRC

Os principais autores da nefrologia veterinaria definem a proteintria como principal marcador
da progressdo da doenca renal (POLZIN et al.,, 2005; LEFEBVRE, 2011). O termo
proteindria é definido pela presenca de proteinas na urina (HARLEY e LANGSTON, 2012) e,
muito mais do que apenas a presenca de proteina na urina, a proteinuria representa um sinal
de alerta. Em humanos, doengas como hipertensdo e diabetes mellitus frequentemente

manifestam acometimentos renais com a presenca de proteinuria, dessa forma este achado
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também tem sido considerado um marcador de doencas sistémicas. Para a sua interpretacéo,
no entanto, na medicina, a proteinuria tem sido dividida em dois grandes grupos: proteindria
isolada, ndo associada a doenca renal ou sistémica, e proteindria associada a alguma dessas
alteracdes (GOMEZ et al., 2007).

Embora a proteindria tenha sido classificada ha bastante tempo por Barsanti e Finco (1979)
permanece atual e, tem sido interpretada de acordo com 0s mecanismos e suas origens se pré-
renal, renal ou pds-renal. Além disso, existem outras causas, tidas como fisiologicas
(COWGILL et al., 2016) e que seréo descritas a segulir.

3.5.1 Proteindria fisiologica

Alimentacdo com alto teor proteico, exercicios intensos, convulsdo, febre, exposicdo a
temperaturas extremas quentes ou frias e estresse sao exemplos de condi¢cdes que causam
proteindria classificadas como fisioldgicas. Nessas condicGes a proteindria tende a ser
transitoria, corrigindo-se com a eliminacdo ou correcdo da causa (GOMEZ et al., 2007;
GRAUER, 2010).

Proteinaria funcional, transitéria ou intermitente idiopatica e ortostatica sdo exemplos de
proteindrias pré-renal fisiologicas descritas em humanos (GOMEZ et al., 2007). Em cées, a
diminuicdo da atividade fisica também pode afetar a excrecdo de proteina na urina e ja foi
relatada como sendo maior em animais confinados em gaiolas que naqueles com atividade
fisica normal, semelhante & proteindria ortostatica que ocorre no homem (GOMEZ et al.,
2007; GRAUER, 2010).

Conhecida como benigna e funcional, porque ndo existem danos renais intrinsecos estruturais
ou funcionais, a proteinuria fisiologica é causada por alteracbes hemodindmicas, ainda nédo
completamente elucidadas, mas que favorecem o aumento da filtragdo glomerular das
proteinas plasmaticas. No caso da proteinUria que ocorre apds-exercicio em humanos, foram
identificados aumentos na permeabilidade glomerular, assim como redugfes na reabsorgéo
tubular (GOMEZ et al., 2007).

3.5.2 Proteindria néo fisiologica

Quando ha uma alteracdo na barreira da membrana capilar, permitindo a passagem de

proteinas de alto peso molecular, a baixa capacidade de reabsorcdo destas proteinas pelos
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tibulos, ocasiona a proteindria. Um segundo mecanismo muito frequente é a insuficiéncia
tubular que inibe a capacidade absortiva do tdbulo contorcido proximal, levando a presenca
daquelas proteinas com baixo peso molecular na urina. No terceiro mecanismo o aumento da
concentracdo de proteinas no plasma faz com que a quantidade filtrada ultrapasse a
capacidade de reabsorcdo do tubulo proximal. Desta maneira, a proteinuria é didaticamente
qualificada em: glomerular, tubular ou por aumento de producéo de proteinas locais (RAMOS
et al., 2000; DIBARTOLA, 2004; GRAUER, 2010), podendo se relacionar ou ndo a doencas
sistémicas ou das vias urinarias (GRAUER, 2010; ALMEIDA, 2014).

3.5.3 Proteinuria pré-renal

Os distarbios ndo urinarios associados a proteindria normalmente envolvem a producéo de
proteinas de baixo peso molecular que sdo filtradas pelos glomérulos e subsequentemente
ultrapassam a capacidade de reabsor¢do dos tUbulos proximais. Exemplo disso inclui a
producdo de proteinas de Bence Jones (mioglobina e imunoglobulinas de cadeias leves kappa
e lambda) por plasmdcitos neoplésicos ou linfocitos (GOMEZ et al., 2007; GRAUER, 2010)
e a liberacdo de hemoglobina por hemacias lisadas, que excede a capacidade de ligacdo a
haptoglobina (GRAUER, 2010). A hemoglobina ndo ligada a haptoglobina, filtrada pelos
glomérulos se precipita nos tubulos, causando enfermidade renal severa. Isto normalmente
ndo ocorre com o complexo haptoglobina-hemoglobina que € grande para ser filtrado,
prevenindo, assim, lesdes renais e a perda de ferro, em casos de anemia hemolitica. O
complexo é degradado no figado ou no sistema reticulo endotelial o que justifica a

concentracdo reduzida de haptoglobina apds episddios hemoliticos (MOTTA, 2000).

Congestao renal secundaria a insuficiéncia cardiaca congestiva também pode resultar em
proteindria patologica ndo urindria, assim como inflamacdes do trato genital como prostatite e
metrite (DIBARTOLA, 2004; GRAUER, 2010). Doencas sisttmicas que aumentam a
permeabilidade capilar glomerular e podem levar a perdas urinarias de proteinas envolvem,
além da insuficiéncia cardiaca, infecgdes virais e processos que apresentem a febre como um
dos sinais clinicos (RAMOS et al., 2000).

As causas de proteinuria descritas acima nao sdo de origem renal, mas podem progredir para
causas renais se ndao forem corrigidas (BARSANTI e FINCO, 1979; LEES et al., 2005;
GRAUER, 2010).
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3.5.4 Proteindria renal

A proteinuria renal patologica geralmente é persistente e classificada em glomerular, tubular
ou intersticial. A proteindria de origem glomerular ocorre em consequéncia as lesdes na
barreira de filtracdo glomerular que permitem a passagem de proteinas de alto peso molecular,
além da albumina. Em contrapartida, a proteindria tubular é caracterizada pela presencga de
proteinas de baixo peso molecular, que ocorre devido a falha na reabsorcéo pelas células
tubulares do segmento proximal. J& a proteindria renal intersticial € decorrente de processos
inflamatorios que promovem a liberacdo de proteinas para o espaco urindrio (LEES et al.,
2005).

A proteindria renal é causada com maior frequéncia por lesdes glomerulares, além dos
disturbios inflamatorios ou infiltrativos dos rins, como em casos de pielonefrite, neoplasias e
ou anormalidades tubulares, que resultam em diminuicdo da reabsorcdo de proteina filtrada,

como na sindrome de Fanconi congénita ou adquirida e na DRC (GRAUER, 2010).

Embora lesGes glomerulares resultem em proteindria mais intensa quando comparada as
lesbes tubulares, a proteindria associada a ambos os tipos de lesdo tende a ser persistente e
serve como um importante sinal de doenca renal (LEES et al., 2005; GRAUER, 2010)

Fator de progressdo da DRC, a proteinuria, nesse caso, ocorre em decorréncia da diminuicdo
do numero de néfrons funcionais que leva a hipertrofia dos glomérulos remanescentes devido
a hiperperfusao provocada pela reducao do leito capilar glomerular total e a vasodilatacdo de
suas arteriolas aferentes. Todas essas alteracfes diminuem a permeabilidade e seletividade
glomerulares, provocando o surgimento da proteindria. Essas proteinas sdo lesivas as
estruturas tubulares, estimulam a proliferagio mesangial, e sdo reabsorvidas em grande
quantidade pelo tabulo contorcido proximal (BRENNER, 1982).

A proteinuria persistente, de moderada a intensa, na auséncia de anormalidades no sedimento
urindrio ou acompanhada por formagdo de cilindros hialinos é sugestiva de doenca
glomerular, como glomerulonefrite ou amiloidose glomerular (DIBARTOLA, 2004,
GRAUER, 2010). Essas doencas alteram a permeabilidade seletiva dos capilares e costumam
resultar em proteindrias acima de 50mg/kg/24hs ou relacdo proteina/ creatinina (RPC)
urindria maior que 2,0 (GRAUER, 2010; HARLEY e LANGSTON, 2012). O exame
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histopatolégico permanece como 0 uUnico exame confiavel para diferenciar essas duas
etiologias, mas requer biopsia renal (DIBARTOLA, 2004).

Se a proteinuria for discreta ou moderada e houver indicagcdes do processo ativo no sedimento
urinario, como a presenca de descamacgdo celular, devem ser incluidas no diagnostico
diferencial doengas do trato urinario inferior, do trato genital e a doenca renal inflamatoria
(DIBARTOLA, 2004).

Alguns autores mencionam que a proteindria, em caes com leishmaniose, pode ser tdo grave
que determina alteracBes nos valores das proteinas séricas (AMUSATEGUI et al., 2003;
BONFANTI e ZATELLI, 2004; COSTA-VAL, 2004), uma proteindria tdo significativa
ocorreria em pacientes em estagios mais avancados da DRC (LESS et al., 2005; GRAUER,
2010).

3.5.5 Proteindria pos - renal

A proteinuria pos-renal ocorre pela adigdo de proteinas linfaticas ou plasmaticas & urina
durante sua permanéncia na bexiga ou nos ureteres. A alta densidade dessas proteinas ndo as
permite atravessar a membrana do glomérulo. Ou seja, sua passagem para a urina €
consequéncia de uma sobrecarga plasmatica pos-renal (GOMEZ et al., 2007; GRAUER,
2010).

Essas proteinas se somam a urina por exsudacdo ou transudacdo do epitélio do ureter,
portanto, ocorrem mais frequentemente associadas a infec¢do do trato urinario inferior ou em
casos de hemorragia. As alteracdes vistas no sedimento urinario comumente refletem a causa
subjacente, como a presenca de cristais, células neoplasicas, e células epiteliais compativeis
com trauma e cistite bacteriana (MOTTA, 2000; GRAUER, 2010).

3.5.6 Testes laboratoriais de rotina

Uma das maneiras mais simples para a identificacdo de proteindria é a utilizacdo dos testes
com fitas reagentes de imersdo (DIBARTOLA, 2004; LEES et al., 2005). Este teste
semiquantitativo é geralmente realizado em amostra isolada de urina e detecta a concentrago
total de proteina e ndo necessariamente o aumento de sua excrecao. Portanto, resultados falsos
positivos podem ocorrer em pacientes com baixo volume urinario, mesmo com uma excrecao

normal de proteina, além disso, reacOes falsas positivas podem ser obtidas também se a urina
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for alcalina, estiver contaminada com componentes de amonio quaternario ou se a fita for
deixada na urina por tempo suficiente para remover o tampé&o de citrato incorporado no papel
filtro da fita (RAMOS et al., 2000; GRAUER, 2010), erro usualmente cometido quando nédo

se segue as recomendacdes de uso.

Por outro lado, resultados falsos negativos podem ocorrer em amostras de pacientes com alto
volume urindrio ou com urina acida, ainda que a excrecdo de proteinas esteja aumentada
(RAMOS et al., 2000; GRAUER, 2010). Dessa forma, pode se dizer que as tiras reagentes sao
pouco precisas e especificas (LEES et al., 2005; GRAUER, 2010), além de serem mais
sensiveis para a deteccdo de albumina do que globulinas na urina (DIBARTOLA, 2004;
GRAUER, 2010).

Como ja reportado anteriormente a diferenciacdo entre as proteinas é de suma importancia
sendo a albumindria um importante indicador de perda da permeabilidade dos capilares
glomerulares, podendo indicar, na pratica danos precoces (DIBARTOLA, 2004; POLZIN et
al., 2005).

A importancia da proteindria persistente na urinalise deve ser avaliada, portanto através da
mensuracdo da excrecdo urinaria de proteina em 24 horas. Pela dificuldade em se obter
amostras urinarias por 24 horas a relacdo proteina/ creatinina urinaria (RPC) tem sido mais
utilizada para quantificar a proteinuria em diversas espécies animais (DIBARTOLA, 2004;
LEES et al., 2005; GOMEZ et al., 2007; GRAUER, 2010). O uso da RPC em uma Unica
amostra é possivel ja que a depuracao proteica renal e a excrecdo de creatinina urinaria sao
constantes e estaveis ao longo do dia (FINCO,1995; LEES et al., 2005).

Quando h& resultados imprecisos na fita reagente, € recomendada a realizacdo da
determinacdo da microalbuminuria (MA), especialmente quando ha suspeita de perda de
pequenas quantidades de albumina, entretanto a metodologia para a realizagdo deste exame é
0 imunoensaio espécie-especifica, 0 que 0 torna oneroso e por isso, pouco utilizado na rotina
veterinaria (KISZTAJN et al., 2007; GRAUER, 2010).

Os valores normais de RPC em cées e gatos séo menores do que 0,2. Nos cées 0s valores nao
sdo influenciados pela diferenca de sexo, pelo método de coleta da urina, pelo estado de jejum
nem pelo momento do dia em que é feita a coleta (DIBARTOLA, 2004).
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A pidria e a contaminagdo sanguinea marcante das amostras de urina podem resultar em RPC
anormais na auséncia de doenca glomerular, consequentemente tanto a concentragcdo de
proteina urinaria quanto o indice de RPC devem ser avaliados em conjunto com os achados do
sedimento urinario. Alguns autores relataram que tanto a alimentacdo com dieta altamente
proteica, assim como, a administracdo de prednisolona também aumentaram a RPC em cées
(DIBARTOLA, 2004).

Portanto, a classificacdo do paciente como proteinarico deve ser realizada somente apés a
identificacdo e exclusdo de fatores pré e pos-renais e, ainda, a confirmacao de sua persisténcia
pela determinacdo da RPC em diferentes momentos, geralmente duas a trés ocasides com
intervalo minimo de 15 dias, segundo POLZIN et al. (2005).

A desnaturacdo mediada por SDS e a carga negativa das proteinas urinarias permitem a
migracdo dependente da massa durante a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
diferenciando grandes proteinas presentes na urina devido ao dano glomerular, de pequenas
proteinas de origem tubular. Os resultados de SDS-PAGE se correlacionam bem com a
histopatologia das bidpsias renais, especialmente para a diferenciacdo entre dano glomerular e
dano tubulointersticial grave (PALTRINIERI et al., 2016).

3.6 Principais proteinas de interesse na insuficiéncia renal aguda
3.6.1 Proteindria glomerular

O aumento da permeabilidade glomerular é a causa mais comum de proteindria, podendo
ocorrer por disfuncdo do sistema de poros da parede capilar, por perda de cargas
eletronegativas do glomérulo ou pela combinacdo destes dois fatores. Neste mecanismo, a
proteina predominante € a albumina (MORALES, 2002).

3.6.2 Albumina e transferrina

A determinagdo de proteinas derivadas de biofluidos (soro e urina) como albumina sérica
humana e transferrina, tem despertado consideravel interesse, devido ao seu conteudo
incomum estar diretamente relacionado a doencas renais (RASOULI e GHAVAMI, 2020).

A albumina é a proteina mais abundante no plasma e corresponde a cerca de 60% da

concentragio total de proteinas. E sintetizada exclusivamente no figado e possui fungdes
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importantes no organismo, como o transporte de uma ampla gama de ligantes exdgenos, por
exemplo, &cidos graxos, heme, horménios e ions metélicos, mantendo a pressdo oncética
(MCPHERSON, 1999; RASOULI e GHAVAMI, 2020). Trata-se de uma molécula proteica
com peso molecular em torno de 66kDa e, em consequéncia disso, tende a se perder na urina

sempre que ocorre dano aos glomérulos renais (SILVA, 2008; GRAUER, 2016).

Apesar de ser a proteina mais abundante do plasma, normalmente apenas uma pequena por¢do
é filtrada no glomérulo, sendo esta fracdo reabsorvida quase completamente nos tabulos
renais. Sua elevacdo na excrecdo urinaria é considerada um marcador estabelecido de dano
glomerular (COMPER e GLOSCOW, 1995; GRAUER, 2016). No entanto a disfuncéo tubular
por si s6 pode causar albumindria por diminuicao da reabsorcdo da albumina filtrada (BIRN e
CHRISTENSEN, 2006). Acredita-se que a albumina é retida na membrana basal glomerular
devido a seletividade de cargas e tamanho molecular (COMPER e GLOSCOW, 1995).

O mecanismo fisiopatologico que explicaria a albumindria estd embasado em um processo
inflamatdrio sistémico que levaria a uma disfuncdo endotelial e um consequente aumento da
permeabilidade capilar. A utilizacdo clinica da albumindria como marcador inicial de leséo
renal comecou na década de 80, ap6s o desenvolvimento de metodologias com melhor

sensibilidade analitica para a dosagem de albumina (DUSSE et al., 2017).

Em geral a presenca de proteindria, em pacientes com glomerulopatia, é identificada em
exame de urina simples através da fita reagente (DIBARTOLA, 2004; LEES et al., 2005). A
deteccdo de albumindria indica entdo a necessidade de quantificacdo. O padrdo ouro para a
quantificacdo de proteindria é a pesquisa em urina de 24 horas, ou avaliando a relacao
proteina creatinina urindria. Sabe-se que quanto maior a perda proteica urinaria maior € o
risco de progressio da doenca renal (DIBARTOLA, 2004; LEES et al., 2005; GOMEZ et al.,
2007; GRAUER, 2010). A identificacdo qualitativa tem sido realizada através de eletroforese

de proteinas urinarias ou quantificacdo direta de albumina (ALVES, 2011).

A presenca de albumina na urina em quantidade maior que o normal, mas abaixo do limite de
deteccdo das medidas padrdo de medicdo da urina, é definida como microalbumindria (MA).
Além de ser um sinal de alerta para doenca glomerular, a MA estad associada ao

extravasamento de proteina endotelial e inflamacéo sistémica (WHITTEMORE et al., 2007).
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Em pequenos animais define-se como MA a presenga de albumina na urina entre 1 e
30mg/dL. Essas concentracOes ndo séo detectadas pelos testes de triagem padrdo com as fitas
reagentes, por isso recomenda-se o teste ELISA quando ha necessidade de aumentar a
sensibilidade na triagem de animais com DRC, por exemplo (GRAUER, 2010). A presenca de
MA tem se mostrado um preditor preciso de subsequente doenca renal em humanos com
hipertensdo sistémica e diabetes, e outras doencas sisttmicas acompanhadas de
glomerulopatias (WHITTEMORE et al., 2007; GRAUER, 2010).

Ja a transferrina € uma glicoproteina que desempenha um papel regulador no metabolismo do
ferro. Essa proteina se liga ao ferro e o transporta para as células via endocitose mediada por
receptor de transferrina (RASOULI e GHAVAMI, 2020). Trata-se de uma proteina
plasmatica com um peso molecular semelhante a albumina, com 76,5kDa. Apresenta um
menor carater anidnico que a albumina, fazendo supor que seria mais facilmente filtrada. Um
aumento significativo da excre¢do urinaria da transferrina em humanos diabéticos tipo 2 foi
associado com les6es glomerulares difusas, fibrose e inflamacéo intersticial (CHEUNG et al.,
1989). Estudos demonstraram que os diabéticos exibem mais precocemente transferrindria
que albumindria, entretanto a transferrindria ndo esté correlacionada com o controle glicémico
sugerindo que este marcador esta ligado intrinsecamente com o dano renal (KANAUCHI et
al.,2002).

Ha evidéncia de que a transferrina urinaria seja um marcador mais precoce para o dano renal
que a MA, tendo mesmo valor preditivo. Este fato tem particular importancia em outros
contextos podendo ser util para prever quais doentes tém maior risco de progressdo na
nefropatia diabética, por exemplo. O teste deste marcador é o ELISA, um método

comprovado, confiavel, barato e facilmente disponivel e manuseavel (COELHO, 2015).
3.6.3 Imunoglobulina G

Como visto nos pacientes proteinaricos com glomerulopatias a albumina € a proteina presente
em maior quantidade e essa caracteristica define a proteintria como glomerular. Na medida
em que além da albumina, proteinas de maior tamanho, como a IgG, sdo identificadas na

urina desses individuos o prognostico renal a longo prazo é ainda pior (ALVES, 2011).

A 1gG é uma imunoglobulina monomérica simples de 150.000 daltons que perfaz 80% das
imunoglobulinas do organismo (MCPHERSON, 1999). Pesquisadores sugeriram que a IgG
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pode ser a por¢do toxica da proteindria; mas falta uma demonstracdo direta da
tubulotoxicidade da IgG em doencas glomerulares humanas. Bazzi et al. (2003) observaram
que a excrecdo de 1gG, estava no limite da associacao estatisticamente significativa com a
esclerose segmentar, diferente do que observaram com a albumina e a transferrina. Além
disso, mostraram que a excre¢do de alM depende da excre¢dao de 1gG, mas ndo de albumina
ou transferrina. Juntos, esses dados apoiam a hipotese de que a 1gG, ou alguma outra proteina
excretada em associacdo a IgG com peso molecular semelhante, possa ser a porcdo
tubulotoxica da proteinuria (BAZZI et al., 2003; GEBRIN, 2006; ALVES, 2011).

3.6.4 Proteindria tubular

Os tubulos sdo capazes de reabsorver a maior parte das proteinas normalmente filtradas pelo
glomérulo. Quando ocorre um defeito no sistema de reabsor¢do, tem-se uma proteindria de
origem tubular. Nesse tipo de proteinuria, predomina a excre¢do de proteinas de baixo peso
molecular, como a al e B2-microglobulina (a1M e f2M), as quais migram na regido a. e 3 da
eletroforese (MORALES, 2002). No entanto, f2M perde sua antigenicidade em pH <6,0, o
que na prética clinica de rotina pode levar a uma subestimacéo da intensidade da proteinuria
de baixo peso molecular (YU et al., 1983).

A pesquisa de proteindria tubular pode ser realizada através de solicitagdo direta de proteinas

como alM urinaria, RBP, cadeias leves de imunoglobulina urinaria e 2M (ALVES, 2011).
3.6.5 Alfa 1 microglobulina

A alM ¢é uma glicoproteina de peso molecular entre 26.000 e 33.000 déaltons. O figado é
provavelmente o principal local de sua sintese. Sua quantidade ndo se altera nos processos
inflamatdrios e esta presente no plasma sob trés formas: livre, ligada a albumina e ligada a
IgA (YU etal., 1983).

Sobre a forma livre a alM passa dos glomérulos para os tibulos onde é reabsorvida e
posteriormente catabolizada. Acredita-se que sua funcdo é se ligar a agentes oxidantes e
radicais livres protegendo as células dos danos ocasionados por estas moléculas nocivas (YU
etal., 1983).
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A alta sensibilidade do aumento da excre¢do urinaria de a1M livre como marcador de todos
os tipos de alteracdes de tlbulos proximais, aliada a alta estabilidade na urina, independéncia
dos niveis séricos e sua auséncia em urinas normais, tornam a dosagem desta proteina o
instrumento ideal para diagnostico e monitoramento das disfuncbes tubulares proximais
(GRUBB, 1992, WALLER et a.l, 1989).

Gebrin (2006) relatou a correlagdo significativa entre a excre¢do urinaria de IgG e alM. Em
pacientes com nefropatias foram evidenciadas correlagdes positiva com a albumindria e
negativa com a TFG. Para este marcador também pode ser usado um teste ELISA (COELHO,
2015).

3.6.6 Proteina ligadora de retinol

A RBP pertence a superfamilia das lipocalinas, esta proteina tem como funcéo o transporte do
retinol para os tecidos periféricos e é expressa, principalmente no figado e no tecido adiposo.
No plasma forma um complexo com a transtirretina que a impede de ser filtrada através do
glomérulo. Na sua forma livre de retinol tem um peso molecular de 21kDa, sendo filtrada,

reabsorvida e catabolizada nas células do tabulo proximal (FREY et al., 2008).

A RBP transporta a vitamina A, na forma de retinol, dos hepatdcitos para todos os tecidos do
organismo. A propria RBP é transportada pela transtirretina (pré-albumina). Em condicGes
normais uma fracdo de RBP ndo ligada a transtirretina € filtrada nos glomérulos, sendo quase

totalmente reabsorvida pelas células tubulares proximais (FREY et al., 2008).

Os niveis séricos e urinarios deste marcador demonstraram elevados indices em humanos
diabéticos correlacionado de modo positivo e significativo com a albumindria. Esta correlacdo
com a excrecdo urinaria de albumina também ficou evidente pelo aumento gradual deste
marcador com a progressao nos estagios de albuminudria. A transicdo de normoalbuminuria

para microalbumindria esteve associada a um aumento na RBP urinaria (COELHO, 2015).

Bottini e Garlipp (1990), em estudo comparando a utilizagdo da alM com a RBP como
marcador de disfuncdo tubular, observaram que, apesar de altamente especifica e do alto valor
preditivo positivo, a RBP apresenta baixos indices de sensibilidade e eficiéncia diagndstica.

Além disso, a RBP apresenta dificuldades metodoldgicas relacionadas a padronizagdo para
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Seu uso rotineiro, uma vez que concentragdes sdo muito baixas (inferior a 1mg/L) na urina de

individuos normais, refletindo um menor poder discriminatorio (COELHO, 2015).
3.7 Leishmaniose visceral canina (LVC) e 0s rins

Os agentes etioldgicos da leishmaniose visceral (LV) sdo protozoarios tripanossomatideos do
género Leishmania, um parasito intracelular obrigatério de células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), que possui duas formas, uma flagelada ou promastigota encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota, encontrada nos tecidos dos vertebrados.
No continente americano, a Leishmania (Leishmania) chagasi é a espécie comumente isolada em
pacientes com LV. Com base nos perfis isoenzimaticos, a Leishmania chagasi se comporta da
mesma forma que a Leishmania infantum e, por isso, chagasi e infantum podem ser considerados
sinbnimos, apesar de existirem diferengas bioquimicas entre ambas. O uso do nome Leishmania
donovani chagasi é incorreto, pois a L. donovani pertence a um grupo geneticamente diferente, que
causa LV no subcontinente indiano (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; BRASILEISH, 2018).

Considerado o principal reservatério em &reas urbanas e periurbanas, o cdo é responsavel pela
manutencdo deste parasito nos focos endémicos, devido a alta prevaléncia da doenca nestes animais
e a grande quantidade de formas amastigota em sua pele. Somado a isso, encontra-se a sua
proximidade ao homem e a ocorréncia de inimeros casos em que a sorologia é reagente, mas 0s
animais ndo apresentam sinais clinicos (MORENO e ALVAR, 2002). Assim, 0s cdes sao
considerados um dos alvos estratégicos de controle da doenca (COSTA-VAL, 2004; FRANCA-
SILVA et al., 2005; ALVES, 2006). Belo Horizonte é considerada mesorregido endémica e a
leishmaniose causa, tanto em cdes quanto em humanos um quadro clinico polimérfico, sendo as
patologias renais a principal causa de morte (COSTA-VAL, 2004; ZATELLI et al., 2003)

3.7.1 Patogenia e sinais clinicos da LVC

A variagdo do quadro clinico causada pela LVC é influenciada por fatores intrinsecos como idade,
nutricdo, genética e comorbidades do hospedeiro, e aqueles relacionados ao parasito, como
viruléncia da cepa e carga parasitaria inoculada (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). O céo tem
sido considerado um modelo para a compreensdo da patogenia da doenga em humanos
(QUINNELL et al., 2001).
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Dentre 0s sinais clinicos mais comuns se destacam: lesdes de pele como a dermatite esfoliativa ndo
pruriginosa, com ou sem alopecia; onicogrifose; linfadenomegalia local ou generalizada;
esplenomegalia; abatimento com perda ou diminuicdo do apetite; sindrome febril; emagrecimento;
vasculopatias e sindromes hemorragicas como epistaxe, diarreia sanguinolenta, hematuria;
neuropatias centrais e periféricas; claudicagdo devido a poliartrite erosiva ou ndo, osteomielite e
polimiosite; manifestacbes oculares como blefarite, conjuntivite, quemose, ceratoconjuntivite,
uveite, hifema, glaucoma e descolamento retinal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO,
2020).

E necessario um periodo de 2 a 12 meses para o cdo desenvolver sinais clinicos relacionados a
LVC, mas o periodo de incubacdo observado em condicBes experimentais pode alcancar até 25
meses (OLIVEIRA et al., 1993). A infeccdo em cdes é semelhante a humana, entretanto no céo,
além do acometimento visceral, sdo frequentemente encontradas lesdes de pele (KRAUSPENHAR
etal., 2007).

A manifestacdo dos sinais clinicos é variavel e depende da resposta imune do cdo e da cepa do
parasito inoculado pela picada do inseto vetor. Alguns cdes podem se curar espontaneamente, mas
ha também a possibilidade de morte em poucas semanas (KILLICK-KENDRICK et al.. 1994;
BARBIERI, 2006; CONTRERAS, 2019).

Geralmente o cdo infectado e susceptivel apresenta auséncia de linfoproliferacdo, enquanto os
resistentes apresentam hipersensibilidade tardia (MARTINEZ-MORENO, 1995). Segundo Barbiéri
(2006), a infeccdo sintomética esta associada com a crescente producdo de anticorpos e
imunorregulacdo negativa da resposta celular com decrescente producdo de interleucina-2 (IL-2),

interferon-y (IFN- y) e fator de necrose tumoral-a (TNF- a).

Desta forma, animais sensiveis a LVC tendem a desenvolver resposta imune predominantemente
humoral caracterizada por hipergamaglobulinemia policlonal, ineficiente para a eliminacdo do
parasito. A resposta humoral especifica que se manifesta na LVC é caracterizada pela producéo de
niveis elevados de IgG anti-Leishmania. Acredita-se que aqueles cdes capazes de desenvolver uma
resposta imune predominantemente celular ante a infec¢do tendem a controlar a progressao da

doenca, minimizando ou n&o apresentando sinais clinicos (BARBIERI, 2006).
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A inoculagdo dos parasitos na pele do cdo provoca uma resposta inflamatéria local, com a adeséo e
internalizacdo do parasito basicamente por células de Langerhans e outras dendriticas (FERRER,
2002). Nos animais susceptiveis, nas primeiras horas ap6s a inoculacdo ocorre a disseminacao do
parasito, por via hematdgena ou linfatica, inicialmente para a pele, linfonodos, baco e medula 0ssea,
seguida do parasitismo no figado e rins e, mais tarde, em 0Orgédos reprodutivos (ALVAR et al.,
2004). Nos 6rgdos observa-se reagdo inflamatdria, estimulagdo policlonal de linfocitos B, com
producdo de imunoglobulinas especificas e ndo especificas, e formacdo de imunocomplexos, que se
depositam em diferentes 6rgéos (BARBIERI, 2006; TAFURI et al., 1989).

Cerca de 50 a 60% dos cées portadores de formas amastigotas ndo exibem nenhum sinal clinico, e
20% destes animais apresentam parasitos na pele. Em torno de 15% dos animais infectados séo
capazes de se recuperar dos sinais clinicos e eliminar os parasitos espontaneamente (ALVAR et al.,
2004). As manifestacdes clinicas geralmente sdo classificadas como sendo do tipo cutinea ou
visceral, mas em alguns casos ha sobreposicdo das duas (AMUSATEGUI et al., 2003; BANETH,
2006).

Resultantes de um desequilibrio proteico, em virtude da proteinlria associada ao quadro de
deficiéncia imunologica crbnica, a perda de peso e a atrofia da musculatura das fossas temporais
estdo presentes em boa parte dos casos de LVC, porém em frequéncia variavel (ALVAR et al.,
2004). Apesar de ser rara a presenca do parasito nos rins dos individuos portadores de LV, as lesdes
renais sdo frequentes, tanto no homem, quanto no cdo, podendo resultar em grave
comprometimento da funcdo renal (FILHO et al., 2003). Ainda hoje uma das principais causas que
torna o tratamento mais complexo em cées é a insuficiéncia renal (SILVA, 2007; PINEDA et al.,
2017).

3.7.2 Nefropatias determinadas pela leishmaniose

A inespecificidade de sinais clinicos da leishmaniose, associada ao alto indice de animais
assintomaticos, dificulta a identificacdo da doenca nos cdes (CONTRERAS et al., 2019). Alteragdes
na fungéo renal podem ser a Unica causa de manifestagdo, podendo ser observada desde uma leve
proteindria, até a sindrome nefrotica, principal causa de morte entre os cdes com LV. Assim, a

avaliacdo da funcdo renal é fundamental, ndo apenas para o diagnostico precoce de nefropatia, mas
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também para a adocdo de medidas terapéuticas importantes que podem melhorar a qualidade e a
sobrevida desses cdes (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

As alteracdes renais mais comuns na LVC sdo as glomerulonefrites, em consequéncia de lesdes
tubulares e glomerulares resultantes da deposi¢do de imunocomplexos (ZATELLI et al., 2003;
ALVAR et al.,, 2004; BONFANTI e ZATELLI, 2004; TAFURI et al., 1989). Estas alteracdes
provocam um quadro de proteindria que pode progredir para condi¢cdes graves como a DRC ou a
sindrome nefrética (BONFANTI e ZATELLI, 2004; VEADO, 2014).

LesOes renais intersticiais e tubulares de 55 cdes infectados naturalmente por L.chagasi foram
identificadas por Gomes et al. (2008), que utilizaram a analise histopatologica, morfométrica e
ultraestrutural. Onze cées foram submetidos a dosagens de creatinina sérica e proteina e creatinina
urinarias, seis caes revelaram proteinuria e destes, trés apresentaram niveis elevados de creatinina
no soro. A nefrite intersticial foi observada em 45 e lesdes tubulares em 51 cées. O infiltrado
inflamatdrio intersticial ocupava maior area nas regides cortical e medular nos animais infectados e
naqueles com glomerulonefrite membranoproliferativa e glomerulonefrite de alteracbes minimas.
Os resultados obtidos revelaram que a LVVC provoca lesdes renais intersticiais e tubulares graves,
especificas da doenca, estreitamente relacionadas com a alteracdo da funcdo renal, independente da
presenca de alteracGes glomerulares.

Brito e Hoshino (1975) citados por Filho e colaboradores (2003), evidenciaram, a microscopia oOtica
proliferacdo celular, espessamento fibrilar e uma leve expansdo mesangial, ndo encontrando
alteracbes de membrana basal ao estudarem aspectos histopatoldgicos de rins humanos com LV. A
imunofluorescéncia revelou IgG, C3 e IgM sob a forma de depoésitos localizados principalmente em
area mesangial. A atividade policlonal de células B é um achado comum em infecc¢Ges cronicas,
associadas a producdo de anticorpos e imunocomplexos potencialmente nefrogénicos (FILHO et al.,
2003).

Diversos estudos relatam que até 100% dos cdes com LV apresentam glomerulonefrites
proliferativas e quase 80% nefrite intersticial (ALBUQUERQUE et al., 2008; GOMES et al., 2008).
Os primeiros relatos sobre os mecanismos patogénicos responsaveis pelo envolvimento renal na
LVC sugeriram que a deposi¢do de imunocomplexos causava essas glomerulopatias. Mancianti,
Poli e Bionda (1989) detectaram depdsitos de 1gG no tecido renal de cdes naturalmente infectados

47



por L. infantum, sendo que essa imunoglobulina era policlonal e reconhecia antigenos de membrana
de Leishmania. Costa et al. (2010) relataram que ndo havia nenhuma diferenca na intensidade do
depdsito de uma proteina do sistema complemento, aC3b, particularmente no glomérulo, em rins de
cdes com LVC em relacdo aos caes sadios. Também foi demonstrado que a deposicdo de C3b, IgG
e antigenos de Leishmania se encontravam em diferentes compartimentos, ndo formando
imunocomplexos. Por outro lado, vém sendo constatada a participacdo de linfocitos T, citocinas e

moléculas de adesdo na lesdo renal na LV humana (COSTA et al., 2010).

Em humanos com LV, métodos sensiveis tém sido usados para detectar a presenca de proteindria
tubular, sendo capazes de identificar a existéncia de disfuncdo do tubulo proximal. Entre esses
métodos destaca-se a proteina ligadora de retinol (RBP), responsavel pelo transporte de retinol do
figado para os tecidos epiteliais. Na pratica clinica, as alteraces da funcdo renal sdo geralmente
detectadas pela estimativa da filtracdo glomerular, através da depuracéo da creatinina enddgena, das
dosagens séricas de ureia e creatinina, da analise do sedimento urinario e da quantificacdo da
proteindria. Com relacdo a avaliacdo da funcdo tubular, progressos foram obtidos com a utilizacéo
de métodos capazes de detectar lesdes precoces do tubulo proximal, através da pesquisa de
proteindria tubular e da secrecdo de microproteinas urindrias. A determinacdo tanto da
microalbumindria como da RBP nos pacientes estudados mostraram importantes alteragdes, sendo,
portanto, Uteis na demonstracdo do envolvimento da funcdo renal na LV em sua fase aguda,
indicando disfuncdes renais glomerulares e tubulares mesmo em pacientes humanos com nenhuma

ou pouca expressdo clinica de nefropatia (FILHO et al., 2003).

3.7.3 Diagnostico e achados laboratoriais da LVC

Devido a presenca de animais sintomaticos e assintomaticos, o diagnostico preciso da LVC deve ser
realizado através da combinacdo de exame fisico, parasitologicos, sorologicos e/ou moleculares
associados (ALVAR et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2012; RIBEIRO, 2020).

Os testes rapidos, como 0 SNAP Leishmania® IDEXX, sdo de execucao rapida e simples e servem
como triagem, pois possuem alta especificidade. Sua sensibilidade € menor do que a da reagéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e do ensaio imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA) e

aumenta & medida que os titulos de anticorpos das amostras sdo mais elevados. Dessa forma, esses
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testes rapidos podem exibir resultados falso-negativos em amostras com baixos titulos de anticorpos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO, 2020).

A RIFI, também amplamente utilizada na rotina clinica, é considerada o padrdo ouro para o
diagndstico soroldgico da LVC, sendo o teste mais utilizado por pesquisadores europeus nos
ultimos anos, € também a técnica recomendada pela Organizacédo Internacional de Epizootias (OIE).
A RIFI em diferentes estudos demonstra sensibilidade variando de 83% a 100%, e especificidade,
dependendo da regido geografica em que o teste é aplicado, entre 74% e 100% (GRADONI, 2002;
SILVA et al., 2016). J& no ELISA a sensibilidade oscila entre 97% a 100% e especificidade de 88%
a 100%, quando sdo usados antigenos brutos (SILVA et al., 2016). Testes sorolégicos quantitativos,
como RIFI e ELISA, podem fornecer mais informacdes ao médico veterinario, quando comparados
aos testes rapidos. Niveis altos de anticorpos ou elevada densidade optica (OD — aumento de trés a
quatro vezes acima do ponto de corte [cut-off] estabelecido pelo laboratério de referéncia) sdo
conclusivos para o diagnostico da infeccdo por L. infantum (BRASILEISH, 2018; RIBEIRO, 2020).

Em muitos casos 0s exames parasitologicos através de esfregacos de aspirados de medula 6ssea e
linfonodos sdo os mais utilizados nas clinicas veterinarias. A sensibilidade desde exame varia em
torno de 68% nos aspirados de medula 6ssea e 45% nos aspirados de linfonodos. Entretanto, diante
de uma forma amastigota da Leishmania encontrada na lamina, o diagndstico é confirmado
(ALVAR et al., 2004). Apesar dos exames histopatoldgicos de fragmentos da pele e linfonodos
poderem ser usados, deve-se ressaltar que o infiltrado inflamat6rio encontrado ndo é especifico e
que apenas a observacdo das formas amastigotas fornece o diagnostico de positividade (COSTA-
VAL, 2004). As técnicas de imuno-histoquimica podem melhorar os problemas relacionados a
evidenciacdo do parasito, pois anticorpos especificos marcados detectam com maior sensibilidade e

especificidade as formas amastigotas nos cortes de tecidos (TAFURI et al., 2004).

Técnicas moleculares, como a Reacdo da Cadeia em Polimerase — PCR, também podem ser
empregadas como método para confirmacdo da infeccdo (FARIA e ANDRADE, 2012;
FIGUEIREDO et al., 2012). O diagnostico molecular realizado pela PCR se baseia na amplificacéo
de uma sequéncia conhecida de oligonucleotideos especificos do patogeno. Este teste é altamente
sensivel e especifico para Leishmania, e apresenta como vantagem sua realizacdo em grande
variedade de materiais clinicos, como sangue, aspirados de medula éssea ou linfonodos, além de
biopsias de pele, urina e outros (ALVAR et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2012). E importante
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ressaltar que resultados falsos negativos podem ocorrer devido a baixa carga parasitaria circulante
no momento da coleta (SILVA et al., 2016).

Os testes parasitoldgicos e moleculares sdo confirmatdrios da infecgdo por Leishmania. Os testes
citoldgicos, histologicos e de cultura, bem como o teste molecular (PCR convencional) sdo capazes
de definir se 0 animal estd ou ndo infectado a partir da amostra examinada, mas ndo sao capazes de
mensurar a carga parasitaria da amostra, o que sera possivel por meio da PCR quantitativa (qQPCR)
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; RIBEIRO, 2020).

Dados de hematologia, bioquimica sérica e urinalise possuem limitado valor para o diagndstico da
LVC, entretanto estes parametros fornecem importantes contribuicdes para avaliacdo do estado
clinico do animal e para o prognéstico da evolucdo da doenca (COSTA-VAL, 2004; COSTA, 2009;
FIGUEIREDO et al., 2012). As alteragcbes na atividade funcional dos rins, representadas pela
azotemia é um achado relativamente comum em cées portadores de LV (AMUSATEGUI et al.,
2003). Na urindlise, a proteindria ¢ a alteracdo mais frequentemente descrita em graus variados. Em
alguns animais, a proteinaria chega a determinar alteracGes nos valores de proteinas séricas
(AMUSATEGUI et al., 2003; BONFANTI e ZATELLI, 2004; COSTA-VAL, 2004).

Uma caracteristica marcante da LVC é a disproteinemia sérica, caracterizada por
hipergamaglobulinemia que ocorre na maioria dos cdes com LV, podendo alcancar 100% dos
animas infectados (ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; BONFANTI e ZATELLI,
2004). A composicdo do perfil eletroforético das proteinas plasmaticas dos cdes doentes sofre
alteracOes, principalmente quanto a relacdo albumina e globulina sérica (A/G). O aumento da
concentrag@o no plasma das fragdes P e v seria responsavel pelo aumento geral das gamaglobulinas,
enquanto a diminuicdo da albumina seria devido a perdas por nefropatias, doengas hepaticas,
subnutricdo cronica ou até mesmo a combinacgéo entre estes fatores (AMUSATEGUI et al., 2003;
BONFANTI e ZATELLI, 2004).

3.7.4 Estadiamento e manejo clinico da LVC
No dia 17 de junho de 2011, na sede do Conselho Regional de Medicina Veterinaria de Minas

Gerais (CRMV-MG), inspirada no LEISHVET, uma associacdo cientifica europeia focada em

pesquisa da LVC, foi criada uma associacdo cientifica que reuniu médicos veterinarios para o



estudo da Leishmaniose em animais no Brasil: a BRASILEISH, tomando por principio a defesa e
respeito & vida humana e animal, pautados em valores éticos e cientificos. Os objetivos da
BRASILEISH eram orientar os clinicos e discutir junto as autoridades sanitarias os melhores
métodos diagnosticos, tratamentos e medidas de prevencdo da Leishmaniose nos animais. Além
disso, objetivou também debater com os 6rgdos de classe sobre as evidéncias cientificas da doenca,
assim como orientar a populacdo sobre a prevencdo, tratamento e realidade da doenca no pais.
Dessa forma, estabelecendo recomendacdes internacionalmente reconhecidas e executar trabalhos

de pesquisa destinados ao manejo da leishmaniose em animais (CRMV- MG, 2011).

Em 2018 o grupo BRASILEISH publicou as diretrizes para o diagnostico, estadiamento, tratamento
e prevencao da LVC, os autores orientam que o tratamento da LVC deva ser realizado com
protocolos que produzam melhora clinica e reducdo da carga parasitaria. E ressaltado que a Unica
droga aprovada para o tratamento da LVC no Brasil é a miltefosina (SBMT, 2016). Mir¢ et al.
(2011) sugeriram que quanto mais cedo os animais infectados forem diagnosticados e tratados, além

de melhor prognostico, menor é o risco da dispersao da doenca no ambiente urbano.

A auséncia de cura parasitolégica torna necessario o0 acompanhamento dos animais com
estadiamentos sucessivos. E importante ressaltar que o BRASILEISH, em consonancia com o
LEISHVET apresenta ja no estadiamento Il a atencdo para a proteindria como diferencial no
manejo do cdo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO, 2020). Segue abaixo (quadro 1) o
esquema de estadiamento clinico, manejo e tratamento de cées infectados considerados sadios ou
doentes no Brasil, segundo recomendacdo da BRASILEISH (BRASILEISH, 2018).
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Quadro 1: Estadiamento clinico, manejo e tratamento de cdes infectados considerados sadios e/ou
doentes no Brasil, segundo recomendacdo da BRASILEISH (2018).

Estadios clinicos

Sorologia® Sinais clinicos

Resultados laboratoriais

Terapia®

Prognoéstico

ESTADIO |

Positiva com niveis de
anticorpos baixos a

Imunoterapia® +

ulceragdes,
anorexia, epistaxis,
febre, emagrecimentg

a) Perfil renal normal
(Creatinina <1,4 mg/dl;
RPC <0,5)

b) Creatinina <1,4 mg/dl;
RPC =0,5-1.

médios / Ausentes Sem alteragdes . x4 Bom
Sem doenga o imunomodulagdo
parasitologico
negativo
) Ne%a;m g/“eigoj'e“va Sinais clinicos
ESTADIO Il ANtCOroos ausentes a leves, Geralmente sem alteracdes Imunoterapia® +
Sem Doenca / . nos como linfadenopatia : coes. imunomodulagio* Bom
baixos a médios / e - Perfil renal normal . - .
Doenca leve o periférica, dermatite + alopurinol + miltefosina
parasitologico aoular
positivo papular.
Anemia néo regenerativa leve,
hipergamaglobulinemia,
Sinais do Estadio Il,| hipoalbuminemia, sindrome da
alel?sggsotl;ét:g’lsig:sm ° F Ifc?trevi:f:so fé?:it'jsidlozsolgi) Imunoterapia’ +
Positiva com niveis . S pre -9 imunomodulagdo® +
. .~ difusas ou simétricas oriundos da formacéo de - - .
< de anticorpos baixos . . . ; alopurinol + miltefosina
ESTADIO Il onicogrifose, imunocomplexos, tais como - A Bom
a altos/ - - : - Seguir as diretrizes da
Doenga moderada NN dermatite exfoliativa,  uveite e glomerulonefrite. . a reservado
parasitolégico - - P IRIS para 0 manejo da
- onicogrifose/ Subestédios: .
positivo nefropatia e controle

PSS

ESTADIO IV
Doenca grave

ESTADIO V
Doenca
muito grave

Sinais do Estadio
111 sinais originarios
de lesdes por
imunocomplexos:
isculite, artrite, uveite

glomerulonefrite.

Positiva com niveis de
ticorpos médios a alto
narasitologico positivc

Sinais do Estadio

. . 1V, além de
Positiva com niveis .
. .« | tromboembolismo
de anticorpos médios
pulmonar a

a altos/parasitologico

positivo sindrome nefrotica

e doenca renal em
estadio final.

Alteragdes do Estédio 111, além
de
DRC no Estédio 1 (RPC >1)
ou 2 (creatinina 1,4-2 mg/dl)
da IRIS

Alteracdes do Estadio IV, além
do DRC no estadio Il
(creatinina 2,1-5mg/dl) e
IV (creatinina > 5 mg/dl) da
IRIS, ou sindrome nefrética
(marcada proteinuria com
RPC >5).

Imunoterapia®+

junomodulagéo® + alopurir

+ miltefosina

juir as diretrizes da IRIS p

'manejo da DRC e control
PSS

Imunoterapia®+
lunomodulagéo® + alopurir
+ miltefosina
Seguir as diretrizes da
IRIS para 0 manejo da
DRC e controle PSS

Reservado
a pobre

Pobre

Abreviagdes: RIFI (reagdo de imunofluorescéncia indireta); DRC (doenca renal cronica); IRIS (International Renal Interest
Society); PSS (presséo sistémica sanguinea); RPC (razdo proteina-creatinina urindrias).
1: Em cées soronegativos ou com niveis de anticorpos baixos ou médios, a infeccao deve ser confirmada por meio de citologia,
histologia, imuno-histoquimica e/ou PCR. Niveis altos de anticorpos (aumento de 3-4 vezes acima do ponto de corte ou cut-off pré-
estabelecido de um laboratério de referéncia) sdo conclusivos para o diagnostico da LCan (SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
Ribeiro et al., 2013).
2: Monitorar a cada 4 a 6 meses com exames soroldgicos, parasitologicos e/ou moleculares, exames gerais para estadiamento e
revisdo de tratamento(Ribeiro, 2016; Leishvet, 2018).
3: Imunoterapia com a vacina LeishTec: um frasco aos 0, 14 e 28 dias em animais infectados (Toepp et al., 2018) ou dois frascos nos
dias 0, 21 e 42, em monoterapia ou associada ao alopurinol, com reforgos semestrais (Ribeiro et al., 2013, 2017).
4: Imunomodulag@o com domperidona: 0,5-1 mg/kg duas vezes ao dia por 30 dias (Gomez-Ochoa et al., 2009).
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Considerando que a pratica quimioterapica convencional na LVC é ainda ineficaz e efeitos
colaterais graves estdo associados ao tratamento (BANETH e SHAW, 2002; NOLI e AUXILIA,
2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2009) a imunoterapia tem ganhado grande atencédo na busca por
protocolos terapéuticos mais efetivos, menos toxicos e mais acessiveis para o tratamento da doenca.
Vacinas contra LVC sejam profilaticas ou terapéuticas, podem ser um importante instrumento a ser
considerado para controlar a doenga canina, levando a OMS a estimular os estudos que busquem
potenciais vacinas contra a LVC (WHO, 2010; RIBEIRO et al., 2013; CARDOSO, 2018).

Diversos trabalhos demonstraram a reducdo gradativa dos sinais clinicos apresentados pelos
animais, bem como auséncia de morte no grupo de cdes submetidos a imunoterapia. Sdo relatados
resultados como normalizacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos, aumento de linfdcitos
T CD4+ e CD8+ circulantes, produtores IFN-y, redugdo na producéo de IL-4 por esses linfécitos e
aumento dos niveis de TNF-a, com diminui¢do acentuada na producdo de IL-10. Também é
relatada a reducdo do namero e intensidade dos sinais clinicos, aumento de peso, reducdo de
esplenomegalia e da carga parasitaria na medula dssea, pele e baco, além de reducdo da
infectividade de flebotomineos apds o tratamento (BORJA-CABRERA et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2013; ROATT et al., 2017; CARDQOSO, 2018).

Goméz-Ochoa e colaboradores (2009) relataram a eficacia da domperidona no controle e reducéo
dos sinais clinicos e titulos de anticorpos. DiminuicGes significativas nos anticorpos séricos foram
observadas em 74,3% dos cdes com sinais clinicos leves e 40% dos cdes tornaram-se soronegativos.
Em cdes com varios sinais clinicos e altos titulos de anticorpos, a melhora clinica ocorreu em 86%
dos animais e os titulos reciprocos de anticorpos séricos diminuiram em 38% desses cdes. Um
aumento no estado imunologico celular foi medido pelo teste cutdneo de Leishmania e pelo ensaio
de proliferacédo de linfocitos. Portanto, o tratamento com a domperidona contribui para a modulagao
da resposta imune inata, melhorando os mecanismos de defesa do animal com ativagdo de células
fagociticas e potencializacdo da destruicdo intracelular dos parasitos (MANNA et al., 2015). De
acordo com Viana (2019), os efeitos adversos da domperidona envolvem a galactorreia,

ginecomastia, arritmias e sonoléncia.

O alopurinol é uma droga da classe das hipoxantinas, que metabolizado pela Leishmania produz um
analogo inativo da inosina, este analogo é incorporado no RNA do parasito, causando sintese

proteica errénea. O alopurinol é amplamente usado na terapia de LVC, isolado ou associado a
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outras drogas, devido a sua baixa toxicidade, eficiéncia em proporcionar significativa remissédo dos
sinais clinicos, e seu baixo custo associados & conveniéncia de ser administrado por via oral
(BANETH e SHAW, 2002). Os efeitos adversos sdo incomuns em animais, sendo o prurido a
ocorréncia mais frequente, com vémitos e tremores musculares quando utilizado em doses altas
(VIANA, 2019). Os cristais de xantina e uro6litos também podem ser provocados pelo uso
de alopurinol para tratamento de leishmaniose (PALTRINIERI et al., 2016).

A miltefosina atua no metabolismo de lipideos, com atividade sobre a membrana de Leishmania, e
acumula-se em macrdfagos, sendo diretamente toxica para o parasito. Este composto induz in vitro
a ativacdo de macrofagos e células T, que produzem IFN-y, citocina associada ao controle da
infeccdo (BANETH e SHAW, 2002; NIETO et al., 2005). Os principais efeitos colaterais
relacionados com o uso da miltefosina sdo disturbios gastrointestinais transitorios, como
inapeténcia, vomito e diarreia (MIRO et al., 2005; NIETO et al., 2005; VIANA, 2019). Entretanto,
ha possibilidade de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (NOGUEIRA e RIBEIRO, 2015; VIANA,
2019).

4.0 MATERIAL E METODOS
4.1 Aprovacao do projeto

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais sob

protocolo de nimero 88/2018.
4.2 Animais e local de estudo

Para o desenvolvimento deste trabalho foram selecionados ao acaso 30 cdes atendidos em um
Hospital Veterinario de Belo Horizonte, considerado como referéncia no atendimento de animais
infectados com L. infantum. A escolha deste estabelecimento baseou-se na demanda de
atendimento, disponibilidade dos dados e principalmente por apresentar uma amostragem

diversificada, com ampla distribuicdo espacial.

Foram coletadas amostras de cées de diferentes idades (entre 2 e 14 anos), racas (Poodle, Maltés,
Pinsher, Sem Raca Definida, Spitz Aleméo, Basset, Dasch Hund, Cocker spaniel, Bull Dog, Golden
Retriver, Border Collie, Lhasa Apso, Chihuahua, Fox Paulistinha, York Shire e Schnauzer) e pesos
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(entre 2,200 a 31,300kg), castrados e inteiros, machos e fémeas, provenientes de tutores residentes
da regido metropolitana de Belo Horizonte.

O critério de inclusdo foi de animais demonstrados infectados higidos ou doentes a partir de testes
sorologicos e moleculares e estadiamento clinico conforme BRASILEISH (2018) e animais
considerados clinica-laboratorialmente higidos e que foram atendidos no periodo de setembro de
2019 ate fevereiro de 2020.

Pacientes que apresentaram alteracdes clinicas e laboratoriais que testaram positivo para alguma
hemoparasitose foram excluidos do grupo controle. Além disso, cées portadores de DRC,
diagnosticados por ultrassonografia e pacientes com diagndstico de infec¢do urinaria também foram
excluidos do experimento. Foram rejeitadas as amostras com caracteristicas de hemdlise, lipemia e

ictericia.
4.3 Grupos experimentais

Visando comparar os grupos, 30 cées incluidos foram distribuidos em trés grupos de estudo com 10
animais cada, sendo eles: grupo controle (GC) composto por cées negativos para leishmaniose,
grupo de animais infectados por L. infantum submetidos ao tratamento (GLT) seguindo protocolo
apresentado pela BRASILEISH e, grupo de animais infectados por L. infantum e que ndo foram

tratados (GLNT), conforme quadro 2.

Quadro 2: Lista de grupos experimentais, segundo diagnostico e tratamento (GLT) ou ndo para
leishmaniose visceral canina (GLNT), comparados com um grupo de animais considerados clinica-

laboratorialmente higidos (GC).

Grupo N° de cées Caracteristica
GC 10 Animais higidos (grupo controle)
Animais infectados por L. infantum submetidos ao
GLT 10
tratamento
GLNT 10 Animais infectados por L. infantum néo tratados
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4.4 Coleta de amostras

Apdbs o exame clinico, os animais foram encaminhados para coleta de materiais bioldgicos para
realizacdo de exames hematoldgicos, sorologicos e parasitologico com a finalidade de confirmar a

infeccédo por L. infantum.

As amostras foram coletadas uma vez de cada animal. Amostras de sangue das veias jugulares
externas, cefalicas ou safenas, foram colhidas ap6s antissepsia e acondicionadas em frascos
contendo acido etilenodiaminotetracético- EDTA (10%), para realizacdo de hemograma, e em
frascos com gel ativador da coagulacdo, para obtencdo de soro e determinagBes bioquimicas,

conforme os procedimentos adotados na rotina de atendimento do Hospital Veterinario.

Para biopsia de pele foi feita tricotomia e antissepsia da orelha ap6s administracdo de cloridrato
lidocaina 1%, sem vasoconstritor, na dosagem de 4mg/kg, por via subcutanea na face interna de
uma das orelhas. Procedeu-se entdo a retirada de um fragmento da pele com o auxilio de um
“punch” de 5Smm de didmetro (Punch para Bidpsia®, Kolplast ci LTDA, Brasil). O fragmento
retirado foi depositado em papel filtro estéril para remocdo do excesso de sangue. Logo apdés, 0
material foi acondicionado em tubos eppendorf DNAse e RNAse free para realizacdo da técnica de

gPCR no Laboratorio de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

Para coleta de medula também foi realizada tricotomia e antissepsia na extremidade anterior do
manubrio do esterno, a medula 6ssea foi coletada através de puncdo aspirativa utilizando-se agulha
de 1,25mm x 38mm, acoplada a uma seringa de 10mL. O conteudo do aspirado foi armazenado em
tubo DNAse e RNAse free e mantido a -20°C e enviado para a realizacdo da gPCR no Laborat6rio
de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

Amostras de urina foram colhidas, por meio de cistocentese guiada por ultrassonografia, de forma
asséptica, e processadas em até 30 minutos ou mantidas sob-refrigeracdo por, no maximo, 2 horas
até o processamento. Apos centrifugacdo (1000rpm por 10 minutos), o sobrenadante das amostras
de urina foi armazenado em microtubos do tipo eppendorf (aliquotas de 1 ml) e estocadas em
ultrafreezer a -80°C, para posterior realizacdo de eletroforese em gel de poliacrilamida com
duodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE) no laboratério de patologia clinica da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Vigosa
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4.5 Exame ultrassonogréfico

Os exames ultrassonograficos foram realizados pelo mesmo examinador, utilizando-se o aparelho
(SAEVO FT422). A técnica adotada para avaliacdo ultrassonogréafica renal foi descrita por Nyland
et al. (2005). Nos rins foram avaliados tamanho (normal, aumentado, diminuido), contorno renal
(regular, irregular), ecogenicidade cortical (aumentada, normal) e defini¢do corticomedular (normal,

diminuida, ausente).
4.6 Processamento das amostras
4.6.1 Avaliacdo hematologica

A hematologia foi realizada com o auxilio do analisador hematolégico ProcyteDx (IDEXX®) por
meio de impedancia, citometria de fluxo a laser e fluorescéncia optica (IDEXX Laboratories, 2016).
As amostras de sangue em tubo com EDTA foram submetidas a temperatura ambiente, apds
refrigeracdo, uma vez que o processamento hematoldgico de amostras refrigeradas pode conduzir a
erros pré-analiticos, como hemdlise, aglutinacdo celular e agregacdo plaquetaria. Apos atingirem a
temperatura ambiente (aprox. 21°C) foram homogeneizadas (IDEXX®) durante um minuto, para
reconstituicdo dos componentes sanguineos. Para o eritrograma avaliou-se 0 numero total de
eritrécitos, hematocrito (HCT) e a hemoglobina (HGB). No leucograma e no plaquetograma
avaliou-se 0 numero total de leucdécitos e plaquetas. Ainda, de cada amostra, foi confeccionado o
esfregaco e corado através da técnica de coloracdo segundo Romanowsky. Os esfregacos foram
utilizados para realizacdo de hematoscopia complementar as analises realizadas pelo ProcyteDx,
além da contagem diferencial de leucdcitos, seguindo protocolo operacional padrdo do hospital em

questéo.
4.5.2 Bioquimica sérica e urinaria

As amostras de sangue em tubo com ativador de coagulo foram centrifugadas a 3.000rpm por 10
minutos, conforme procedimento operacional padrdo do laboratério, em centrifuga de bancada
(Coleman®), para a obtencdo do soro. De cada amostra foram pipetados 4ml de soro, com o auxilio
de micropipeta monocanal volume fixo 1000pl (Peguepet®) e ponteiras universais de polipropileno
(Corning®), para posteriormente separacdo em dois microtubos de 2,0ml (Eppendrof®),
identificados com os nomes do animal e do tutor e data de coleta. Apos a identificagédo, aliquotas
foram armazenadas em duas caixas organizadoras para microtubos (Kasvi®), sendo uma delas

separada para as analises bioguimicas séricas e a outra para dosagem de SDMA.

57



Para as analises bioquimicas sericas e urinarias foi utilizado analisador bioquimico Catalyst One
(IDEXX®) por meio de bioguimica seca (IDEXX Laboratories, 2016). Nesse analisador, a analise
bioquimica de cada amostra de soro ou urina é feita individualmente, podendo-se realizar painéis

bioquimicos pré-formatados pela fabricante.

No presente estudo optou-se por utilizar o painel Chem 10 CLIP que contempla oito slides para 0s
parametros bioquimicos e suas fracdes, sendo eles: glicose sérica (GLU), creatinina sérica (CREA),
nitrogénio ureico sanguineo (BUN), fracBes nitrogénio ureico/creatinina sanguinea (BUN/CREA),
proteinas totais séricas (PT), albumina sérica (ALB), globulinas sérica (GLOB), fracdo
albumina/globulinas séricas (ALB/GLOB), alanina aminotransferase sérica (ALT) e fosfatase
alcalina sérica (ALP). Além do Chem 10 CLIP, adiciou-se o slide para o parametro bioquimico de
dimetilarginina sérica (SDMA). Para todas as mensuragdes foram seguidas as instrugdes do
fabricante.

Para a bioquimica urinéria foi realizada a transferéncia de, idealmente 10ml de urina, para tubo
conico graduado (CRAAL®) para posterior centrifugacdo (Centrifuga Coleman®) a 3.000rpm
durante 10 minutos, conforme procedimento operacional padrdo do laboratério. Utilizando-se o
mesmo analisador anteriormente descrito os slides selecionados para urina foram: proteina urinaria

(UPRO), creatinina urinaria (UCRE) e fragdo proteina/creatinina urinaria (RPC).
4.6.3 Urindlise

As amostras de urina foram retiradas da refrigeracdo e aguardou-se até que chegassem a
temperatura ambiente para seu processamento a partir da andlise fisica, quimica e da
sedimentoscopia. A andlise fisica constou dos seguintes parametros: volume, cor, odor, turbidez e
densidade (refratometria). Na analise quimica, utilizou-se fita reagente (Urofita Alere®),
mergulhando-a no frasco contendo a amostra de urina seguido de leitura apos o tempo recomendado
pelo fabricante (10-30 seg.) através da comparacao com a escala de cor fornecida. Para a realizacao
da sedimentoscopia urindria, apos centrifugacdo os tubos conicos foram submetidos a versao total
para aliqguotamento do sobrenadante urinario. Apds retomada a posi¢do inicial do tubo cénico,
realizou-se homozeneizacdo do sedimento urinario com o restante do sobrenadante, durante dez
segundos. Com o auxilio de micropipeta monocanal volume fixo (Peguepet®) foram pipetados 20ul
do sedimento que foram posteriormente transferidos para o centro de uma lamina de vidro
(Invicta®, Brasil), seguida de sobreposi¢do do volume transferido por uma laminula (Invicta®,

Brasil), ambas previamente limpas e desengorduradas. Em seguida, o material em lamina foi
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analisado a microscopia optica nas objetivas de 20 e 40 vezes, para avaliagdo de elementos macro

como cilindros e micro como células, bactérias e cristais.
4.6.4 Exames sorologicos
4.6.4.1 SNAP Leishmania e 4Dx Plus IDEXX®

Trinta minutos antes da realizagéo do teste foram retirados da geladeira a amostra, 0 conjugado e 0
teste SNAP® para estabilizacdo do exame de deteccdo de anticorpos anti Leishmania realizado
através do teste rapido ELISA (SNAP Leishmania IDEXX®). Também foram realizados testes para
dirofilariose, anaplasmose, erliquiose e doenca de Lyme utilizando-se 0 SNAP IDEXX 4Dx Plus®.
Com o dispositivo SNAP posicionado em uma superficie plana, colocou-se o contetdo do
microtubo na canaleta da amostra. Em seguida o dispositivo foi ativado e a leitura realizada ap6s
oito minutos. Para determinar o resultado dos testes leu-se os pontos de reacdo na janela dos
resultados. Foram consideradas reagentes as amostras onde houve aparecimento de cor no local
definido para o controle positivo do teste e no local definido para resultado da amostra teste. Nas
amostras consideradas ndo reagentes ndo houve aparecimento de cor no local definido para o
controle positivo do teste. Todos os animais foram submetidos a RIFI e ELISA independente do
resultado do SNAP.

4.6.4.2 ELISA

A técnica de ELISA foi realizada de acordo protocolo pré estabelecido pelo Laboratério de
Imunologia e Gendmica de Parasitos do Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG. No primeiro
dia foi realizada a diluicdo dos soros e a sensibilizacdo das placas. Inicialmente foi montado o mapa
de trabalho seguido da diluicdo de 100ng do antigeno em 100ul do tampdo carbonato de acordo
com sua concentragdo. Foram pipetados 100ul do antigeno diluido em cada well. Os soros dos
animais foram diluidos em PBS-Tween-20 a 0,05% na proporg¢éo 1:100. As placas foram guardadas
com os soros diluidos a 4°C até o momento do uso. A placa foi incubada a 4°C overnight. No
segundo dia foi preparada a solucdo bloqueio (PBS-BSA 2%) e em seguida, foi descartado o
conteldo por versdo das placas e retirado o excesso por movimentos de batimento em bancada
plana. Foram posteriormente adicionados 200ul de PBS-BSA 2% em cada well seguido de
incubacdo em temperatura ambiente durante duas horas. Apds o bloqueio, foi retirada toda a
solugéo por versdo das placas e retirado o excesso por movimentos de batimento em bancada plana.
Nos pocos foram adicionados 100ul dos soros diluidos seguido de incubacdo a temperatura

ambiente por uma hora e trinta minutos a 37°C. As placas foram posteriormente lavadas cinco vezes
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com solucdo PBS-Tween-20 a 0,05%. Foi feita diluicdo dos anticorpos secundarios em PBS-
Tween-20 a 0,05% nas proporgdes de 1:2500 para cdo. Em seguida foram adicionados 100ul do
anticorpo secundario diluido nos wells. Foi feita incubacao da placa a 37°C por uma hora de trinta
minutos. Durante a incubacdo foi preparada a solucdo reveladora (0,029 OPD em tubo falcon
envolto em papel aluminio adicionado de 30ml de tampé&o citrato mais 12ul de H-O- (acido citrico
0,1M, Na2P0O4 0,2 M, OPD 0,05% e H202 0,1%). As placas foram posteriormente lavadas cinco
vezes com solucdo PBS-Tween-20 a 0,05%. Foram adicionados 100ul da solucdo reveladora em
cada poco. A placa foi incubada a 37°C ao abrigo de luz, durante dez minutos. A reacdo foi
posteriormente interrompida adicionando-se 50ul de H,SO, (Acido sulfarico) 4M. A leitura foi
realizada no leitor Elisa a 492nm.

4.6.4.3 Imunodifuséo radial (RIFI)

A técnica de imunodifuséo radial (RIFI) foi realizada de acordo com Camargo (1966) em que foram
utilizadas microplacas para a diluicdo dos soros, pipetando-se 190uL de PBS 0,01M, pH 7,2 e 10
puL do soro a ser testado no primeiro orificio, homogeneizando-se, perfazendo a diluicdo 1:20.
Foram distribuidos 100uL de PBS 0,01M, pH 7,2 em outras cinco cavidades e a partir da primeira
diluicdo, transferindo-se 100uL para o orificio seguinte, homogeneizando-se, repetindo até a quinta
cavidade, desprezando-se os Ultimos. Com isso, as amostras foram diluidas a 1:40, 1:80, 1:160,
1:320 e 1:640. Da mesma maneira, foram diluidas amostras de soros controles positivo e negativo.
Em laminas fixadas com o antigeno de L. major, foram distribuidos 10uL de cada diluicdo nos
orificios, incubando-se a 37°C por 30 minutos em cAmara Umida. A seguir, foram lavadas em coplin

com PBS 7,2 por 10 minutos, por duas vezes consecutivas e, a seguir, secas em estufa.

O conjugado espécie-especifico foi diluido, segundo seu titulo pré-estabelecido, em solucéo de Azul
de Evans a 20% a qual foi previamente diluida em PBS 0,01M, pH 7,2 na proporgéo de 1:5. Foram
distribuidos 10uL de conjugado para cada dilui¢do, incubando-se novamente a 37°C por 30 minutos
em camara Umida. Realizou-se uma nova lavagem em jarra de coplin com PBS 0,01M, pH 7,2 por
10 minutos, duas vezes consecutivas, secando-se em estufa. As laminas foram montadas com
glicerina tamponada pH 8,5, cobrindo-se com laminula 24x60mm, e examinadas em microscopio de
imunofluorescéncia, no aumento 40 vezes. Apos a leitura dos controles, foi procedido o exame das
amostras em teste, considerando-se como titulo final a maior diluicdo do soro em que ainda

ocorresse fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50% das promastigotas.

60



4.6.5 Exames Parasitoldgicos
4.6.5.1 PCR

PCR especifico realizado em amostras de pele da ponta da orelha e medula foi utilizado para
confirmar a positividade dos animais para L. infantum. Apos a extracdo do DNA de cada amostra,
foi realizada PCR em tempo real. Foi utilizada a plataforma ABI PRISM 7300 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), seguindo o protocolo descrito por Nicolas et al. (2002), com algumas
modificagcdes nos ciclos: 50° por 2min, 95° por 2min para a desnaturacdo do DNA, seguidos pela
amplificagéo utilizando 40 ciclos de 10s a 95°C, 10s a 56°C e 30s a 72°C e para finalizar o ciclo de
“melting” dado pela maquina, de 15s a 95°C, 30s a 60°C e 15s a 95°C.

4.6.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

de proteinas urinarias

Os processamentos das amostras ocorreram no Laboratorio de Pesquisa em Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa. Para a avaliacdo qualitativa das proteinas urinérias,
pelo peso molecular, foi empregado o método de eletroforese em gel de poliacrilamida com
duodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE), conforme modificacdo da técnica descrita por Laemmli
(1970). Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical de eletroforese (MINI PROTEAN TETRA
CELL® BIO-RAD), confeccionando-se o gel de separacéo a 14% e o gel de empilhamento a 5%.
Para o preparo das amostras e fracionamento das proteinas, adicionou-se 15uL de sobrenadante
urinario e 3uL de agua ultrapura, em 6uL de tampdo-fosfato (PBS). Uma aliquota de 24uL de cada
amostra preparada foi depositada em uma determinada cavidade do gel, além da amostra do
marcador padrdo de peso molecular como referéncia, que sempre foi colocado em cavidades pré-
estabelecidas. Apds colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente elétrica de

80 volts, fornecida por fonte de energia apropriada (BIO-RAD®).

Terminada a corrida, desligou-se imediatamente a fonte elétrica e o gel foi retirado da placa para ser
corado durante duas horas em solucéo de azul de Coomassie 0,2% sob agitacdo horizontal constante
para uma coloracgdo uniforme. Posteriormente, o gel foi submerso em solugéo descorante a base de

metanol para retirar o excesso de corante até que todo o gel se apresentasse nitido.

Os pesos moleculares e as concentragfes das fracGes proteicas foram determinados por
densitometria computadorizada (Software Lablmage 1D, Loccus®), a partir do escaneamento das

amostras. Para o calculo do peso molecular utilizou-se marcadores de pesos moleculares de 200,
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116, 97, 66, 45, 31, 21, 14 e 6kDa, além de proteinas purificadas. Para a avaliacdo densitométrica
das bandas proteicas confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

Definida a area de leitura, de acordo com gréafico (o pico determina a banda verdadeira - &rea mais
préxima dos marcadores de peso molecular, auséncia de pico determina sombra), foram separadas
as janelas de perfil que correspondem aos pesos moleculares e que definiu os escores de medida,

conforme figura 1.

As regides individuais do gel apresentaram “pistas”, sendo que cada pista representou um animal,
que apresentou diferentes bandas de proteinas com pesos moleculares distintos, como demonstra a
figura 2. Foram selecionadas as areas sob a curva em cada faixa, representadas pela densidade
Optica total, permitindo determinar a porcentagem relativa da densidade de cada banda de proteina

em relacdo a densidade Optica total.

Para efeito de comparacdo entre os grupos, também foram avaliados a diversidade e namero de
bandas, bem como em que intervalo de peso molecular (md/dL) havia maior concentragdo proteica.
Os intervalos selecionados foram: 45-55kDa, 56-90kDa, 91-150kDa, 151-200kDa e acima de
200kDa. O objetivo destas comparacdes foi estabelecer em qual intervalo haveria maior padrdo

discriminatorio entre 0s grupos.

Peso Molecular

Janela de Perfil

Perfi Peso Molecula

val

Intensidade (Gray
v e N Y-

200 225 250 275 300 325 350 375
Posicdo (Pixel)

Figura 1. Janela de perfil de peso molecular em gel de leitura por SDS-PAGE obtidos de amostras

de urina de caes.

62



Quando proteinas de peso molecular abaixo de 45kDa estavam presentes considerou-se escore
tubular e quando igual ou acima de 45kDa, proteinas que escorificaram proteinas de lesbes
glomerulares, de acordo com Hokamp et al. (2018). Os escores de gravidade glomerular variaram
de 0 a 3, onde O representa proteindria glomerular normal ou ausente; 1, proteinaria glomerular
leve; 2, proteindria glomerular moderada; 3, proteindria glomerular grave. Os escores de gravidade
tubular variaram de 0 a 4, onde O representa proteinuria normal ou ausente; 1, proteindria tubular
minima; 2, proteinaria tubular leve; 3, proteindria tubular moderada e 4, proteinaria tubular grave.
As Tabelas 1 e 2 detalham os critérios usados para atribuir escores de gel glomerular e tubular, e a
Figura 2 demonstra a aplicacdo de escores de gel a um conjunto de amostras com padrdes e

severidades variados de proteinuria.

Tabela 1. Sistema de pontuagdo em escores de gravidade obtidos a partir da interpretacdo das
bandas proteicas obtidas em gel de poliacrilamida pela técnica de SDS-Page para classificagdo de

lesGes glomerulares em cées segundo Hokamp et al. (2018).

Resultados do Gel

Escore de Gel Caracteristicas de Bandas > 45kDa Exemplos
Glomerular
0 + 1 banda fraca de aproximadamente 88-110kDa (proteina Tamm - NZo demonstrado
Horsfall)
<10 bandas de alto peso molecular; podendo haver até 2 bandas entre 130-
1 150kDa podem ser proeminentes, porém finas (aproximadamente do Pista* 1a 8
mesmo tamanho e intensidade de um peso molecular padréo)
2 1 banda > 200kDa Né&o demonstrado
3 5 bandas > 200kDa N&o demonstrado

*Pistas se referem aos géis corridos nas canaletas e demostradas na figura 2.

Tabela 2. Sistema de pontuacdo em escores de gravidade obtidos a partir da interpretacdo das
bandas proteicas obtidas em gel de poliacrilamida pela técnica de SDS-Page para classificagdo de

lesBes tubulares em cées, segundo Hokamp et al. (2018).

Resultados do Gel

Escore de Gel Caracteristicas de Bandas < 4 kDa Exemplos
Tubular

0 Uma banda fraca pode estar presente a aproximadamente 24-25,5kDa em N&o demonstrado
machos inteiros, caracterizando liquido prostéatico.

1 < 5 bandas de baixo peso molecular; excluindo a banda de liquido prostatico Pistas* 2,3,5e 6

2 < 13 bandas de baixo peso molecular; excluindo a banda de liquido prostatico Pistas* 4, 7 e 8.

3 < 13 bandas de baixo peso molecular; excluindo a banda de liquido prostatico N&o demonstrado

4 >13 bandas de baixo peso molecular (excluindo banda prostatico) e / ou >3 Pista*1
bandas de baixo peso molecular escuras / intensas

*Pistas se referem aos géis corridos nas canaletas e demostradas na figura 2.
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Peso Molecular
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Figura 2. Amostras de urina representativas de cdes com amplo espectro de proteindria
apresentadas usando eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para demonstrar a
aplicacdo do sistema de pontuacdo (Tabelas 1 e 2). As faixas 1 a 8 representam amostras de urina de
caes proteinuricos. Pista 1 (GLNT): Escore glomerular = 1; Escore tubular = 4. Pistas 2, 3,5¢e 6
(GC): Escore glomerular = 1; Escore tubular = 1. Pistas 4, 7 e 8 (GLT): Escore glomerular = 1;
Escore tubular = 2. *denota proteinas do liquido prostatico vistas em cdes machos inteiros. A seta

vermelha indica banda de albumina e a seta preta a banda de proteina de Tamm - Horsfall.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O calculo amostral foi realizado conforme Sampaio (2015) sendo utilizados dados da literatura que
demonstraram coeficiente de variagdo de 19% para varidvel creatinina urinéria (dentre as variaveis
a ser estudadas € a que apresenta maior variancia segundo a literatura consultada), e média de 0,99
(SANTIN et al., 2006), a partir da formula:
= S
A=Ta X T
onde A € o tamanho do efeito esperado que se deseja mensurar, Ta € o valor critico da distribui¢do
T de Student considerando um o pré-determinado (normalmente considerado como 0,05 o que

equivale a uma confianca de 95%), S é o desvio padrdo da varidvel de interesse (estimado através

de um estudo piloto ou através da literatura) e n é o tamanho amostral que se deseja estimar.
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Considerando um coeficiente de variacdo de 19% e um média de aproximadamente 1, temos um
desvio padrdo estimado de 0,19. Além disso, considerando um tamanho do efeito de 12% em
relacdo & média, obtemos um valor de 0,12. O valor de Ta tabelado para uma confianca de 95% é de

aproximadamente 2, dessa forma temos:

0,12 =2,0 x 0\% >vn=2 x % > v/n = 3,16-> n = 10,02 animais por grupo.
Realizou-se analise descritiva do perfil dos pacientes a partir da tabela de dados. Esta analise
descritiva objetivou avaliar todas as variaveis numéricas e categoricas. Para as variaveis numericas
foram calculados os principais indices de estatistica descritiva (e.g. média, mediana, desvio-padrao,
coeficiente de variacdo e quartis). Foi testada a normalidade de cada variavel na sua unidade
original e, quando possivel aplicou-se a transformacdo logaritmica. Para as varidveis categoricas
foram calculadas as frequéncias relativas e absolutas para cada classe. Esta analise foi realizada
para todos os pacientes disponiveis no banco de dados, sem separacéo de grupos, a fim de fornecer
um perfil geral. Em seguida, foram aplicados testes de diferengas individualmente para cada

varidvel numérica, buscando identificar quais dessas variaveis diferiram entre os grupos avaliados.

Para testar as diferencas entre grupos, foram ajustados modelos de regressdo para variaveis
preditivas categoricas. Escolheu-se as distribuicGes de probabilidade mais adequadas para cada
variavel resposta de interesse. Para as varidveis bem-comportadas e com distribuicdo normal,
aplicou-se um modelo de regressdo linear classico (ANOVA). Para as variaveis com valores
positivos e com distribuicBes assimétricas, com presenca de valores discrepantes, utilizou-se um
ajuste por modelos lineares generalizados com a distribuicdo gama. Foi ajustado um modelo
separado para cada varidvel resposta mensurada, sendo que o grupo foi utilizado como preditor
(variavel independente). Apds o ajuste do modelo, testou-se o efeito do grupo de forma global
(overall) e calculou-se os valores médios e seus respectivos intervalos de confianca para cada grupo
(95%). Para verificar a significancia da diferenca entre duplas, foi necessaria a aplicacdo de testes

de comparag6es multiplas (pairwise). Para estes testes aplicou-se a correcdo de Tukey.

A partir dos dados de SDS-PAGE extrairam-se de cada uma das bandas os valores de peso
molecular e a concentragdo para cada animal. Em seguida, cada animal foi categorizado no seu
respectivo grupo (GC, GLT, GLNT), sendo classificados como réplicas do seu respectivo grupo.
Aplicou-se um método de regressdo ndo linear (Ajuste de Regressdo Polinomial Local ou Local

Polynomial Regression Fitting) para cada grupo individualmente. Este método de ajuste suavizou as
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linhas, permitindo visualizar quais 0s pesos de proteinas apresentavam as maiores quantidades para

cada grupo.

Para analise dos componentes principais a tabela de dados foi preparada para analise e convertidas
no formato apropriado. A correlacdo ndao paramétrica de Spearman foi calculada para todos os pares
de varidveis e as correlagdes moderadas, fortes e muito fortes foram reportadas. A anélise de
componentes principais foi realizada utilizando-se a matriz de correlacdo ndo paramétrica de

Spearman.

As varidveis com a maior variabilidade relativa (estimada pelo coeficiente de variacdo) foram:
proteinas urinarias com peso molecular acima de 200kDa, RPC, ALP, proteinas entre 151 e
200kDa, ALT e BUN. As variaveis PLQ, PHOS, HCT, ERI e CA apresentaram distribuicdo com
comportamento mais estavel e aproximadamente normal na sua unidade original. As varidveis
Leucécitos, ALT, ALP, SDMA, nimero de bandas, proteinas urindrias entre 45 e 55kDa, entre 50 e
90kDa e 91 a 150kDa apresentaram distribuicdo proximo do normal apo6s transformacéo
logaritmica. Algumas variaveis rejeitaram a normalidade apenas pela presenca de um Unico ponto

discrepante.

Acima de cada gréafico observa-se o valor p do efeito global (overall). Se este valor p for menor que
0,05 ha evidéncia de que, pelo menos uma dupla difere entre si. Os gréaficos apresentam as médias e
seus respectivos intervalos de 95% de confianca para cada grupo. As letras acima de cada média
representam as comparacdes multiplas (pairwise). Pontos que compartilham pelo menos uma
mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%. Recomenda-se
interpretar as diferencas apenas quando ambos os testes (overall e pairwise) forem concordantes,
isto €, apenas quando o teste global reportar um valor de p significativo e o teste par-a-par
evidenciar pelo menos uma dupla diferente entre si. Todas as anélises estatisticas foram realizadas

através do software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019).
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Comparacéo entre 0s grupos
Na analise final dos resultados dos exames dos animais estudados, observou-se que 0s cédes dos

grupos infectados por L. infantum estavam em estadiamento Il a 11l da LVC de acordo com o

BRASILEISH (2018). Desses animais, 8 cdes do GLT foram estadiados em grau Il e 2 em grau Il e



do GLNT, 6 cées foram estadiados em grau Il e 4 cdes em grau Ill. Entretanto, vale ressaltar que o
objetivo deste trabalho foi verificar se h4 um padrdo discriminatorio no proteinograma urinario

entre 0s grupos, independente do tempo do tratamento e da terapia instituida.

5.1.1 AlteracGes hematoldgicas

Na avaliacdo dos resultados da contagem de eritrocitos e determinacdo do hematdcrito e da
hemoglobina, dois de 10 animais (20%) do grupo GLNT apresentaram valores abaixo da referéncia
para espécie, entretanto, ambos apresentavam anemia microcitica hipocrémica, com presenca de
reticulécitos, demonstrando que apesar de classificada como arregenerativa ainda se tratava de uma
anemia responsiva, esse achado pode ser justificado pelo momento da doenca, uma vez que esses
animais estavam em estadio Il da LVC de acordo com o BRASILEISH (2018). A hiperplasia
eritroide, mieloide e de megacariocitos é uma resposta esperada da medula 6ssea pela destruicdo
destas células maduras na circulagdo periférica, principalmente de animais sintomaticos. Se a
medula 6ssea consegue suprir esta demanda, verifica-se no sangue periférico aumento das formas
eritroides imaturas, com reticulocitose e aumento do hematécrito (RASKIN e MESSICK, 2012), da
mesma forma que o observado em alguns animais deste estudo. Esse achado, embora em Umero
pequeno de animais, difere do mais frequentemente encontrado em cées infectados em

estadiamentos mais avangados conforme apontado por Solano-Gallego (2011).

Embora alguns autores considerem a anemia como um achado pouco frequente na LVC (ALVAR et
al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003), outros mencionam a anemia como um achado frequente,
sendo reportada em cerca de 70% dos cdes infectados com leishmaniose (FIGUEREDO et al.,
2012). A principal classificacdo da anemia nestes cdes é a normocitose com normocromia, 0 que a
caracteriza como sendo arregenerativa quanto a resposta medular (BANETH, 2006). De acordo com
COSTA-VAL (2004) as principais causas envolvem a perda sanguinea pela epistaxe, ulceracdes da
pele, hemdlise, inflamagdo generalizada, DRC e hipoplasia ou aplasia medulares. Além disso, ha

também a anemia imunomediada, ndo incomum na LVC, de acordo com Ribeiro, 2020.

Um animal do GC apresentava valor de eritrocito, hematocrito e hemoglobina discretamente acima
do valor de referéncia, entretanto, ndo apresentou nenhuma alteragdo nos demais exames

bioquimicos e parasitoldgicos associados, sendo possivelmente esses valores devido a um quadro
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transitorio de desidratagdo ou contracdo esplénica no momento da coleta, o que pode ser
interpretado como uma policitemia relativa (ALMEIDA, 2014).

A andlise do hemograma (leucograma e eritrograma) corresponde a um importante parametro que
permite acompanhar a progressdo da doenca, funcionando como um biomarcador de progndstico
clinico-laboratorial pds-terapéutico. Em intervengfes terapéuticas, caso a mesma tenha sido eficaz,
esses parametros tendem a restauracao de seus valores normais (COSTA, 2009; CARDOSO, 2018).
Os animais do GLT apresentaram esses valores dentro do intervalo de referéncia considerado
normal para espécie, sugerindo que as intervencdes terapéuticas realizadas nesses pacientes, foram

eficaz em conservar esses parametros em valores normais (CARDOSO, 2018).

Na figura 3 pode-se observar que os valores de eritrocito, hematocrito e hemoglobina diferiram
estatisticamente entre os cées do GLNT e os dos GC e GLT, demonstrando a maior frequéncia da
anemia em cées infectados com L. infantum ndo tratados. Embora a média dos cées do GLT tenha
sido menor do que a do GC, ndo se observou diferenca estatistica entre 0s grupos, o que permite
considerar que o tratamento que o tratamento leva o animal infectado a condicdo assintomatica
(BANETH e SHAW, 2002; RIBEIRO et al., 2013). Outros autores também referiram diminuicéo de
eritrécitos, hematocrito e hemoglobina no grupo de cées infectados e doentes, quando comparados a
caes infectados assintomaticos, expostos saudaveis ou ndo infectados (COURA-VITAL et al., 2011;
FREITAS et al., 2012; BRASILEISH, 2018).
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Figura 3: Grafico demonstrando as medias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média do hematocrito (HCT), contagem de eritrdcitos e determinacdo de hemoglobina (HGB) de
cdes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados néo tratados
(GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas

significativas entre si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.
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As contagens total e diferencial de leucdcitos ndo obedeceram a qualquer padrdo nos cées
infectados, tratados ou ndo. Alguns animais apresentaram leucocitose com desvio a esquerda do
tipo regenerativo enquanto outros apresentam leucopenia, geralmente por neutropenia, ou mesmo
perfil leucocitario normal, da mesma forma que descreveram alguns autores (AMUSATEGUI et al.,
2003; COSTA-VAL, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO, 2020).

Apenas um animal do GLNT apresentou leucocitose (18.220/uL), o que aumentou a amplitude do
box splot, conforme observado na figura 4, entretanto, pode-se observar que, ainda assim a
contagem total de leucocitos nao diferiu estatisticamente entre 0s grupos.
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Figura 4: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da contagem total de leucdcitos de céaes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum
e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma
mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%. *Representam

individuos outliers.

A leucocitose foi descrita por Riley e Rupert (2015) em associacdo a processos sistémicos
relacionados a doencas inflamatdrias cronicas. Possivelmente a leucocitose esteja relacionada a
piores prognosticos, embora ainda ndo tenha sido avaliada em modelos experimentais preditores de
desfecho para cédes com LVC. A magnitude de aumento, associada a presenca de células imaturas
da linhagem neutrofilica, ressalta o intercurso de processo inflamatério e, que mesmo tendo sido
encontrado em apenas um animal, demonstrou gravidade. De acordo com e Solano-Gallego (2011)
e Ribeiro (2020) a variacdo de leucocitose ou leucopenia € associada a possiveis coinfec¢fes ou

parasitismo medular.

Sabe-se que a exacerbacdo de respostas anti-inflamatdrias ou pro-inflamatorias determina o éxito ou
a falha de infeccdo por Leishmania sp (BARBIERI, 2006). O alto envolvimento de 6rgdos e

sistemas devido a elevada producéo de citocinas inflamatorias séo tipicas da sindrome inflamatoria
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sistémica que se instala gradativamente no paciente como descreveram COSTA et al. (2010).
Oliveira (2017) ressaltou em seu estudo que durante a doenca, o intenso parasitismo e a inflamacao

crbnica contribuiram para o constante recrutamento de mondcitos para os tecidos afetados.

Embora trabalhando com outra afeccdo, a leptospirose, pesquisadores avaliaram 90 cées positivos e
correlacionaram o desfecho aos achados clinicos e laboratoriais, considerando anemia,
trombocitopenia e leucocitose bons preditores de gravidade (KNOPFLER et al., 2017). Mondcitos e
plaquetas também foram indicados como importantes parametros de progndéstico da resolugdo da
LVC e do seu tratamento, podendo atuar como biomarcadores, melhorando assim a abordagem
terapéutica no trabalho feito por Oliveira, 2017.

Segundo a literatura, a trombocitopenia ocorre em aproximadamente 40% dos cdes com
leishmaniose, o que pode refletir em alteracGes no perfil hemostatico do paciente (AMUSATEGUI
et al., 2003; COSTA-VAL, 2004). Um animal do GLNT e um do GLT apresentaram
trombocitopenia (43.000/uL e 11.000/uL respectivamente). Nenhum destes animais apresentava
sinais de hemorragia ou trombose, da mesma forma que os animais avaliados por Amusategui et al.,
(2003) com LVC. Outro estudo, entretanto, apontou para uma frequéncia de trombocitopenia de
82,4% (FIGUEREDO et al., 2012) em cdes com o diagnostico de LVC em Pernambuco, Brasil.
Dessa forma a trombocitopenia é um achado variavel dentre os estudos levantados e depende do
mecanismo envolvido na patogenia da leishmaniose e do estagio da doenca sistémica. Quanto mais
grave 0 comprometimento sistémico, maior a chance desta observacdo (AMUSATEGUI et al.,
2003; COSTA-VAL, 2004; OLIVEIRA, 2017).

A trombocitopenia e a trombocitopatia podem resultar de alteragcdes na parede do vaso devido a
vasculite, esplenomegalia, alteragdes na trombocitopoiese, aumento na destruicdo plaquetéria e/ou
insuficiéncia renal ou hepatica (CORTESE et al., 2009). Terrazzano e seus colaboradores (2006)
observaram uma associacgao significativa entre a presenga de anticorpos antiplaquetarios e sinais
clinicos moderados a graves em caes infectados e, em particular, em animais com trombocitopenia
moderada a grave, e presumiram que os dados indicavam uma trombocitopenia imunomediada
secundaria, entretanto, o diagnostico dessa trombocitopenia mediada por anticorpos em cées é
complicado pela falta de um ensaio sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos
antiplaquetarios. Cortese e colaboradores (2009) também relataram que as amostras de soro obtidas

a partir de os cées infectados com L. infantum continham anticorpos IgM e IgG que foram capazes
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de se ligar as plaquetas e que nenhuma atividade de ligacdo foi observada nas amostras dos cédes
saudaveis, sugerindo que o0s anticorpos antiplaquetarios podem desempenhar um papel na
trombocitopenia dos cdes. Em dose anti-inflamatéria a prednisona associada a quimioterapia anti-
leishmania classica com antimoniato de meglumina e alopurinol aumenta a taxa das plaquetas e

diminui a agregacao dessas células em cées infectados doentes (CORTESE et al., 2009).

Um animal do GLT apresentou trombocitose (806.000/uL), entretanto, como este valor apareceu
isolado, acredita-se que se trata de uma causa transitoria, como um possivel processo inflamatorio,
ou contracdo com mobilizacdo esplénica, ou ainda, de acordo com Ribeiro (2020) os casos de
trombocitose podem estar relacionados a agregacdo plaquetaria em processos de sangramento
ocultos. Apesar dessas alteracdes, pode-se observar na figura 5 que os valores de plaquetas nao
diferiram estatisticamente entre os grupos, assim como também foi observado nos animais do
trabalho realizado por Silva (2007).

De modo geral, os valores médios para as contagens totais e diferenciais dos leucocitos, e contagem
de plaquetas, ndo sofreram influéncias significativas nos animais infectados em tratamento ou ainda
ndo tratados. O infiltrado inflamatério e o parasitismo medular parecem ndo influenciar
negativamente as células precursoras de leucdcitos e plaquetas, como se supde que ocorra com as

hemacias. Achados e discussdes semelhantes foram realizados por COSTA-VAL (2004).
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Figura 5: Grafico demonstrando as medias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da contagem de plaquetas de cdes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e
tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma
mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%. *Representam

individuos outliers.

Em relacéo as proteinas sericas totais, apenas um animal do GLNT apresentou valor discretamente
abaixo (5,0g/dl) do valor de referéncia (5,2g/dl) (GRAUER, 2010). Nessa variavel os animais em
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todos os grupos ndo apresentaram diferencga estatistica entre si (figura 6). Porém, no perfil das
proteinas plasmaticas dos cdes infectados houve alteragbes principalmente quanto a relacdo
albumina e globulina séricas (A/G). Trés animais do GLNT (30%) apresentaram o0s valores de
albumina abaixo do valor de referéncia (2,2 - 3,99/dL), e desses animais, dois (20%) apresentaram
valores de globulina acima do valor de referéncia (2,5 - 4,5 g/dL) (GRAUER, 2010). Trés animais
deste grupo apresentaram inversdo dos valores da A/G, com resultados inferiores a 0,6 que segundo
Silva (2007) séo considerados indicativos de evolucdo da doenca no animal. As proteinas sericas
sdo chave na caracterizacdo da evolugdo e na manifestacdo da lesdo renal, uma vez que ela se
associa a sindrome da hiperviscosidade e da deposicdo dos imunocomplexos, comumente
encontrada nos animais em estagios 111 ou mais avancados da LVC (SOLANO-GALLEGO, 2011 E
RIBEIRO, 2020).

Na figura 6 sdo observados os valores de albumina e globulinas. Para a concentracdo sérica de
albumina foram observadas diferencas entre os cdes do GLNT e dos GC e GLT, sendo semelhantes
entre GC e GLT. Para a concentracdo sérica de globulina a diferenca sé pode ser observada entre
cdes do GLT e GLNT e os valores de globulinas de ambos os grupos néo diferiram do GC. Embora
se tenha notado que os resultados das globulinas de animais positivos para leishmaniose e tratados
sejam muito semelhantes aos do GC, provavelmente a semelhanca entre GLNT e GC se deveu a

maior amplitude dos resultados observados nos cées do GLNT.
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Figura 6: Grafico demonstrando as medias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a media da concentracdo sérica de sérica de proteinas totais (PT), aloumina (ALB) e globulinas
(GLOB) de cées higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados
ndo tratados (GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem

diferengas significativas entre si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.
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Um animal apresentou elevagéo na atividade de ALP no GC (231U/L), mas sem demais alteragoes
em outros exames clinicos ou laboratoriais. Dois animais do GC também apresentaram aumento da
atividade da ALT (254 U/L e 147U/L), tambeém considerados isolados. Dois animais no GLNT
também apresentaram aumento da atividade da ALT (174U/L e 264U/L), e apenas um cdo do GLT
(354U/L). Talvez pela distribuicdo dos resultados, pode-se observar na figura 7 que os valores de
ALP e ALT ndo diferiram estatisticamente entre os grupos. Valem ressaltar que, alguns dos animais
do GLNT e do GLT apresentaram valores de ALT 62% e 75% maiores que os considerados como

intervalos de referéncia para a espécie canina (125U/L), respectivamente.

Alguns autores relatam que o aumento na atividade das enzimas hepéaticas, bem como nas
concentragdes de bilirrubinas, ndo ocorre com frequéncia nos cdes portadores de LV
(AMUSATEGUI et al., 2003) e, quando ocorrem estdo relacionadas a evolucdo da doenca, em
funcdo da multiplicacdo das formas amastigotas nos macrofagos teciduais (TAFURI et al., 1989).
Em geral, a hepatite cronica observada nesses animais é caracterizada por infiltrado
linfohistioplasmocitario periportal, com proliferacdo fibroblastica, hipertrofia e hiperplasia das
células de Kupffer (FERRER, 2002).
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Figura 7: Grafico demonstrando as medias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da concentracdo sérica das atividades de fosfatase alcalina (ALP) e alanina
aminotransferase (ALT) de cédes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados
(GLT) e infectados néo tratados (GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra
ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%.**Representam individuos

outliers.
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5.1.2 Marcadores e estadiamento da funcéo renal

Nesse estudo foi realizada a dosagem de BUN que equivale a 2,15mg/dL de ureia (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Na figura 9 pode-se observar que os valores de BUN diferiram estatisticamente
entre os cdes do GLNT do GC e do GLT, mas os valores de creatinina ndo apresentaram diferenca,
novamente justificado pela heterogeneidade dos resultados observados em cdes infectados por L.
infantum assintomaticos ou doentes, que se mostrou maior nos animais do GLNT (vide box splot),
com um ponto (asterisco) muito acima da media do grupo. Todos os animais do GC apresentaram
resultados dentro da faixa de normalidade para esta variavel. Somente um animal do GLT
apresentou aumento muito discreto no valor de creatinina (1,5mg/dL), mas com o valor de BUN
normal. Esse aumento de creatinina ainda manteve esse animal em estagio | da IRA, de acordo com

a IRIS que estabeleceu recentemente valor maximo de 1,4mg/dL para cdes (IRIS, 2019).

No GLNT, trés animais apresentaram valores de BUN sérico muito elevados (171, 160 e 78mg/dl),
e dois deles também apresentaram valores de creatinina acima do intervalo de referéncia (1,8 e
3,9mg/dl) para a espécie canina (<1,4mg/dL), demonstrando que apesar de ndo apresentarem
alteracdo de imagem renal ultrassonografica, esses cées ja apresentavam IRA grau Il e grau Ill. Oito
animais do GLNT e 10 animais do GLT foram estadiados como IRA grau | devido aos valores
encontrados de creatinina séricas e a presenca da LVC que predispde esses pacientes ao dano renal.
De acordo com o IRIS esses animais devem ter os valores de creatinina e débito urinario
monitorados (IR1S, 2019).

Tabela 3: Estadiamento da injaria renal aguda (IRA) segundo a sociedade internacional de
interesse renal (IRIS) de cées infectados por Leishmania infantum tratados (GLT) e ndo tratados
(GLNT) segundo a BRASILEISH (2018).

Classificacdo™ GLNT GLT
Grau | 8 10
Grau Il 1 0
Grau 1 0 0
Grau IV 0 0
IRIS —IRA Grau V 0 0

*Grau | : Creatinina <1,6mg/dL. Grau Il: Crea 1,7-2,5mg/dL. Grau Ill: Crea 2,6-5 mg/dL. Grau IV: 5,1-10 mg/dL.
Grau V: >10 mg/dL (IRIS, 2019).
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As alteracdes na atividade funcional dos rins, representadas pelo aumento das concentragdes sericas
ureia e creatinina € um achado relativamente comum em cées com LVC (PALTRINIERI et al.,
2016). Segundo alguns estudos, cerca de 50% dos animais portadores de LVC apresentam azotemia
(AMUSATEGUI et al., 2003).
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Figura 8: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média das concentracGes sérica de nitrogénio ureico sanguineo (BUN) e creatinina (CREA) de
cdes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados néo tratados
(GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas

significativas entre si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

Trés animais do GLNT apresentavam valores elevados de SDMA (19, 22 e 29ug/dl), desses, dois
sd80 0s mesmos que apresentavam também valores aumentados de creatinina (1,8 e 3,9mg/dl). Esses
cdes também apresentavam os maiores valores de RPC, reforcando que esses animais (30%)
apresentavam uma lesdo renal ativa. Apenas um cdo do grupo de GLT apresentou valor
discretamente aumentado de SDMA (17ug/dl), porém sem aumento de creatinina. Segundo as
recomendagdes da IRIS este animal deve ser monitorado e os resultados confrontados com os da
urinalise, mas sugere se tratar de um nefropata que, ainda ndo apresentou aumento de creatinina,
mas pode ter causado reducdo na TGF. Pode-se observar a diferenca estatistica entre os cdes do
GLNT e dos GC e GLT no gréfico da figura 9.
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30 a b a

1

GC GLNT GLT
Grupos

Figura 9: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da concentracdo sérica de dimetilarginina simétrica (SDMA) de caes higidos (GC),
infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que
compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a

significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

Independente da etiologia da doenca de base, os principais desfechos em pacientes com DRC sdo as
suas complicacdes, que envolvem anemia, acidose metabdlica, desnutricdo e alteracdo do
metabolismo de célcio e fosforo, decorrentes da perda funcional renal (KIRSZTAJN et al., 2011).
Em relacdo a dosagem serica de fosforo, o GLT diferiu estatisticamente do GLNT apesar de todos
apresentarem valores de fdosforo sérico dentro da referéncia para espécie (figura 11). A
hiperfosfatemia ocorre com regularidade em cdes com a TFG diminuida, em geral, as concentracdes
séricas de ureia acompanham as do fosforo. Em pacientes com DRC a hipocalcemia também pode
ser observada por perda da capacidade reabsortiva diferente da IRA que normalmente ndo ha
alteracdes no calcio sérico (GRAUER, 2010). Os valores de célcio e fosforo séricos de todos os
grupos apresentaram-se dentro dos valores de referéncia para espécie, com excecdo de um animal
do GLT (10%) que apresentou leve diminuicdo de célcio (7,2mg/dl), entretanto, esse animal
apresentava todos os demais parametros clinico laboratoriais analisados dentro dos valores de

normalidade.
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Figura 10: Gréfico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média das concentracfes séricas de célcio (CA) e fosforo (PHOS) de céaes higidos (GC),
infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que
compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a

significancia de 5%. *Representam individuos outliers.
5.1.2.1 Avaliacéo urinaria

5.1.2.1.1 Urinélise

Os animais deste estudo mantinham a capacidade de conservar a concentracdo urinaria em
todos 0s grupos como pode ser observado na tabela 3. Alguns apresentaram, entretanto,
aumento da densidade, contudo a analise deste aumento deve ser avaliada junto com demais
parametros presentes na urinalise, feitas e apresentadas posteriormente. E importante lembrar
que variagdes na densidade e no pH podem ocorrer também devido ao estado de hidratacdo do
paciente e consumo de dieta hiperproteica respectivamente (NAKAMAE, 1980). Tanto o
valor de pH como o de densidade urindria ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s

grupos.

Tabela 4. Valores de pH e de densidade urindria em cées higidos (GC), infectados por

Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados n&o tratados (GLNT).

GC 6,35 +0,84a
pH GLT 6,6+0,80a
GLNT 6,83+0,85a
GC 1039+15,34a
Densidade GLT 1032+12,31a
GLNT 1038+11,91a

Letras iguais representam equivaléncia estatistica (P>0,05)



Glicostria e hemoglobindria foram observados em 10% dos animais do GLT e
hemoglobindria em 10% do GC, e, portanto, ndo puderam ser estatisticamente comparados.

Na urinalise é fundamental, dentre outras variaveis, verificar a densidade, que comumente se
encontra normal ou aumentada na IRA devido as causas pré e pds-renais, diferente do
observado em cées portadores de DRC, que sdo geralmente isostendricos em consequéncia da
perda da reserva funcional levando a reducdo na capacidade de concentrar urina
caracterizando insuficiéncia renal leve se a azotemia ainda ndo estiver presente
(BERGSTROM, 2004; SQUIRES, 2014; VEADO et al., 2014). Alteragdes como protein(iria,
cilindrdria, hemataria e do pH podem ser observadas tanto na IRA como na DRC (VEADO et
al., 2014).

E importante ressaltar que a perda de proteinas detectada através da urinalise deve ser
analisada junto a densidade urinéria e classificada de acordo com o local da perda ou com 0s
mecanismos que a induziram, abrangendo causas pré-renais, renais e pos-renais (BARSANTI
e FINCO, 1979). Na analise microscopica observou-se sedimento ativo em alguns animais no
GC, embora estes tenham sido considerados clinicamente higidos, esses animais apresentaram
alteracOes urinarias compativeis com quadros de cistite, provavelmente de origem bacteriana,
devido as alteracbes de flora observadas (tabela 5). Isso pode justificar a proteiniria destes

animais, considerada de origem pos-renal (tabela 4).

Ocorre bilirrubindria sempre que ha elevacdo desse pigmento no sangue, em quantidade
superior ao limiar renal (NAKAMAE, 1980), o que sugere distdrbios da funcdo hepética ou
hemolise excessiva, entretanto nos caes, diferente de outras espécies, 0s rins apresentam um
papel ativo no metabolismo da bilirrubina. As células dos tubulos renais apresentam todas as
enzimas necessarias para produzir bilirrubina a partir do grupo heme e conjuga-la,
possibilitando sua excrecdo. Consequentemente, a urina de um cdo normal pode conter
guantidades minimas, porém detectaveis de bilirrubina (GRAUER, 2010). Na tabela 4 pode-
se observar que 90% dos animais do GC apresentou uma cruz, enquanto que 40% dos cdes do
GLNT apresentaram 3 cruzes de bilirrubindria, sinalizando distarbio da funcdo hepatica

excretora.
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Tabela 5. Distribuicdo % de cdes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados

(GLT) e infectados ndo tratados (GLNT) apresentando proteindria e bilirrubindria, segundo tira

reagente.
Proteina

Tracos 1+ 2+ 3+
GC 30% 40% 10% 20%
GLT 10% 60% 20% 10%
GLNT 0% 33% 50% 17%

Bilirrubindria

Neg. 1+ 2+ 3+
GC 0% 90% 0% 10%
GLT 30% 40% 20% 10%
GLNT 40% 0% 20% 40%

Tabela 6. Distribuicdo % de caes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados

(GLT) e infectados ndo tratados (GLNT) apresentando alteracdes sedimentoscopicas.

Eritrocitdria

Neg. 1+ 2+ 3+
GC 80% 10% 10% 0%
GLT 10% 70% 10% 10%
GLNT 33% 33% 17% 17%
LeucocitUria
Neg. 1+ 2+ 3+
GC 80% 20% 0% 0%
GLT 20% 80% 0% 0%
GLNT 33% 67% 0% 0%
Bacteridria
Neg. 1+ 2+ 3+
GC 0% 70% 20% 10%
GLT 10% 70% 20% 0%
GLNT 16% 67% 17% 0%
Cristaldria (cristais amorfos)
Neg. 1+ 2+ 3+
GC 40% 50% 10% 0%
GLT 70% 10% 10% 10%
GLNT 66% 0% 17% 17%

A presenca de cilindros granulares ou celulares pode ser consistente com dano tubular
(PALTRINIERI et al., 2016). Apenas um animal do GLT e um do GLNT apresentaram cilindros.
Uma cruz de células de transicdo foi observada em amostras de urina de 60% dos cdes higidos
(GC), em 30% dos do GLT e em 17% do GLNT. Células renais puderam ser observadas em 10%
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das urinas avaliadas nos GC e GLT e em 50% das amostras do GLNT. A seguir, a presenca desse
achado foi confrontado com a RPC desses animais.

Apesar dos cristais de xantina ocorrerem com muita frequéncia em cédes submetidos ao tratamento
com o alopurinol (PALTRINIERI et al., 2016; VIANA, 2019), nenhum animal apresentou tracos
desses cristais neste trabalho.

5.1.2.1.2 Relacéo proteina/ Creatinina urinaria (RPC)

Braga e colaboradores (2015) ressaltaram a importancia da identificacdo da causa priméria da
disfuncdo renal e dos fatores secundarios que podem contribuir para a progressao da doenca, como
hipertensdo e proteindria, buscando estabelecer um tratamento adequado para reduzir a progressao

da doenca renal para o estagio final de insuficiéncia.

A avaliacdo da proteindria é obrigatéria, pois se trata de um fator de risco para a progressdo da
nefropatia. De acordo com as diretrizes do American College for Veterinary Internal Medicine
(ACVIM), a proteindria deve ser avaliada em qualquer cdo que sofre de uma doenga predisponente,
como a LVC (PALTRINIERI et al., 2016). Segundo a literatura a proteinQria € a alteracdo mais
frequentemente descrita na LCV, variando de 70% a 100% dos casos (LESS et al., 2005; HARLEY
e LANGSTON, 2012). Barsanti e Finco (1979) sugeriram gue o melhor indicador de perda proteica
urinaria é a determinacdo da relacdo proteina creatinina urinarias (RPC), visto que minimiza as
interferéncias do volume urinario. Os cdes ndo proteindricos tém uma propor¢do RPC <0,2, a
proteindria limitrofe varia de 0,2 a 0,5 e o0s cdes proteindricos tém uma proporcdao RPC> 0,5 de
acordo com a classificagdo IRIS. Entretanto, € fundamental a confirmacdo da persisténcia do
aumento da RPC duas a trés ocasides com intervalo minimo de 15 dias para confirmar a proteinaria
(POLZIN et al., 2005).

Trés animais do GLNT apresentavam valores bem superiores de RPC (3,02; 16,88 e 15) ao
intervalo considerado fisioldgico para a RPC de caes, estes resultados apontam para proteindria
renal persistente e geralmente se deve a doenca glomerular renal, conforme postularam varios
autores, e ainda justifica presenca de células renais encontrada no sedimento urinario desses animais
(LESS et al., 2005; HARLEY e LANGSTON, 2012). Apesar de apresentarem valores menores que
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0 GLNT, trés animais do GLT também apresentaram valor aumentados para RPC (2,86; 3,04;
0,78).

Paltrinieri e colaboradores (2016) relataram que, apds o tratamento leishmanicida, o grau de
proteinuria diminui em 4-8 semanas, entretanto, esses autores se referiram ao uso de antimoniais e
ressaltaram que os tratamentos com miltefosina podem exigir mais tempo para serem benéficos, o

que também foi concluido por Manna et al. (2015).

A possibilidade de restaurar a fungéo renal normal depende da gravidade do dano renal no momento
do primeiro diagnostico. Portanto, a creatinina sérica e a proteiniria devem ser avaliadas

repetidamente durante todo o acompanhamento do paciente (PALTRINIERI et al. (2016).

Na figura 11 observam-se os valores de RPC e a diferenca estatistica entre os cdes do GLNT para o0s
dos GC, demonstrando que os animais do GLNT apresentaram proteinUria importante. Apesar dos
grupos com caes infectados por L. infantum ndo terem demonstrado diferenca estatistica entre si
devido a heterogeneidade dos resultados no GLNT, 30% dos cdes desse grupo demonstraram

p‘roteim]ria significativa, apontando para um importante dano glomerular.

ANOVA p valor = 0.007
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Figura 11: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da relacdo proteina creatinina urinarias (RPC) de cées higidos (GC), infectados por
Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados néo tratados (GLNT). Pontos que compartilham
pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%.

*Representam individuos outliers.

O aumento da excrecdo urinéria de proteinas esta correlacionado com a diminuicéo da sobrevida e
isso é independente da doenca de base e de qualquer outro fator. A doenca renal proteindrica

progride mais rapidamente do que a ndo proteindrica, e a reducdo na excrecao proteica urinaria
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retarda a progressdo da doenca renal e a inflamacao intersticial em humanos e cées. Se a proteindria
estiver presente e persistente, esforcos devem ser feitos para diagnosticar a causa e reduzir a
gravidade (HARLEY e LANGSTON, 2012). Aléem dos exames seriados para confirmacdo da
persisténcia do aumento da RPC a investigacdo da origem da proteina urinaria pode ser feita atraves
do exame de SDS-PAGE, ja que de acordo com as diretrizes recentes da IRIS, a bidpsia renal ¢é
recomendada apenas no caso de progressdo rapida da DRC ou em cdes que ndao respondem aos
tratamentos convencionais (PALTRINIERI et al., 2016; IRIS, 2019).

5.1.2.4 Andlise Eletroforética da Urina

A andlise eletroforética das proteinas urinarias pode orientar o clinico em relacdo a identificacdo do
compartimento renal comprometido e gravidade do dano renal, através da anélise das caracteristicas
e padrdo das bandas demonstradas no gel de eletroforese (HOKAMP et al., 2018). Poucos estudos
com eletroforese urinaria de cdes encontram-se na literatura e, nenhum com LVC foi encontrado em
buscas recentes aos bancos de dados disponiveis, tais como o PubMed. Este €, portanto, o primeiro
trabalho que traz resultados como este, na expectativa de caracterizar a proteindria em quantidade e
qualidade, predizendo localizacdo e gravidade de lesdo em cdes infectados por L. infantum,

submetidos ou ndo a tratamentos.

O numero de bandas total diferiu entre os grupos e, por si s6 ja é um dado importante, visto que
animais do GC apresentaram quantidade menor e menos heterogeneidade de perfil proteico, de
forma semelhante aos animais do GLT, com ambos os grupos diferindo da perda proteica urinaria

dos cdes do GLNT, como observado na figura 12.
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Figura 12: Gréfico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média do ndmero de bandas de eletroforese urinaria de cédes higidos (GC), infectados por
Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que compartilham
pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a significancia de 5%.

*Representam individuos outliers.

Estudos relataram que até 100% dos cdes com LV apresentam glomerulonefrites proliferativas e
quase 80% apresentavam nefrite intersticial (ALBUQUERQUE et al., 2008; GOMES et al., 2008).
Na separacdo por escores para diferenciar a origem da proteinuria, se glomerular (>45kDa) ou
tubular (<45kDa) a partir do peso molecular pode-se reparar, na figura 13 que ndo houve diferenca
entre 0os grupos. A méedia do PM proteico se comportou de forma semelhante, sugerindo uma
tendéncia dos cdes do GLNT a apresentar uma média maior na perda de proteinas de origem tubular
que cdes do GC ou GLT. Embora a estatistica ndo tenha demonstrado diferenca entre os grupos com
perda proteica superior a 151kDa, 0 grupo que apresentou maior nimero de animais com esse PM

foi, também o GLNT, sugerindo a presenca de lesdo glomerular mais intensa em cées desse grupo.
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Figura 13: Graficos demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca
para a média da estratificacdo de peso molecular proteico de bandas de eletroforese urinaria de cdes
higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados
(GLNT). Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas

significativas entre si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

Para Zatelli et al. (2003), lesdes glomerulares que caracterizam o envolvimento renal em cées
devido a LVC determinam o aparecimento de proteindria que varia de normal a patoldgica. A
avaliacdo qualitativa dessas proteinas assume um papel central no diagnostico precoce de condicfes
glomerulares que, de acordo com esses autores sdo tipicamente lesdes primarias detectadas durante
0 curso de condigOes patoldgicas imunomediadas. Com base nos resultados do SDS-PAGE, ao

analisar o escore de severidade de lesdo glomerular na figura 14, observa-se que ndo houve

84



diferencga estatistica entre os grupos. A presenca desse escore em animais do GC pode apontar

processos insidiosos, subclinicos ou subdiagnosticados.
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Figura 14: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média dos escores de severidade glomerular de bandas de eletroforese urinaria de cdes higidos
(GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT).
Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre

si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

No estudo feito por Zatelli e colaboradores (2003) 95% dos cdes com LVC tiveram proteindria
glomerular ndo seletiva, evidenciado pela deteccdo de albumina, transferrina e 1IgG e somente 5%
proteindria mista (tubular e glomerular). Frazilio et al. (2018) sugeriram que o dano glomerular
permite a filtracdo de proteinas, causando proteindria que danifica o epitélio tubular renal, assim
como explica Brenner (1982). Ja Paltrinieri e colaboradores (2016) usando SDS-PAGE,
demonstraram que caes infectados por L. infantum tém um padrdo glomerular e tubular misto, 0s
autores citaram que ocasionalmente, proteindria de baixo peso molecular sem sinais de doenca
glomerular pode ser observada, possivelmente devido a proteinlria da cadeia leve livre, ou seja,
proteindria pré-renal associada a producdo de anticorpos altamente ativados, em vez de dano
tubular. Neste trabalho, o GLNT demonstrou um escore de severidade tubular maior quando
comparado com 0s outros grupos, corroborando com os relatos da literatura que demonstraram que
a LVC provoca lesdes renais intersticiais e tubulares, especificas da doenga independente de
alteracdes glomerulares (ALBUQUERQUE et al., 2008; GOMES et al., 2008), conforme
demonstrado na figura 15.

O grau de escore tubular no GLNT mostra a importancia de se mensurar a GGT urinaria em cées
infectados por L. infantum, ja que sua presenca na urina reflete perdas a partir das microvilosidades

das celulas tubulares do tabulo proximal, sendo, portanto, um importante marcador de injuria renal
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que pode demonstrar lesdo em quadro inicial, que pode inclusive preceder dano glomerular, visto
que a doenca renal é sempre de carater progressivo e pode se tornar irreversivel (GRAUER, 2010;
COWGILL et al., 2016). Assim, a GGT urinaria associada ao SDS-PAGE e a RPC pode ajudar a
diferenciar se ha o dano tubular ou se trata de proteindria pré-renal associada a producdo de
anticorpos como sugeriu Paltrinieri e colaboradores (2016). Frazilio et al., (2018) também
reforcaram a importancia da avaliacdo da RPC e enzimuria em cdes com LVC mesmo que com

excrecdo renal normal.

Apesar do GLT ndo ter diferido estatisticamente do GLNT a média do escore do grupo de cdes
tratados esta bem proxima do GC, indicando que a terapéutica nos cédes desse estudo pode ter

colaborado para a reducédo do grau de severidade de lesdo tubular causado pela doenca.
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Figura 15: Gréfico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média dos escores de severidade tubular de bandas de eletroforese urinaria de cdes higidos (GC),
infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados (GLNT). Pontos que
compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a

significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

5.1.3 Analise de componente principal

A figura 16 demonstra a analise multivariada dos componentes principais, onde foram analisadas
variaveis com variaveis (seta com seta), animal com animal (ponto com ponto) e variavel com
animal (ponto com seta). Para interpretar o grafico na figura 16, observamos aquelas que
apresentam as maiores flechas. Duplas de variaveis com correlagBes positivas muito fortes
aparecerdo muito proximas entre si, com flechas apontando para o mesmo sentido. Duplas de
variaveis com correlagdes negativas muito fortes aparecerdo diametralmente opostas, com flechas

apontando em sentidos opostos. Variaveis com setas perpendiculares entre si apresentam uma
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correlacdo préxima a zero. Cada um dos pontos representa um animal. Pontos proximos entre si
representam animais que sdo similares em relacdo as varidveis analisadas. Pontos que se localizam
na mesma direcdo da ponta da seta, tendem a possuir maiores valores dessa variavel e se 0s pontos

estiverem na direcdo oposta, entdo estes animais tendem a possuir valores menores dessa variavel.

Analisando o grafico, podemos notar uma relativa separagdo dos animais dos grupos GC e GLT que
tenderam a se localizar a esquerda, apresentando maiores valores das varidveis Escore de
Severidade Glomerular, proteinas urinarias com peso superior a 200Kda, HCT e Albumina. Ja os
animais do grupo GLNT tenderam a se localizar & direita apresentando menores valores das
variaveis citadas e maiores valores das outras variaveis cujas setas apontam para a direita,
principalmente BUN, CREA, SDMA, RPC e Escore de Severidade Tubular.

Grupos GC @ GLNT GLT

N
S
2 o] <% o)
A N
&, <0 S
= 8, e (] o
S %, N_ 4 & S e
= o % * K
k3 Al Hpy
% r EscSev. Tub
5 0 TEU
3 " ®
® %
5 "y
© L]
= Q
o~ (00
g -2-
°
®
-4 -2 0 2

PC1 (31.0% explained var.)

Figura 16: Grafico dos primeiros dois eixos obtidos através da Analise de Componentes Principais.
EscSev.Tub (Escore de severidade de lesdo tubular). EscSev.Glom (Escore de severidade de leséo

glomerular).

Na figura 17 encontra-se apresentado o grafico com as curvas suavizadas ajustadas para cada grupo,
onde se observa que os trés grupos apresentaram um pico entre 60 e 70kDa, devido a presenca de
albumina, sendo o GLNT com o0s maiores valores. O GC também apresentou um pico em 40kDa,
enquanto o grupo GLT apresentou um pico em 50kDa, evidenciando que ha nesses pesos algum
potencial biomarcador que diferencia os grupos, ainda ndo identificado, e diferente das proteinas de

baixo peso molecular revisadas neste trabalho, visto que as principais proteinas de baixo peso
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molecular como $2- microglobulina, cistatina C, RBP, IL- 8, NGAL e a1M possuem PM de 12, 13,
21, 24, 25 e 26kDa respectivamente (YU et al., 1983; MOTTA, 2000; FREY et al., 2008;
GRAUER, 2016; DUSSE et al., 2017). Estes resultados vdo conduzir para maiores investigacoes

protedmica das amostras estocadas, visando & busca de um possivel novo biomarcador de leséo.
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Figura 17: Médias dos volumes calculados para cada peso molecular das proteinas urinarias de
cdes higidos (GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados ndo tratados
(GLNT).

Outros picos menores puderam ser verificados para o grupo GLNT por volta de 9 e 18kDa e 24-
30kDa sugerindo a presenca de proteinas como a cistatina C, a1M, RBP e IL-18. Observando os
picos, foi feita uma analise refinando as bandas para melhor visualizacdo da diferenca entre os
grupos e a anélise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa para a presenca de proteinas
com PM de 47-53kDa, mas apresentou diferenca para presenca de proteinas entre 9-18 e 24-30kDa
e de (figura 18 e 19).

Na figura 18 observa-se que o GLNT diferiu dos grupos GC e GLT, com o GLNT apresentando
maior quantidade de proteinas com PM entre 9-18 e 24-30kDa que o GLT.
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Figura 18: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da presenga de proteinas com peso molecular entre 9-18 kDa e 24-30kDa em cées higidos
(GC), infectados por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados n&o tratados (GLNT).
Pontos que compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre

si a significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

Na figura 19 observa-se que o0 GLNT apresentou maior quantidade de proteinas com PM entre 47-
53kDa, com o valor p global da ANOVA significativo, mas as compara¢Ges mudltiplas néo

encontraram diferencas entre o grupos.
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Figura 19: Grafico demonstrando as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para
a média da presenca de proteinas com peso molecular 47-53kDa em cées higidos (GC), infectados
por Leishmania infantum e tratados (GLT) e infectados nédo tratados (GLNT). Pontos que
compartilham pelo menos uma mesma letra ndo possuem diferencas significativas entre si a

significancia de 5%. *Representam individuos outliers.

Como observado na figura 18, o grupo de animais sem tratamento apresentou diferenca estatistica
para presenca de proteina urinaria com PM entre 9-18kDa e 24-30kDa para 0 GLNT. Discriminar
quais as proteinas nessas bandas atraves da protedmica pode favorecer o diagnostico e prognostico

nesses animais.
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A urina final em humanos é composta por aproximadamente 40% de albumina, 40% de proteina de
Tamm-Horsfall e 20% de IgA, IgG e cadeias leves k e A (MORALES, 2002). Um trabalho que
defina a composicdo proteica da urina de cées higidos ndo foi encontrado, e é fundamental para
compreensdo da dindmica proteica nas doencas, dessa forma considera-se promissor o ponto de

partida obtido através das amostras de cées considerados higidos neste experimento.

6. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que esse experimento foi realizado e com a selecdo dessa amostragem pode-se

concluir que:

e A lesdo renal causada pela leishmaniose é predominantemente de origem glomerular grau |

e tubular grau 3.

e Testes de avaliacdo de enzimdria e proteinuria devem ser incluidos no protocolo para
estadiamento dos cdes infectados por L. infantum, mesmo em pacientes com funcéo

excretora normal.

e O tratamento implementado seguindo as diretrizes da BRASILEISH melhora a condi¢édo
proteinudrica de animais infectados por L. infantum quando comparados a animais infectados

nao tratados.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos apresentados demonstram um comportamento
semelhante entre os cdes do grupo controle (GC) e infectados com L. infantum sob tratamento,
evidenciando que os cdes positivos e ndo tratados sdo cdes com alteracOes sistémicas e, portanto
considerados doentes. H4 um padrdo muito heterogéneo de proteinas urinarias que difere muito
entre animais higidos e animais infectados por L. infantum, assim como entre os animais infectados

tratados e ndo tratados.

Todo paciente com leishmaniose deve ter seu proteinograma analisado para melhor monitoracédo de

lesdo glomerular e tubular, uma vez que a resposta imune humoral leva a hiperglobulinemia com
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glomerulonefrite imunomediada que progride. Animais com leséo tubular que n&o sdo tratados tém
maior chance de apresentar maior heterogeneidade de proteinas urinarias e maior progressao da

lesdo renal.

A andlise de proteinas urindrias, incluindo eletroforese, pode revelar anormalidades precoces
durante o curso da doenca, apesar da maioria dos trabalhos ressaltarem a lesdo glomerular
provocada pela LVC, neste trabalho o grau de severidade tubular foi mais marcante que o grau de
severidade glomerular em cdes ndo tratados, reforcando a importancia da avaliacdo das enzimas
urinarias que devem fazer parte do perfil laboratorial de diagndstico e acompanhamento dos cées

infectados com L. infantum.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar desse estudo ndo citar as proteinas encontradas, a determinacdo desses intervalos de peso
molecular que diferenciou os grupos aponta para 0s spots proteicos que podem ser retirados do gel e
submetidos a analises adicionais, como caracterizacdo por espectrometria de massas, visando

identificar essas proteinas por meio de sua massa e caracterizacao de sua estrutura quimica.

a) Identificar se outras afeccbes que comprometem os rins teriam 0 mesmo padrdo proteico

daquele observado em animais infectados por L. infantum.

b) Identificar no intervalo 9-18kDa e 24-30kDa as proteinas que diferenciou GLNT dos grupos
GC e GLT um bom biomarcador na protebmica, podendo demonstrar resposta frente ao tratamento

e prognostico.
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Aquiescéncia/Consentimento livre e esclarecido
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