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RESUMO

O comprometimento da funcdo renal é uma das principais caracteristicas em cées
infectados pela Leishmania infantum. O diagnostico precoce da lesdo renal € de extrema
importancia para a melhora do prognostico do paciente. Atualmente os estadiamentos
propostos para o diagnostico e tratamento da leishmaniose séo qualitativos, utilizando a
creatinina sérica e a razdo proteina creatinina urinaria para avaliacdo da injuria e
insuficiéncia renal. Este trabalho foi dividido em dois capitulos com objetivos de avaliar
0s biomarcadores fisiologicos como fatores preditivos de injuria renal e marcadores de
prognostico, além de propor um indice quantitativo e multifatorial. Foram avaliados
cées de ragas, idades e sexo variados naturalmente infectados por L. infantum. Os
biomarcadores fisiolégicos que apresentaram resultados positivos como fatores
preditivos e marcadores de prognostico foram as plaquetas, leucdcitos, hematdcrito,
fosforo sérico, densidade e pressdo arterial sistémica. A proposta de indice através de
modelamento matematico permitiu a previsdao de resultados que correspondiam ao
quadro clinico dos cées, avaliando o grau de lesdo renal e atuando como marcador de
prognoéstico. Novos estudos prospectivos e multicéntricos devem ser realizados para

avaliacdo do indice.

Palavras-chave: Sobrevivéncia; Progndstico; Sistema de Pontuagdo; IRA; LVC



ABSTRACT

Decrease of renal function is one of the main features in dogs infected with Leishmania
infantum. Early diagnosis of kidney injury is extremely important to improve the
patient's prognosis. Currently, the staging proposed for the diagnosis and treatment of
leishmaniasis are qualitative, using serum creatinine and urinary protein creatinine ratio
to evaluate the injury and renal failure. This work was divided into two chapters with
the aim of evaluating physiological biomarkers as predictors of kidney injury and
prognostic markers, in addition to proposing a quantitative and multifactorial index.
Dogs of different breeds, ages and sex, naturally infected with L. infantum were
evaluated. The physiological biomarkers that showed positive results as predictive
factors and prognostic markers were platelets, leukocytes, hematocrit, serum
phosphorus, urinary density and systemic blood pressure. The index proposal through
mathematical modeling allowed the prediction of results that corresponded to the
clinical condition of the dogs, evaluating the degree of kidney injury and acting as a
prognostic marker. New prospective and multicenter studies should be performed to

evaluate the index.

Key Word: Survivor; Prognosis; Scoring System; AKI; LCan.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa, sistémica e zoondtica
causada pelo protozoario Leishmania infantum e transmitida pelas fémeas de
flebotomineos Lutzomyia longipalpis infectadas (Dantas-Torres e Brand&o-Filho, 2006).
Na América do Sul, o numero de cdes infectados é estimado em milhdes e,
especialmente no Brasil, existem altas taxas de infeccdo (Marcondes e Day, 2019).

Os cdes infectados podem desenvolver a leishmaniose visceral canina (LVC) que
pode acometer diversos Orgdos e, dessa forma, apresentar diversas caracteristicas
clinicas, podendo variar desde aparente estado sadio, até doenca grave e morte,
dependendo da resposta imune desencadeada pelo paciente (Moura et al., 2002).

Dentre as alteracBes clinicas observadas nos animais infectados, o
comprometimento da funcdo renal € bastante frequente (Braga et al., 2015). A formacéo
e deposicdo de imunocomplexos secundarios a LVC podem causar glomerulonefrites e
lesGes tubulo intersticiais (Frazilio et al., 2018), sendo que alguns autores consideraram
que as lesdes tubulo intersticiais ocorrem secundariamente a glomerulopatia (Pardo-
Marin et al., 2017; Frazilio et al., 2018).

Achados laboratoriais comuns na LVC como a hipoalbuminemia causada pela perda
glomerular da albumina sérica e/ou menos producdo hepética, a hiperglobulinemia
causada pela ativacdo das células B policlonais e consequente producdo de anticorpos
(Moura et al., 2002) e a proteindria renal, que é um reflexo do aumento da
permeabilidade do capilar glomerular especialmente a albumina, estdo associados a
producdo de imunocomplexos e podem ser indicios de uma injuria renal (Moura et al.,
2002; D’amico e Bazzi, 2003; Brown et al., 2013; Ibba et al., 2016).

A ndo resolucdo da injuria renal pode causar a evolucdo do quadro para alteracdo
estrutural renal, causando disfuncdo excretora devido a comprometimento da taxa de
filtracdo glomerular (TFG), podendo ser instalado quadro de insuficiéncia renal que
pode evoluir para a condicdo de doenca renal crénica ou, se ndo tratada em tempo, para

0 Obito do paciente (Garcia-martinez et al., 2015; Cowgill, 2016; Proverbio et al., 2016).
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Pacientes em quadros de insuficiéncia renal (IR), além das alteracdes dos
biomarcadores de injuria renal, apresentam alteracGes estruturais renais, tendo
comprometimento da fungé@o renal, podendo apresentar alteracbes em biomarcadores
renais como a creatinina sérica, dimetil arginina simétrica (SDMA\) sérica, ureia sérica,
fosforo sérico, densidade urinaria e quadros anemia (Lees, 2004; Cortadellas et al.,
2009; Loor et al., 2013).

A associacdo de biomarcadores em indices quantitativos e multifatoriais € utilizada
na medicina desde os anos 1980, com objetivo preditivo em pacientes em cuidados
intensivos e em emergéncias (Mccarthy, 1996; Fiaccadori et al., 2000). Na medicina
veterinaria, Segev et al. (2008) propuseram um indice continuo e multifatorial para
avaliacdo preditiva da injdria renal aguda (IRA) em cdes realizando tratamento com
hemodidlise, indicando que pacientes com valores mais elevados no indice
apresentavam maior probabilidade de dbito. Em 2020, De Souza Gongalves et al.
propuseram modelamento matematico utilizando biomarcadores preditivos para
avaliacdo da resposta terapéutica em caes infectados por L. infantum. Antes desse
estudo, os estudos sobre fatores de prognéstico para o sucesso ou fracasso do tratamento
da LVC eram restritos & medicina (Costa et al., 2016; Tourinho et al., 2017).

A andlise de biomarcadores fisiol6gicos como marcadores de prognostico, fatores de
predicdo e a sugestdo de um indice quantitativo multifatorial utilizando um conjunto de
biomarcadores de injuria, de insuficiéncia e de doenca renal é desejavel, visto que pode
auxiliar na avaliagdo de injuria renal em estagio inicial, avaliar sua gravidade, alem de

orientar as estratégias para o tratamento e resultados terapéuticos.
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CAPITULO I: AVALIAQAO DOS BIOMARCADORES FISIOLOGICOS
COMO FATORES DE PREDI(;AO E MARCADORES DE PROGNOSTICO EM
CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania infantum

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PATOGENIA:

A infeccdo em cées por espécies de Leishmania é clinicamente semelhante a
infeccdo humana, embora no cdo, além do acometimento das visceras, sdo
frequentemente encontradas lesdes de pele em animais infectados, podendo levar a um
quadro clinico diversificado denominado Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ou
Leishmaniose Canina (LCan) (Krauspenhar et al., 2007; Ribeiro, 2020).

O quadro clinico é variavel e depende da resposta imune do cdo e da cepa do
parasita inoculado pela picada do inseto vetor infectado (Michalick e Genaro, 2005
citado por De Castro, 2012). A resposta imunolégica envolve a atividade dos linfdcitos
T, macrofagos e o perfil de producdo de citocinas por linfocitos T helper (Th) CD4+.
Assim, o animal pode estabelecer resposta do tipo Thl ou Th2 frente ao parasita. As
células Thl produzem IL-2 (interleucina-2), TNF- (fator de necrose tumoral alfa) e INF-
(interferon gama), resultando na ativacdo de macrdfagos e conferindo resisténcia a
infeccdo. Em contraste, células do tipo Th2, que produzem IL-4, IL-5 e IL-10,
estimulam uma resposta de linfocitos B que inibe a resposta celular protetora, tornando
0 hospedeiro susceptivel a progressao da doenca (Barbiéri, 2006).

No periodo inicial da infeccdo em cdes susceptiveis, ocorre uma sindrome geral
inespecifica, como perda de peso e linfadenopatia (De Lima et al., 2007) que pode
passar despercebida, ou até mesmo, ser confundida com outras enfermidades (Grima,
2005) ou associada a outras infec¢des (Ribeiro, 2020). A progressdo da doenca €, em
geral, crbnica e pode levar ao Obito. Entre os sinais clinicos, destacam-Se a
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia (De Lima et
al., 2007; Krauspenhar et al., 2007; Marcondes e Rossi, 2013; Ribeiro, 2020)
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Além disso, alteracbes dermatoldgicas podem estar presentes em mais de 50%
dos animais infectados (Alvar et al., 2004; Travi et al., 2009) e tem caracteristicas e
extensbes varidveis, sendo as mais comuns. Destas, as dermatites que podem ser
classificadas como esfoliativa, ulcerativa, nodular ou pustular estéril, hiperqueratose
nasal ou de coxim, onicogrifose, ulceracdo de mucosa (Lombardo et al., 2014), as quais
estdo, frequentemente, relacionadas a acdo direta do parasito ou a vasculite necrosante,
causada pela deposicdo de imunocomplexos (Travi et al., 2009).

E comum que ocorra comprometimento renal devido & deposicio de
imunocomplexos  nos  glomérulos  podendo  acarretar  glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite intersticial, muitas vezes sendo esta, a principal causa
da morte de cdes com LVC (Lopez et al., 1996). A nefropatia pode ser causada pelo
infiltrado de células T CD4+ detectadas na regido glomerular e intersticial dos rins de
cées naturalmente infectados com L. chagasi (Costa et al., 2000). A L. chagasi
atualmente é reconhecida como L. infantum (Ribeiro, 2020). A IR pode estar presente
em cdes sem 0s sinais clinicos sistémicos de leishmaniose (Ciaramella et al., 1997),
como nos estudos de Da Costa et al., (2003) e Moura et al., (2002), demonstrando que
em quase 100% dos cées infectados ou doentes foram observadas micro ou macro
lesdes renais.

Nos érgdos linfoides ocorre a proliferacdo linfoplasmohistiocitaria, resultando na
linfoadenomegalia generalizada (Krauspenhar et al., 2007). As lesbGes hepéticas
caracterizam-se por inflamacdes granulomatosas, hiperplasia e hipertrofia das células de
Kupffer, que foram encontradas albergando parasitas (Tafuri et al.,1996; Xavier et
al.,2006). Os linfonodos podem conter lesdes hipertréficas nas regides corticais e
medulares com amastigotas dentro de macrofagos medulares (Lima et al., 2004). No
baco foi observada reacéo inflamatoria cronica e difusa, com macrofagos organizados
em granulomas e repletos de amastigotas (Xavier et al., 2006). Na medula 6ssea, como
em outros Orgados linfoides é caracteristica a hipertrofia e a hiperplasia das células A
hipoplasia e aplasia medulares podem resultar em anemia e trombocitopenia. (Tafuri et
al., 2004; Krauspenhar et al., 2007).
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O coracdo pode apresentar miocardite multifocal com inflamacdo
linfohistioplasmocitaria acentuada, acompanhada por necrose e degeneracao das fibras
miocéardicas. Os danos as células cardiacas acontecem pela resposta imune do animal
frente & infeccdo, degenerando as células adjacentes pela presenca de infiltrado
inflamatdrio. A presenca e envolvimento do parasita como sendo a causa de tais lesGes
foi evidenciada por técnicas de imunomarcacéo (Ferrari et al., 2006).

Alteracbes oftdlmicas também sdo relatadas, ocorrendo em associacdo a sinais
sisttmicos da doengca, como queratoconjuntivite, blefarite, inflamac&o
mononuclearplasmocitaria do trato uveal e edema de cdérnea, formacdo de sinéquia,
lesbes em corpo ciliar e iris podem estar associados a deposito de imunocomplexos
nestas areas, fato que pode ser corroborado pela presenca de anticorpos especificos anti
Leishmania em varios tecidos intraoculares, podendo significar lesbes de origem
imunopatologica (Ciaramella et al., 1997; Brito et al., 2004; Luvizotto, 2006).

No trato gastrointestinal foram observadas diarreia crénica e melena, devido as
ulceragbes na mucosa gastrica intestinal. A enterite pode ser resultado de dano
parasitario direto ou consequéncia de uma IR (Adamama-Moraitou et al., 2007). Colite
ulcerativa e erosiva também podem estar presentes. InflamacBes do trato intestinal

podem alcancar desde a mucosa até a muscular da submucosa (Luvizotto, 2006).

AlteracGes neuroldgicas associadas com LVC como letargia, convulsdes,
mioclonias, nistagmo, tremores, paralisia de mandibula, ptose labial, andar em circulos,
tetraparesia e rigidez raquial e cervical sdo descritas. Os sintomas neuroldgicos na LVC
estdo associados a inflamagdo meningial crénica com infiltrado linfoplasmocitario
(Vifuelas et al., 2001). Altos niveis de anticorpos anti Leishmania sdo encontrados no
liquido cefalorraquidiano vindos, provavelmente, da circulacdo sanguinea através do
rompimento da barreira hematocerebral ocasionado pela Leishmania (Lima et al., 2003;
Feitosa et al., 2005). Também esta identificada presenca de formas amastigotas em

tecido cerebral e no fluido cefalorraquidiano (Gianuzi et al., 2017).

A LVC também pode manifestar lesGes osteoldgicas e osteoproliferativas de

diafises O0sseas com sinais de atrofia muscular (Souza, et al., 2005). O depdsito de
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imunocomplexos nas articulacdes pode causar poliartrite, sendo possivel, em raros
casos, a identificacdo de formas do parasito no liquido sinovial, onicogrifose e atrofia
muscular (Luvisotto, 2006; Aguiar et al., 2007).

Hemorragias podem ocorrer em cdes infectados pela LV devido a
hiperglobulinemia, sequestro esplénico de plaquetas, hipoplasia medular, vasculite por
imunocomplexos, uremia e epistaxe (Luvizotto, 2006).

A desordem imunolégica também pode originar doencas oportunistas
concomitantes a LVC como cistites, pneumonias bacterianas, piodermites,
malasseziose, dermatofitoses, demodiciose e ainda co-infeccoes com outros agentes,

como Babesia e Dirofilaria (Luvizotto, 2006).

1.2 ACHADOS DA PATOLOGIA CLINICA:

O diagnoéstico da LVC é complexo, devido ao amplo espectro clinico e
diversidade de anormalidades clinico-patologicas inespecificas observadas no
hemograma, perfil bioquimico e urinalise. Porém estes parametros fornecem
importantes subsidios para avaliagdo do estado clinico do animal e progndstico da
evolucgéo da doenga (Saridomichelakis, 2009).

O eritrograma de cées infectados por L. infantum pode apresentar anemia leve a
moderada, que geralmente se apresenta na forma normocitica e normocrémica com
cardter ndo regenerativo (Mattos Jr et al.,, 2004; Medeiros et al., 2008). Essa
caracteristica pode ser consequéncia de invasdo parasitaria da medula 6ssea produzindo
inflamacdo que pode contribuir para a diminui¢do da producdo de eritrocitos (Aguiar et
al., 2007; Costa Val et al., 2007), bem como, diminuicdo dos niveis séricos de
eritropoetina, doenga inflamatdria cronica, deficiéncias nutricionais, perda de sangue
por ulceracGes em mucosa nasal, do trato gastrointestinal (Feitosa, 2006).

Outra alteracdo frequente é a hiperproteinemia, por ativagdo dos linfécitos B e
elevada producdo de anticorpos (Medeiros et al., 2008). Ocorre também diminuic¢do da
producdo de albumina sérica ou perda através da proteiniria e 0 aumento dos niveis
séricos de globulinas fazendo que os niveis de proteinas plasmaticas totais aumentem

significativamente durante a LVC (Giunchetti et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009)
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promovendo inversdo da fracdo albumina/globulinas durante a evolucdo da LVC
(Ribeiro, 2020).

A trombocitopenia também é comum e ocorre pela vasculite causada pelos
imunocomplexos circulantes, disturbios de trombocitopoiese e destruicdo plaquetaria
(Medeiros et al., 2008).

A resposta leucocitaria se altera de acordo com a fase da doenca. Portanto, em
alguns animais, pode ocorrer leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda
principalmente em casos de infeccdo bacteriana secundéaria. A linfopenia é frequente e
ocorre por sequestro dessas células no baco e linfonodos, bem como pela destruicéo
causada pela Leishmania. A monocitose ocorre por mecanismo compensatorio a
presenca de linfopenia (Medeiros et al.,, 2008). Outras alteracbes comuns, como
eosinopenia, monocitopenia estdo geralmente associadas a doenca clinica severa. A
linfocitose pode ser observada em cdes assintométicos (Nicolato et al., 2003; Solano-
Gallego et al, 2009).

Nas provas de funcdo renal, a uréia, creatinina e a SDMA séricas podem se
apresentar de normais a azotemia ou uremia (Mattos Jr. et al., 2004; Brasileish, 2018).
Em relacdo a urindlise, a proteiniria é a alteracdo descrita mais frequentemente,
variando de cerca de 70% a 100% dos animais portadores de LVC, seja em graus
discretos ou até mesmo graves. Em alguns animais, a proteinuria pode ser tdo grave que
chega a determinar alteragbes nos valores de normais proteinas plasmaticas
(Amusategui et al., 2003; Bonfanti e Zatelli, 2004).

A funcdo hepética também pode estar normal ou com alteragdo sugestiva de
hepatopatias (Mattos Jr. et al., 2004), que podem ser detectadas pelo aumento da
atividade das enzimas hepaticas como a fosfatase alcalina e a alanina aminotransferase
(Rallis et al., 2005; Abreu-Silva et al., 2008).

1.3 DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR Leishmania infantum:

Tanto o diagndstico da infeccdo por L. infantum quanto seu estadiamento clinico

sdo tarefas complicadas devido ao longo periodo de incubagdo com diferentes cargas
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parasitarias e titulos de anticorpos, curso prolongado da enfermidade, alto pleomorfismo
das lesGes e a associacdo com infecgdes secundarias oportunistas (Solano-Gallego et al.,
2011; Faria et al., 2012; Brasileish, 2018; Ribeiro, 2020).

Atualmente, os principais métodos laboratoriais para o diagndstico da infecgdo
por L. infantum sdo os parasitoldgicos, sorologicos e moleculares (Gomes et al., 2008;
Solano-Gallego et al., 2011; Brasileish, 2018).

O papel da carga parasitaria e dos titulos de anticorpos na determinacdo do

estadiamento da infecgéo (Ribeiro, 2020)

1.3.1 Exames Diretos ou Parasitoldgicos:

A microscopia € o teste padrdo ouro para o diagnostico da infeccdo. O teste é
realizado com amostras teciduais, como baco (93-98,7% de sensibilidade), medula
Ossea (52-85% de sensibilidade) e linfonodos (52-58% de sensibilidade) (Fonseca,
2013). Nos esfregacos teciduais as formas amastigotas podem ser evidenciadas. A
desvantagem do método é a técnica arriscada e dolorosa de aspirado de baco e medula
Ossea. A especificidade desse método é de aproximadamente 100% e a sensibilidade é
em torno de 80% em cdes sintomaticos (Brasil, 2006; Fonseca, 2013).

A cultura in vitro de diferentes tecidos também é usada para aumentar a
sensibilidade do exame parasitoldgico, porém possuem as mesmas desvantagens dos
exames histopatoldgicos e o resultado final pode demorar até quatro semanas, tornando
0 método inviavel (Lindsay e Zajac, 2002; Gomes et al, 2008).

Outra ferramenta muito Gtil no diagndstico das leishmanioses utilizada na
pesquisa e que tem sido desenvolvida nos ultimos anos, é o0 método molecular baseado
na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Oliveira, 2015). Esta técnica tem
demonstrado maiores sensibilidade e especificidade (Santos, 2013). Em estudo
desenvolvido por Portella (2018), houve sensibilidade de 100% no teste de PCR para
animais infectados por Leishmania. As principais vantagens do uso da PCR constituem
na sua maior sensibilidade, possibilitando a identificacdo de material genético de
Leishmania mesmo em quantidades minimas, aléem de a técnica ndo depender do

isolamento e cultivo do parasito, levando uma maior rapidez do diagnostico (Brito e
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pereira, 2014). Para Solano-Gallego et al. (2009) a aplicacdo da PCR em conjunto com
a sorologia pode ajudar a determinar a extensdo da infec¢do subclinica da doenca em
areas endémicas, como observado na Europa. A PCR detecta 0 DNA do parasita antes
da soroconversdo enquanto os testes soroldgicos tém sensibilidade aumentada com a

progressdo da doenca com o aumento no titulo de anticorpos (Quinnel et al., 2001).

1.3.2 Exames Sorolégicos:

A resposta humoral especifica apresentada na LVC é muito intensa e com
elevada presenca de niveis de anticorpos anti Leishmania IgG e por esta razao os testes
de diagndstico soroldgico sdo amplamente utilizados. Os principais testes soroldgicos
utilizados sdo os de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio de
Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) e os testes imunocromatograficos (Lindsay e
Zajac, 2002; Brasil, 2006; Faria et al, 2012). Essas técnicas empregam como antigeno, o
parasita completo ou seus extratos solUveis, 0 que torna sua padroniza¢do complexa.
Geralmente, os métodos que utilizam o parasito completo como antigeno, produzem
resultados mais confiaveis, sendo o RIFI a técnica mais utilizada na medicina
veterindria (Lindsay e Zajac, 2002; Brasil, 2006; De Paiva - Cavalcanti et al., 2015;
Pinto et al., 2016). Os testes imunocromatograficos sdo mais utilizados como aliados em
animais com leishmaniose visceral aguda (Brasil, 2006).

Abaixo, na Figura 1, demonstra-se o fluxograma para abordagem do diagndstico

da LVC em animais com ou sem manifestacdes clinicas, segundo o Brasileish, 2018.
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Cao com ou sem sinais clinicos e/ou alteragdes laboratoriais

NEGATIVO

POSITIVO

Medidas de
prevencho

Titulo baixo Suspeita elevada
de LCan

Citologia, histologia, cultura
Presenca de sinais clinicos e/ou elou PCR

alteracOes laboratoriais?

Considerar outros
diagnosticos

Cao oiecado

Repetir exames a
critério do clinico

* A sorologia qualitativa (testes rapidos de ELISA ou imunocromatografia) pode ser utilizada como teste de triagem.
** Considera-se como alto titulo 3-4 vezes maior que o ponto de corte (cut off) estabelecido pelo labo-
ratorio de referéncia.

Figura 1: Fluxograma para abordagem diagndstica em cdes com ou sem

manifestagdes clinicas de Leishmaniose, sugeridas pelo grupo Brasileish (2018).

N&o ha descrito em literatura, uma técnica que apresente 100% de sensibilidade
e especificidade que possa ser considerada “padriao ouro” para o diagndstico da LVC. A
escolha da técnica ira depender do objetivo especifico do exame: para o diagnostico de
um caso clinico, para avaliar a eficacia de um tratamento ou para a identificacdo de

possiveis reservatdrios ou transmissores da doenca (Silva et al., 2007).

1.4 ESTADIAMENTO CLINICO DA LEISHMANIOSE:

Os animais com LVC séo inseridos em diferentes estadios da doenca de acordo
com as alteracbes clinico-patoldgicas e sorolégicas que apresentam. O objetivo do
estadiamento é agrupar 0s animais que estejam no mesmo grau de acometimento da
doenca para, entdo, indicar a terapia mais adequada no seu manejo, e 0 provavel
progndstico (Brasileish, 2018; Solano-Gallego et al., 2011).

Alguns sistemas foram propostos por diferentes grupos de pesquisadores no
mundo, como o do grupo Leishvet (2011), demonstrado na Tab.1.



Estaqgio | Sorologia negativa a
positiva com niveis de
anticorpos baixos
Estaqgio 11 Sorologia positiva com
niveis de anticorpos
baixos a altos
Estagio 111 Sorologia positiva com
niveis de anticorpos
médios a altos
Estagio IV Sorologia positiva com

niveis de anticorpos

meédios a altos

Paciente com sinais clinicos ausentes ou
leves como linfadenopatia periférica,

dermatite papular. Geralmente né&o
apresenta alteracOes laboratoriais. Perfil
renal normal.

Paciente com sinais clinicos do estéagio |
além de outros como lesdes cutaneas
difusas simetricas,

ou onicogrifose,

dermatite exfoliativa, ulceracdes
anorexia, epixtase e febre. As alteragdes
laboratoriais podem apresentar anemia

nédo regenerativa moderada,

hiperglobulinemia, hipoalbuminemia,
sindrome da hiperviscosidade do soro.
Substaddio _a) Perfil
(creatinina <1,4mg/dL e RPCU < 0,5).
Substadio _b) creatinina <1,4mg/dL e

RPCU=0,5-1.

renal normal

Paciente com sinais clinicos do estagio |
e Il, além de sinais originarios de
artrite,

imunocomplexos:  vasculite,

uveite, glomerulonefrite.  Alteragfes
laboratoriais do estagio Il além de DRC
estadio 1 (RPCU > 1) ou 2 (creatinina 1,4
—2,8 mg/dL) da IRIS.

Paciente com sinais clinicos do estagio
I11, além de tromboembolismo pulmonar

ou sindrome nefrotica e doenca renal em

25



estagio final. Alteracdes laboratoriais do
alem de DRC estadio 3
(creatinina 2,9 — 5 mg/dL) e estadio 4
5 mg/dL) da IRIS, ou
sindrome nefrotica (marcada proteindria
RPCU >5).

estagio |l

(creatinina >

Tabela 1 — Critérios de classificacdo da LVC segundo a Leishvet (2011).
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Recentemente, o Brasileish (2018), prop6s que o estadiamento da LVC seja

dividido em cinco estadios, os quais contemplam desde cdes expostos e sem doenga,

aqueles infectados assintomaticos, sintomaticos, sem e com alteracdo renal, até animais

em severa DRC, conforme demonstrado na Tab. 2.

Estaqgio |

Sorologia positiva com

Estaqgio 11

niveis de anticorpos

baixos a médios /

parasitoldgico negativo

Sorologia negativa ou

Estagio 111

positiva com niveis de

anticorpos baixos a

meédios / parasitoldgico

positivo
Sorologia positiva com

niveis de anticorpos

baixos a altos /

parasitolégico positivo

Paciente sem sinais clinicos e sem

alteracdes laboratoriais.

Paciente com sinais clinicos ausentes ou
leves como linfadenopatia periférica,

dermatite papular. Geralmente néo
apresenta alteracOes laboratoriais. Perfil
renal normal.

Paciente com sinais clinicos do estagio Il
aléem de outros como lesdes cutaneas
difusas ou simétricas, onicogrifose,
dermatite exfoliativa, anorexia, epixtase e

febre. Como alteracGes laboratoriais pode



Estagio IV Sorologia positiva com
niveis de anticorpos
médios a altos /
parasitoldgico positivo
Estagio V Sorologia positiva com

niveis de anticorpos

médios a altos /

parasitolégico positivo

apresentar anemia nao regenerativa leve,
hipergamaglobulinemia,

da
hiperviscosidade do soro (proteinas totais
acima de 12 mg/dL),

formacdo de

hipoalbuminemia, sindrome
oriundos da
imunocomplexos como
uveite e glomerulonefrite. _Substédio a)
Perfil (creatinina
<1,4mg/dL e RPCU < 0,5). Substadio b)
creatinina <1,4mg/dL e RPCU =0,5 - 1.

renal normal

Paciente com sinais clinicos do estagio

I, sinais originarios de
imunocomplexos:  vasculite,  artrite,
uveite, glomerulonefrite.  AlteracGes

laboratoriais do estagio 11l além de DRC
estadio 1 (RPCU > 1) ou 2 (creatinina 1,4
—2,8 mg/dL) da IRIS.

Paciente com sinais clinicos do estagio
IV, além de tromboembolismo pulmonar
ou sindrome nefrotica e doenca renal em
estagio final. AlteracOes laboratoriais do
estagio IV além de DRC estadio 3
(creatinina 2,9 — 5 mg/dL) e 4
5 mg/dL) da IRIS, ou
sindrome nefrotica (marcada proteindria
RPCU >5).

(creatinina >

Tabela 2 — Critérios de classificagdo da LVC segundo o Brasileish (2018).

27



28

Atualmente os estadiamentos sugeridos pelos grupos de estudo sobre
leishmaniose, Brasileish (2018) e Leishvet (2011), sdo estadiamentos qualitativos, que,
para avaliacdo da funcdo renal se baseiam principalmente na creatinina sérica, um
biomarcador de insuficiéncia renal e utilizam em seu sub estadiamento a proteindria
renal, um biomarcador de injdria renal (Solano Gallego et al., 2011; Reguera et al.,
2016; Brasileish, 2018).

1.5 TRATAMENTO:

De acordo com as diretrizes do Brasileish, (2018), o tratamento e 0 manejo da
infeccdo e/ou da LVC deve ser instituido apenas apds o diagnéstico preciso, € possui
como principais objetivos reduzir a carga parasitaria do cdo, neutralizando a sua
capacidade infectante, restaurando adequadamente a sua resposta imune, promovendo a
melhora clinica e prevenindo recaidas.

O tratamento da LVC no Brasil utiliza protocolos diversos que combinam o uso
de drogas, com efeito imunomodulador, leishmanicida e leishmaniostatico (Brasileish,
2018). As drogas imunomoduladoras podem ser empregadas como estimulantes ou
supressoras. As drogas estimulantes, como por exemplo, a domperidona (Travi e Miro,
2018) e a propria vacina para leishmaniose sendo utilizada através de imunoterapias
(Gongalves, 2019; Ribeiro, 2020).

As drogas imunossupressoras sdo utilizadas no tratamento de disturbios
secundarios a LVC provocados pela deposi¢ao de imunocomplexos. Essa deposicéao esta
associada ao aparecimento de glomerulonefrite, poliartrite, vasculite e trombocitopenia
imunomediadas, além de outras alteracdes (Flora et al., 2014; Ribeiro, 2020). Nesses
casos, pode-se optar pelo uso de corticoides, como a prednisona e a dexametasona. Essa
terapia diminui a fagocitose de plaguetas por macrofagos, possivelmente aumentando a
producdo de plaquetas e eventualmente diminuindo a producdo de anticorpos (Brites,
2022).

Drogas leishmaniostaticas sdo aquelas que inibem a multiplicacdo do parasita. O
alopurinol é droga leishmaniostatica largamente empregada nos protocolos terapéuticos

de LVC em associacdo a outros medicamentos. Ele é capaz de interromper a sintese
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proteica do parasito pela inibicdo do metabolismo das purinas, exercendo efeito
inibitorio no crescimento da Leishmania. Possui efeitos colaterais incomuns e baixo
custo. A principal utilidade dessa droga tem sido demonstrada no controle das recidivas
da leishmaniose canina (Yasur-Landau et al., 2016).

Autorizado pelo Ministério da Satide em 2016, o Milteforan®, de principio ativo
miltefosina, é o Unico leishmanicida regulamentado para tratamento de LVC no Brasil.
A miltefosina inibe a biossintese do receptor de glicosil fosfatidil inositol (GPI), a chave
molecular para sobrevivéncia intracelular de Leishmania. A droga também interfere na
sintese de fosfolipase e proteina quinase C, que sdo especificas de Leishmania. A acéo
metabolica deste composto pode afetar a biossintese de glicolipidios e glicoproteinas de
membrana do parasita causando sua apoptose (Nogueira et al., 2019).

O tratamento da LVC envolve diversas classes medicamentosas e varia
conforme o estadiamento do paciente. Porém, ele deve ser capaz de promover a melhora
clinica do paciente, diminuicdo significativa da carga parasitaria e reducdo das
possibilidades de transmissdo da L. infantum ao Lutzomyia longipalpis (Dantas-Torres
et al., 2006; Nery et al., 2017).

Conforme demonstrado no estadiamento proposto pelo Brasileish (2018), o
monitoramento da funcédo renal e o diagndstico precoce da lesdo ou injdria renal séo de
extrema importancia no manejo de cdes infectados ou doentes. Desta forma, o uso de
biomarcadores fisiolégicos durante o monitoramento do paciente, auxilia a definigcdo de
condutas de tratamento, manejo das possiveis alteracdes identificadas e no prognostico

dos pacientes.

2. HIPOTESES:
Biomarcadores fisioldgicos contribuem como fatores preditivos e marcadores de
prognostico da injdria renal e insuficiéncia renal em cées naturalmente infectados por L.

infantum.
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3. OBJETIVOS:
3.1 OBJETIVO GERAL.:
Determinacdo de biomarcadores fisiolégicos como fatores preditivos e
marcadores de progndstico da evolucdo da infeccdo, da injuria renal e insuficiéncia

renal em cdes naturalmente infectados por L. infantum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar os biomarcadores renais, creatinina sérica e razao proteina creatinina
urinaria (RPCU) como fatores preditivos e marcadores de prognostico da injuria renal e
insuficiéncia renal em cées naturalmente infectados por L. infantum.

Avaliar a globulina, albumina, uréia, fosforo séricos, densidade urinaria e
pressao arterial sistémica como fatores preditivos e marcadores de progndstico da
injuria renal e insuficiéncia renal em cées naturalmente infectados por L. infantum.

Avaliar os parametros do hemograma como fatores preditivos da injdria e
insuficiéncia renal em cées naturalmente infectados por L. infantum.

Avaliar a correlagdo entre os biomarcadores em cées naturalmente infectados
por L. infantum.

Avaliar os parametros do hemograma e perfil bioquimico como marcadores de

prognostico em caes naturalmente infectados por L. infantum.

4. MATERIAL E METODOS:

4.1. ANIMAIS:

Foram avaliados 59 cées, atendidos em Hospital Veterinario particular de Belo
Horizonte - MG e naturalmente infectados por L. infantum, sendo 26 fémeas e 33
machos, de racas e idades variadas.

Os cées foram classificados e divididos nos estagios sugeridos pela Leishvet
(2011). Como critério de incluséo os cées deveriam ser classificados a partir do Estagio
Leishvet Il e estar realizando tratamento com aplicacdo de imunoterapia, com a vacina
Leishtec® (Ribeiro, et al., 2013).
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Como critério de inclusdo o prontuario médico dos cdes com anamnese
completa, exames de hemograma, reticuldcitos, proteinas totais e fragdes (globulina
sérica e albumina sérica), creatinina urindria, creatinina sérica, ureia sérica, fosforo
sérico, SDMA sérica, pressdo arterial sistémica, analise de urina e RPCU, todos
realizados em um mesmo atendimento, sendo este primeiro momento identificado como
TO.

Os critérios de exclusdao foram os animais que apresentaram sinais de
desidratacdo, ou que na anamnese fossem relatados episodios de vomitos, diarreia ou
inapeténcia. Animais que apresentaram doenga do trato urinério inferior, ja que nesses
casos, pode haver alteracdes no valor da RPCU por uma causa pds-renal.

Apds seis meses, 24 cdes retornaram para avaliacdo clinica e laboratorial. Esta
segunda coleta foi identificada como T1. Alguns cées néo retornaram para avaliagéo ou

retornaram em um periodo superior a seis meses e por isso foram excluidos do estudo.

4.2 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:

Como critério de inclusdo os cdes apresentaram exames parasitoldgicos positivos
para leishmaniose por identificacdo direta ou molecular do parasito ou titulacdo acima
de 1:160 em exame de RIFI ou valor da amostra 4 vezes maior que 0 ponto de corte no
exame ELISA (Solano Gallego et al., 2011; Brasileish, 2018). N&o foram realizados
exames para avaliacdo de coinfecc¢des neste estudo.

4.3. EXAMES LABORATORIAIS:

A coleta de sangue foi realizada com seringas de 5 mL ou 10 mL e agulha
25x7mm na veia cefalica ou na jugular externa para exames, de acordo com a
conveniéncia para o animal.

A coleta de urina foi realizada pela técnica de cistocentese guiada por ultrassom
utilizando-se seringa de 10 mL e agulha 25x7mm ou por sonda uretral.

Todos os exames foram executados em laboratorio interno do hospital
veterinario de Belo Horizonte - MG.
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Para realizacdo de hemograma e leucograma foram coletados 0,5 mL de sangue
venoso e acondicionado em microtubo com EDTA. O sangue foi processado em
aparelho automéatico (Analisador Hematolégico Procyte Dx ldexx®). Foram
confeccionados esfregacos sanguineos para contagem celular diferencial, fixando-se a
lamina com metanol, por 5 minutos, seguido da coloracdo com Romanowsky.

Os exames bioquimicos foram processados a partir do soro proveniente de 3,5
mL de sangue coletado e acondicionado em tubo especifico, sem anticoagulante. Os
exames bioquimicos, creatinina urindria e proteina urinaria, para obtencdo da razédo
proteina creatinina urinaria, foram analisados em aparelho automaético (Catalist One
Idexx®) no método de bioquimica seca.

A urina foi processada no prazo maximo de duas horas ap6s a coleta, onde foi

realizado o exame de andlise de urina (Exame fisico, microscopico, e por tiras reativas).

4.4. MENSURAGCAO DE PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA:

A Pressdo arterial sistémica (PA) foi aferida atraves da utilizacdo de doppler
vascular ou através de método oscilométrico com o animal posicionado em decubito
lateral, respeitando critérios de tamanho de manguito e minimo estresse. Foram
realizadas de 3 a 7 mensuragdes, sendo que a primeira medicao foi descartada para se

obter uma média das outras medic¢des, considerando o valor da PA do paciente.

4.5. ANALISE ESTATISTICA:

Inicialmente foi realizada andlise descritiva do perfil dos animais a partir da tabela
de dados. Para as varidveis quantitativas, foram calculados os principais indices de
estatistica descritiva e para as variaveis categoricas foram calculadas as frequéncias
relativas e absolutas para cada classe.

Realizou-se analise de componentes principais (analise multivariada), utilizando as
variaveis numéricas. Esta analise avaliou todas as varidveis numéricas em conjunto,
levando em consideracéo a correlacdo entre elas.

Realizou-se analise de componentes principais com a matriz de correlacdo de

Spearman. Sendo que as correlagdes moderadas, fortes e muito fortes, com intervalo de
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confianca superior a 95%, foram reportadas. Todas as analises estatisticas foram
realizadas através do software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019).

5. RESULTADOS:
Foram classificados 18 (30,5%) cdes como estadio I1A do Leishvet e 15 (25.4%)
caes como estadio 11B. No estadio 111 foram classificados 23 (39%) cées e no estadio IV

apenas 3 (5.1%) cdes como ilustrado no grafico 1.

lIA B

Estadio

40% 1
30% 1
20% 1

5.1%

IV

Frequéncia relativa
2
X

0% 1

Gréfico 1: numero de cdes classificados em cada estagio Leishvet (2011).

Os principais indices de estatistica descritiva, média, desvio-padrdo, minimos e
maximos, mediana e coeficiente de variagdo dos 59 cdes avaliados no estudo sdo

descritos na tabela 3. A tabela referente aos indices de estatistica descritiva para cada

estadio esta descrita no anexo.

Analitos Média Desv. Pad. Min. Mediana Max. C\:/c;erf.

16,55 18,84 5 12 140 114%
85,46 124,09 17,12 40,6 701,92 145%
2,04 2,83 0,5 1.2 19,1 139%
5,14 3,63 13 41 21,1 71%
4,48 1,83 2,2 39 14,8 41%
2,89 0,53 0.8 2,9 45 18%
7,37 1,80 4 71 17,3 24%
6,25 1,64 13 6,42 9,44 26%




Analitos Média Desv. Pad.

307,70 156,46
1210157  5520,88
130,10 135,62

Min.
16,4
19
2,5
2420
1,005

110

32
5

Mediana
40,8
293
51,7

10950

1,025
0,66
150

118
76

Max.
63,3
853

157,2

30600

1,054
9,8
210

346
400

Coef.
Var.

28%
51%
62%
46%

1%

130%
15%
60%

104%
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Tabela 3: principais indices de estatistica descritiva (média, desvio-padrdo, minimos e

maximos, quartis, mediana, coeficiente de variacdo, niUmero e porcentagem de valores

validos) dos biomarcadores fisioldgicos dos 59 cdes naturalmente infectados por L.

infantum avaliados no estudo.

Os analitos com a maior variabilidade relativa, estimada pelo coeficiente de

variacdo, foram: ureia sérica, creatinina sérica, RPCU, SDMA e Proteina Urinaria. As

variaveis hematdcrito e plaquetas apresentaram distribuicdo bem-comportada e

aproximadamente normal na sua unidade original. Os analitos peso, leucécitos e PA

apresentaram distribuicdo aproximadamente normal apds transformacdo logaritmica.

Algumas variaveis rejeitaram a normalidade apenas pela presenca de alguns poucos

pontos discrepantes, conforme demonstrado nos graficos abaixo.
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Gréafico 6: Analise do analito creatinina sérica (mg/dL).
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Gréfico 8: Analise do analito globulina sérica (g/dL).
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Gréfico 9: Analise do analito albumina sérica (g/dL).
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Proteinas Totais (g/dl)
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Gréafico 10: Andlise do analito proteinas séricas totais (g/dL).
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Gréafico 12: Andlise do analito hematocrito (%).
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Grafico 14: Analise do analito reticulécitos (/mm?).
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Gréafico 15: Andlise do analito leucdécitos (/ul).
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Gréfico 16: Anélise do analito densidade urinéria.
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Gréafico 17: Andlise do analito raz&o proteina creatinina urinaria.
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Gréfico 18: Andlise do analito creatinina urinaria (mg/dL).
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Gréfico 20: Andlise do analito presséo arterial sisttmica (mmHg).

Dos 33 cédes classificados nos estagios Leishvet IIA e 1IB, avaliados neste
estudo, em 13 (39%), a RPCU foi o primeiro biomarcador de avaliacdo de lesdo renal, a
apresentar valores acima dos valores de referéncia e a SDMA sérica foi o primeiro
biomarcador a apresentar valores acima dos valores de referéncia em dois cées (6%). A
SDMA sérica e a RPCU estavam aumentados simultaneamente em dois (6%) cdes
classificados nos estagios Leishvet lla e Ilb.

A SDMA sérica apresentou valores acima da referéncia (< 14pg/dL) em 1 (5%)
cdo classificado no estadio 1A e em 4 (26%) cées classificados no estadio 11B. No
estadio 111 houve aumento da SDMA sérica em 8 (34%) cées e no estadio IV em todos

0s 3 (100%) cdes, como demonstrado no grafico 21.
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Gréafico 21: numero de cdes com SDMA acima da referéncia (< 14pg/dL) em cada
estadio Leishvet (2011).

A SDMA sérica demonstrou correlacdo moderada com a uréia e creatinina
séricas, aléem de correlacdo inversa moderada com o hematocrito. A uréia sérica
demonstrou correlacdo forte com a creatinina sérica e correlagdo moderada com o
fosforo sérico. O fdsforo sérico demonstrou correlacdo moderada com a RPCU, assim
como correlagdo inversa moderada com as hemécias e hematdcrito. As proteinas
plasmaticas totais apresentaram correlacdo inversa moderada com as plaquetas. A
albumina sérica apresentou correlagio moderada com o hematocrito e hemacias. As
hemaécias apresentaram correlacdo inversa com a RPCU e com as proteinas urinarias. A
densidade urinaria apresentou correlagdo com a creatinina urinaria. As correlagdes
foram consideradas moderadas, com valores entre 0,4 e 0,69 e fortes, entre 0,70 e 0,89,
como reportadas na tabela 4.

Analitos 1 Analitos 2 Correlacéo Valor p

UREIA CREATININA 0,77 <0,001

SDMA UREIA 0,57 <0,001
UREIA FOSFORO 0,56 <0,001

DENSIDADE CREATININA
URINARIA URINARIA

FOSFORO HEMATOCRITO -0,55 <0,001

0,56 <0,001



46

ALBUMINA HEMATOCRITO 0,51 <0,001

-0,50 <0,001
ALBUMINA HEMACIAS 0,50 <0,001
0,48 <0,001
A PROTEINAS
HEMACIAS URINARIAS -0,48 <0,001
0,46 <0,001
HEMACIAS RPCU -0,46 <0,001
-0,44 <0,001

PROTEINAS
TOTAIS PLAQUETAS -0,40 <0,001

Tabela 4: correlagbes consideradas moderadas e fortes entre 0s biomarcadores

avaliados no estudo.

A dispersdo dos cées avaliados no estudo € ilustrada no grafico 22, onde os
pontos localizados nos dois quadrantes da direita apresentaram valores maiores
principalmente das variaveis creatinina sérica (CREAT), ureia sérica, SDMA sérica,
fosforo sérico (FOSF), RPCU e proteina urindria (PTN UR), enquanto valores
localizados nos dois quadrantes da esquerda apresentaram maiores Vvalores
principalmente das varidveis creatinina urinaria (CREAT UR), hematdcrito (HTC),
albumina sérica (ALBU) e densidade urindria (DEN UR). Pontos localizados nos dois
quadrantes superiores apresentaram maiores valores de plagueta (PLAQ), enquanto
pontos localizados nos dois quadrantes inferiores apresentaram maiores valores,
principalmente, de proteinas séricas totais (PROT) e globulina sérica (GLOB). Nota-se
uma relativa separacdo entre o grupo 1A, com animais concentrados no lado esquerdo
do gréfico e o grupo 1V, com animais concentrados no lado direito. Através do grafico
nota-se a dispersdo e evolucdo dos cées dentro de cada estagio no tempo TO e T1, sendo
0s cées classificados nos estagios 1A e 11B localizados em nos quadrantes da esquerda e
os cées classificados nos estagios Il e IV localizados nos quadrantes da direita ja que
apresentavam valores elevados de creatinina, ureia, SDMA, fosforo séricos e RPCU.
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Grafico 22: dispersdo dos cées levando em consideragdo o estadiamento e os valores

obtidos nas variaveis estudadas.

No gréfico. 23 as medidas do mesmo animal em tempos distintos estdo ligadas
entre si avaliando a progressdo dos biomarcadores fisiol6gicos nos tempos TO e T1.
Neste grafico é possivel observar principalmente 0s quatro caes que no tempo TO eram
classificados no grupo IlA e que no tempo T1 foram reclassificados como animais do

grupo 1V, devido a sua progressao clinica.
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Gréfico 23: progresséo dos cdes em TO e T1 levando em consideracéo o estadiamento e

os valores obtidos nas variaveis estudadas.

Quando realizadas as correlagGes entre os biomarcadores avaliados em TO e em
T1, foi observado que as plaquetas (T0) apresentaram correlacéo inversa com RPCU e
proteina urindria em T1. A densidade urinaria (TO) e RPCU (T1) apresentaram
correlacdo inversa. Os leucécitos (TO) apresentaram correlagdo com a uréia (T1). O

fésforo sérico (T0) apresentou correlagdo com a proteina urinaria (T1).

Numero
Temp Variavel 2 Ts;n Correlagdo Valorp de pares

- validos
URINARIA URINARIA
URINARIA URINARIA

PROTEINA
PLAQUETAS URINARIA

Variavel 1

PROTEINAS
TOTAIS GEOBULINA
DENSIDADE
URINARIA s

0
0
0
0
0
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CREATININA
SOMA URINARIA G 0,029 10
CREATININA
URINARIA RPCU -0,68 0,030 10

LEUCOCITOS UREIA -0,44 0,031 24

PROTEINAS 4
TOTAIS LEUCOCITOS 0,43 0,034 24

PLAQUETAS LEUCOCITOS -0,43 0,036 24

p PROTEINA
FOSFOSFORO URINARIA 0,66 0,036 10
. PROTEINAS
HEMATOCRITO ROTEIN 042 0043 24
PROTEINA
URINARIA e ues | SR

PLAQUETAS FOSFORO -0,41 0,048 24
LEUCOCITOS 041 0049 24

Tabela 5: correlagBes entre as variaveis estudadas em TO e T1 que apresentaram

significativa estatistica.

As correlagdes entre as demais varidveis em TO e T1, com valores abaixo de 0.4,

foram classificadas como fracas, ndo apresentando correlagdes significativas.

Em andlise da correlacdo entre as varidveis em TO em conjunto com as variaveis
de cdes que apresentem creatinina menor que 1,4 mg/L em T1, a densidade urinaria (T0)
apresentou correlacdo inversa com a RPCU (T1) e correlagdo com a globulina sérica
(T1). A SDMA sérica (TO) apresentou correlagdo com a creatinina urinéria (T1). As
plaquetas (TO) apresentaram correlacdo inversa com a uréia e fésforo séricos (T1). A
proteina urinaria (TO) apresentou correlagdo com as proteinas séricas totais (T1). O
fosforo serico e a PA (TO) apresentaram correlacdo com os leucdcitos (T1). N&o foi
possivel realizar a analise para os animais com creatinina sérica igual ou maior que 1,4
mg/L, pois a disponibilidade de dados era muito pequena para fornecer uma analise

interpretavel.

Numero
de pares
validos

(0]
SENS P
URINARIA P -0,92 0,001 8

Variavel 1 Tempo Variavel 2 L Correlacéo Val*or
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CREATININA
SDMA URINARIA 0,92 0,001 8

-0,59 0,013 17
DENSIDADE
0,56 0,018 17
PLAQUETAS FOSFORO 0,55 0,022 17
0,53 0,030 17

PROTEINA PROTEINAS
Tabela 6: correlagdo das varidveis em TO em conjunto com as varidveis de caes que

apresentem creatinina menor que 1,4 mg/L que apresentaram significativa estatistica.

6. DISCUSSAO:

As apresentacdes clinicas e as alteracdes laboratoriais em cées portadores de LV
sdo variaveis (Paltrinieri et al., 2016; Silva et al. 2019). A L. infamtum pode infectar
uma grande variedade de células do hospedeiro canino como as do sistema fagocitico
mononuclear, fibroblastos, células endoteliais, hepatdcitos, neutréfilos, eosindfilos e até
células neoplasicas (Saridomichelakis, 2009).

Como descrito em literatura, observa-se neste estudo alteracGes no eritrograma de
cées infectados pela L. infantum, apresentando anemia leve a moderada, que geralmente
se apresenta na forma normocitica e normocrémica com carater ndo regenerativo
(Mattos Jr et al., 2004; Medeiros et al., 2008). Essa caracteristica pode ser consequente
a invasdo da medula 6ssea pelo parasito que induz inflamagéo que pode contribuir para
a diminuicao da producdo de eritrocitos (Da Costa-Val et al., 2007). A trombocitopenia
também foi um achado comum nos cées e ocorre pela vasculite causada pelos
imunocomplexos circulantes, disturbios de trombocitopoiese e destruicdo plaquetaria
(Medeiros et al., 2008). Medeiros et al. (2008), Solano-Gallego et al. (2009) e Nicolato
et al. (2013) relataram alteracbes no leucograma e descreveram que a resposta
leucocitaria se altera de acordo com a fase da doenca.

Outra alteracdo descrita em literatura frequentemente foi observada em cées deste
estudo foi a hiperproteinemia, por hiperglobulinemia associada a ativacdo dos linfocitos

B e elevada producéo de anticorpos (Medeiros et al., 2008; Paltrinieri et al., 2016; Maia
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e Campino, 2018). Também foi observada nesse estudo uma diminuic¢do da producdo de
albumina sérica, porém o aumento dos niveis de globulinas € muito expressivo fazendo
que os niveis de proteinas plasmaticas totais aumentem significativamente durante a
LVC (Giunchetti et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Nas provas de funcdo renal, a uréia e creatinina se apresentaram de normais a
azotemia assim como descrito por Mattos Jr. et al. (2004), Klosterman et al. (2011) e
Maia e Campino (2018). Em relacdo a urinalise, a proteinuria foi no presente estudo a
alteracdo mais frequente dos animais portadores de LVC, seja em graus discretos ou até
mesmo graves como descrito por Amusategui et al. (2003) e Bonfanti e Zatelli (2004).

A presenca de glomerulonefrites, nefrites tubulo intersticial e nefropatia séo
frequentes em cées com LV (Frazilio et al., 2018). Inicialmente a glomerulonefrite pode
se manifestar como proteindria assintomética (Koutinasand e Koutinas, 2014; Paltrinieri
et al., 2016), porém com a sua progressdo pode ocorrer disfuncdo de excrecdo com a
presenca de aumento ou diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e hipertensdo
sistémica (Plevraki et al., 2006; Cortadellas et al., 2008). O aumento da TFG associada
com hipertensdo pode amplificar a glomerulopatia resultando na progressdo da DRC
(Koutinasand e Koutinas, 2014). O desenvolvimento de DRC em estagio terminal é uma
manifestacdo severa da progressdo da doenca e a principal causa de 6bitos na LVC. Os
dois principais parametros utilizados para a classificacdo do grau de doenca renal em
caes com LV, de acordo com a Leishvet (2011) sdo a razdo proteina creatinina urinaria,
utilizado com um marcador de patologia glomerular e a creatinina sérica, utilizada com
um marcador de excrecdo renal (Torrent et al., 2018).

Recentemente, a IRIS (2019) incluiu a SDMA sérica no estadiamento da doenga
renal crénica (Anexo I1). A SDMA é uma arginina metilada produzida pelo catabolismo
celular que tem demonstrado uma boa correlacdo com a creatinina e com a TFG (Nabity
et al., 2015). Diversos estudos demonstraram que a SDMA sérica esta elevada em cées
com DRC (Nabity et al., 2015; Hall et al., 2016) e com IRA (Dahlen et al., 2017).
Estudos sugerem que a SDMA sérica, também aumenta de maneira precoce em relacao
a creatinina sérica (Nabity et al., 2015; Hall et al., 2016), assim como néo é influenciada

pela massa muscular. HA uma escassez de dados sobre o comportamento da SDMA
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sérica em cdes naturalmente infectados com Leishmania, sendo relatados até a presente
data, apenas quatro estudos (Pardo-Marin et al., 2017; Torrent et al. 2018; Frazilio et al.
2018; Giapitzoglou et al., 2020).

A concentracdo sérica da SDMA estava elevada principalmente em cées
azotemicos, com proteinuria severa, e diminui¢do da densidade urinaria, assim como
observado por Giapitzoglou et al., (2020). A SDMA sérica apresentou correlacdo com a
creatinina e com a densidade urinaria, resultado similar ao obtido Giapitzoglou et al.,
2020. Estudo realizado por Torrent et al. (2018) encontrou resultados diferentes, ndo
observando correlacdo entre a SDMA e a creatinina séricas.

A SDMA sérica apresentou correlacdo com a uréia e fosforo séricos. E esperado
que ocorresse aumento da SDMA, ureia, fosforo e da creatinina séricas e uma reducéo
na densidade urinéria conforme ocorre uma piora da excre¢do renal e reducdo da TGF.

A SDMA sérica também apresentou correlacdo inversa com as hemécias e com o
hematocrito. Os rins desenvolvem inumeras funcGes no metabolismo incluindo sua
contribuicdo para a eritropoiese. Diversos fatores contribuem para a anemia em
pacientes com reducdo na TFG e LVC. A reducdo da eritropoietina de origem renal é
uma causa importante, porém outros mecanismos como a anemia de origem
inflamatdria, influéncia de toxinas urémicas no tempo de sobrevivéncia da linhagem
eritroide, deficiéncia de cofatores, perda sanguinea por sangramentos diversos e por
destruicdo parasitaria (Babitt e Lin, 2012; Fiocchi et al., 2017; Lippi et al., 2021).

O namero de cdes com a SDMA sérica acima dos valores de referéncia apresentou
aumento significativo e progressivo na comparagdo entre 0s grupos. Resultado esperado
devido a progressdo da doenca entre os estadios e demonstra que a SDMA sérica pode
ser utilizada na classificacdo da severidade da LVC como descrito por Giapitzoglou et
al., (2020). Resultado diferente do encontrado por Torrent et al. (2018), que néo
encontrou diferenca significativa na comparacao entre os estadios da Leishvet (2011).
Porém Torrent et al. (2018) elegeram utilizar o ponto de corte para a SDMA sérica de
19ug/dL. Caso tivessem elegido o ponto de corte de 14 pg/dL, utilizado neste estudo,

teriam um resultado similar ao obtido neste estudo.
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Dois cdes ndo proteinuricos, ndo azotemicos e com a SDMA sérica elevada
foram observados neste estudo. Cortadellas et al. (2008) elucidaram que em cédes com
LV e niveis de RPCU entre 0.2 e 0.5 podem apresentar diminui¢cdo da TFG. Cées com
LV podem apresentar algum comprometimento da perfusdo renal secundario a
hipovolemia, o que poderia causar um aumento da concentracdo serica da SDMA, sem
uma associagdo com um proteindria ou azotemia renal. Assim como Torrent et al.
(2018) sugerimos que cdes LV que apresentem alteracfes na concentracdo de SDMA
sem proteintria sejam avaliados cuidadosamente para causas pré renais de
comprometimento de perfusdo renal.

A RPCU apresentou ser um marcador mais precoce de diagnostico da IRA em
relacdo ao SDMA sérica nos caes naturalmente infectados por L. infantum observados
neste estudo em concordancia com os estudos de Pardo-Marin et al., (2017), Torrent et
al. (2018) e Giapitzoglou et al., (2020). A glomerulonefrite é o principal evento
patoldgico da nefropatia causada pela LV, tendo como principal alteracdo laboratorial a
proteindria. Porém uma patologia glomerular pode ocasionar uma reducdo da TFG, e o
aumento da concentracdo sérica da SDMA e creatinina (Koutinasand e Koutinas, 2014;
Paltrinieri et al., 2016).

Quando avaliados como marcadores de prognostico e como fator preditivo de
injaria renal e de insuficiéncia renal, a RPCU e a SDMA sérica ndo apresentaram
correlacdo estatistica significativa. Em estudo realizado por Pardo-Marin et al. (2017),
foi identificado uma reducdo da concentracdo da RPCU, porém ndo notou reducéo
sérica da SDMA em cdes apés o tratamento antileishmanicida. Neste estudo
observamos uma correlacdo entre a SDMA sérica (TO) e a creatinina urinéria (T1),
porém, como o0s cdes avaliados neste estudo realizaram tratamento com aplicacdo da
imunoterapia, pode ter ocorrido uma melhora na TFG apdés reducdo da injuria causada
pela LVC.

Um aumento dos niveis de proteina plasmatica total e globulina, associado a
uma diminuigdo nos niveis de albumina serica foi observado em diversos estudos (Artan
et al., 2006; Freitas et al., 2012; Sales et al., 2017). Esse aumento das proteinas totais do

plasma e presenca de hiperglobulinemia é considerado como uma das altera¢cbes mais
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comuns na LVC, estando possivelmente, associado ao aumento dos niveis de anticorpos
anti Leishmania, principalmente em estagios mais cronicos da infec¢do (Ciaramella e
Corona, 2003). Contudo, a hipoalbuminemia observada nos animais se deve,
possivelmente, a migracdo da albumina para o meio extravascular, com formacdo de
edema, alteracdo clinica bastante comum na LVC (Kumar et al., 2016) e geralmente
associados a um processo inflamatério ou albumindria (Pierantozzi et al., 2013;
Proverbio et al., 2016). Tendo em vista esses processos que ocorrem durante a LVC,
pela associagdo da globulina a estimulagdo de linfocitos B (Vieira et al., 2021),
podemos explicar o porqué da concentracdo sérica de globulina e proteinas plasmaticas
totais (TO) apresentaram uma correlacdo significativa com os Leucocitos (T1). A
albumina sérica ndo apresentou correlacdo significativa com nenhum biomarcador.

O desenvolvimento de glomerulopatias leva, ndo s6 a complicacdes decorrentes
do acimulo de toxinas urémicas e desequilibrios hidroeletroliticos, como também a
hipertensdo arterial sisttémica, agravando o quadro clinico dos pacientes, e podendo
comprometer outros 6rgaos como, por exemplo, o coracdo (Schiffrin et al., 2007). Neste
estudo identificados 17 (28%) cées apresentando PA acima de 160 mmHg, sendo que
destes, 7 (41%) eram ndo azotemicos e ndo proteindricos.

LesBes renais primarias causam a diminuicdo do fluxo sanguineo renal e da taxa
de filtracdo glomerular, aumentando a fracdo de filtracdo e a capacidade de reabsorcéo
de sodio e agua pelos tabulos contornados proximais, consequentemente elevando a
volemia. Por outro lado, a diminuicdo da pressao arterial renal aumenta a liberagédo de
renina plasmatica pelas células justaglomerulares. Esta, por sua vez, transforma o
angiotensinogénio plasmatico em angiotensina I, a qual, por hidrdlise, principalmente
no leito vascular pulmonar, serd transformada em angiotensina Il, por agdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA). A angiotensina Il € um potente vasoconstritor, que
eleva a pds-carga por aumento da resisténcia periférica, auxiliando na manutencdo de
uma pressdo arterial elevada e de hipertensdo glomerular (Mucha e Camacho, 2003;
Acierno e Labato, 2004).

Neste estudo identificamos que a PA (TO) apresentou correlagdo com 0s

leucocitos (T1). A glomerulonefrite pela LVC pode formar grande quantidade de
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complexos antigenos anticorpo incitando a inflamacdo, sobrecarrega os capilares
glomerulares resultando em obstrucdo que pode elevar ainda mais a pressdo glomerular
(Harrison et al.,, 2012). Também h& evidencias de que células inflamatérias se
acumulam na regiéo perivascular do rim (Theuer et al. 2002).

Estimulos como a angiotensina |1, alimentagcdo com uso excessivo de sal ou
estresse cronico, ativam algumas regiGes do cérebro causando uma estimulacdo do
sistema simpatico, gerando um aumento da pressao arterial sistémica e promovendo
producdo de citocinas. A elevacdo na pressdo como resultado da estimulagdo de
angiotensina Il e do aumento de neurotransmissores como a norepinefrina geram uma
lesdo tecidual, liberacdo de citocinas derivadas teciduais como IL-6 e formacdo de
neoantigenos que levam a ativacdo das células T. Esta ativacdo produz citocinas como a
IL-17, que é importante no processo da hipertensdo. Esse comprometimento da IL-17,
IL-6, catecolaminas e angiotensina Il, promovem uma retencdo de sédio causando uma
retro alimentacdo e progressao da hipertensao (Harrison et al., 2002).

Diferente da PA, dados da literatura citam que em pacientes urémicos ocorre
destruicdo dos leucdcitos (Minnaganti et al., 2001; Pahl et al. 2010; Cohen e Horl, 2012;
Moser et al., 2013). Neste estudo observa-se fator preditivo dos leucdcitos (T0) e do
hematocrito (T1) em relacdo a ureia sérica, através da correlacdo inversa. A uremia esta
associada com algumas anormalidades hematoldgicas como desordens hemostaticas,
granulociticas, linfociticas e plaquetarias, principalmente causadas por anormalidades
de quimiotaxia, fagocitose e oxidativas. Tambem sdo relatadas algumas desordens
relacionadas ao processo de apresentacdo de antigeno em pacientes urémicos (Cohen e
Horl, 2012). Minnaganti et al. (2001) demonstrou que pacientes com insuficiéncia renal
apresentam uma defesa prejudicada do organismo. Pahl et al. (2010) reportou que o
numero reduzido de linfocitos B e a sua capacidade de producdo de anticorpos estéo
reduzidas em pacientes urémicos. Estudo realizado por Moser et al. (2013) descreveu
sobre o esgotamento de células T de memdria em pacientes urémicos. Em caes
infectados por LV encontramos alteracfes hematoldgicas mais intensas, como a anemia

profunda, trombocitopenia e leucopenia, caracterizando um quadro de pancitopenia
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muitas vezes associado a hipoplasia ou aplasia de medula 6ssea como resultado da
invasdo do microrganismo e do processo imunomediado (Paltrinieri et al. 2016).

O Hematocrito (TO) também apresentou uma correlagdo inversa com a
concentragdo serica de proteinas totais (T1). Assim, a presenca de leucopenia e anemia
podem indicar um processo inicial de imunossupressdo e aumento de carga parasitaria,
podendo ocasionar uma alteracdo de hiperglobulinemia e um processo inicial de injaria
renal e progressao da doenca.

As plaquetas também demonstram atuar como marcador de prognostico e fator
preditivo na LVC. Observa-se correlacdo inversa entre as plaquetas (T0) com o fésforo
sérico, leucdcitos, RPCU e proteinas urindrias (T1). A trombocitopenia ou
trombocitopatias podem resultar de uma anormalidade na parede vascular secundéria a
uma vasculite, uma alteracdo da trombocitopoiese, aumento da destruicdo plaquetéria
associados ou seguindo para uma insuficiéncia renal ou hepatica (Ciaramella et al.,
2005). Cées infectados por LV demonstram um aumento na concentracdo de
imunocomplexos na circulacdo, 0s quais ainda mantem seus papeis nos distlrbios
plaquetarios indeterminados. O aumento na formacéo da deposi¢do de imunocomplexos
pode contribuir tanto para uma lesdo vascular quanto para uma alteracdo na membrana
da plaqueta resultando em um comprometimento primario da homeostase. Além disso,
também pode ocorrer uma trombocitopenia imunomediada secundaria na LVC
(Chabanne et al., 2000). Nela, a destruicdo plaquetaria pode resultar de uma ligacdo
entre um complexo imune com receptores Fc nas plaquetas ou da geracdo de novos
antigenos durante uma doenca infecciosa (Lewis and Meyers, 1996). A principal classe
de anticorpo associada a trombocitopenia imunomediada é a IgG, embora outras classes
de anticorpos também estejam associadas. (Lewis et al., 1995). Outra causa de
alteracdo plaquetaria ocorre durante a fase inicial da LV, onde ocorre uma ativacdo das
plaquetas, permitindo que haja o recrutamento de fagdcitos (resposta primaria)
aumentando assim a rapida disseminacdo desses patogenos intracelulares. Entretanto, na
fase tardia da infeccdo, o patdgeno passa a modular a linha de producdo, refletindo em

uma trombocitopenia marcante (Mukherjee et al., 2020). O aumento da RPCU, proteina
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urinaria, fosforo sérico e leucocitos como progressdo de uma trombocitopenia pode
ocorrer como um indicio inicial de injuria renal devido ao depdsito de imunocomplexos.

A concentracdo de fosforo sérica também apresentou correlagdo com a proteina
urinéria. Estudo realizado por Di lorio et al. (2013) demonstrou importante relagéo entre
o fosforo e proteinuria. Quando analisada a resposta de renoprotecéo, foi detectado que
para uma reducdo da proteinuria ndo foi necessaria uma reducdo de ingestdo protéica e
sim uma reducdo do fdsforo, seja na sua excrecdo urindria ou na sua concentracdo
sérica. Ou seja, foi demonstrado que pacientes com baixa ingestdo de fésforo ou baixos
niveis de fosforo sérico foram aqueles que apresentaram a maior reducdo da proteindria,
independente da excrecdo de ureia (fator utilizado como estimativa de ingestdo
protéica). Por outro lado, pacientes que apresentaram elevados niveis de fosfatlria ou de
concentracdo sérica de fosforo ndo apresentaram melhora na redugdo da proteindria
independente se tiveram ou n&o reducédo da sua ingestao proteica.

Para a interpretacdo dos resultados e analise dos fatores preditivos e marcadores
de progndstico, avaliamos os graficos 3 e 4 e isolamos 0s quatro pacientes que
apresentaram uma evolucédo negativa, partindo de uma classificacdo nos estadios 1A em
TO para uma classificacdo no estddio IV em T1. Dois pacientes apresentavam
trombocitopenia e hipertensdo arterial sistémica em TO. Ambos ndo apresentavam
proteindria, azotemia ou hiperglobulinemia e apresentavam SDMA < 14ug/dL.
Demonstrando a importancia da avaliagdo da hipertensdo sistémica e da
trombocitopenia em cdes infectados pela L. infantum. Os outros dois pacientes nédo

apresentavam nenhuma alteracdo de exames laboratoriais em TO.

7. CONCLUSOES:

A LVC e uma doenca complexa que acomete diversos 6rgédos e sistemas causando
inimeras alteraces em hemograma, funcdo bioquimica e urinalise. O diagnostico
precoce da lesdo renal é de extrema importancia.

O SDMA néo demonstrou vantagens em relacdo a RPCU para avaliacao da injuria

renal em cdes infectados por LV nos tempos estudados. Entretanto, indicamos a
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dosagem da SDMA sérica em associacdo a RPCU, creatinina sérica para avaliacdo da
nefropatia na LVC.

A SDMA sérica e a RPCU ndo apresentaram valor como fator preditivo ou como
marcador de prognostico nos cdes infectados por LV avaliados neste estudo.
Ressaltamos que os cées avaliados neste estudo estavam recebendo algum tratamento e
por isso, as correlagdes podem apresentar algum viés.

As plaquetas foram o principal analito a demonstrar valor como fator preditivo e
como marcador de prognoéstico, estando relacionada com biomarcadores de injaria
renal, como o fosforo sérico e RPCU. Os leucdcitos, hematdcrito, fosforo sérico,
densidade urinaria e pressao arterial sisttmica também demonstraram valor como fator
preditivo ou como marcador de progndstico nos cées infectados por LV.

Conclui-se que a avaliacdo da trombocitopenia € importante na avalia¢do na LVC
e sua reversdo corresponde a uma melhora no prognostico. A associacao de hemograma
completo, biomarcadores séricos e urinarios, alem da mensuracdo da pressdo arterial séo

fundamentais para uma avaliacdo adequada e para a monitorizacdo da LVC.
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CAPITULO Il: PROPOSTA DE INDICE QUANTITATIVO E MULTI
FATORIAL PARA A AVALIACAO DE LESAO RENAL DE CAES,
NATURALMENTE INFECTADQOS POR Leishmania infantum

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FISIOPATOLOGIA DA INJURIA RENAL EM CAES COM

LEISHMANIOSE:

Os aspectos imunopatoldgicos em 0Orgdos pertencentes ao sistema fagocitico
mononuclear sdo classicamente descritos em cdes com LV (Tafuri, 2001; Reis et al.,
2009). No entanto, 6rgdos como rins, coracdo e pulmédo também sdo acometidos e
estudos recentes tém caracterizado a lesdo tecidual e os seus mecanismos patoldgicos
(Alves et al.,, 2010; Costa et al., 2010; Rigo et al.,, 2013). Desses 6rgdos, o
comprometimento renal assume uma importancia impar na LVC, uma vez que na
literatura ha varios relatos dessa alteracdo como a principal causa de morte dos cédes
infectados (Lopez et al., 1996; Torres et al., 2013; Reguera et al., 2016).

Nos achados laboratoriais indicativos de lesdo renal na LVC observa-se
hipoalbuminemia devido & perda renal por proteintria como reflexo do aumento da
permeabilidade capilar glomerular as proteinas plasmaticas, azotemia ou uremia
relacionada a progressdo de uma glomerulopatia, proteintria como reflexo do aumento
da permeabilidade capilar glomerular as proteinas plasmaticas, e no exame do
sedimento urindrio também podem estar presentes pidria e hemataria (Moura et al.,
2002; Costa et al., 2003).

Diversos estudos atribuem a insuficiéncia renal IR como causa de morte dos
cdes com LV, porém a sua patogénese ainda é pouco esclarecida (Lopez et al., 1996;
Noli, 1999; Costa et al., 2010; Rigo et al., 2013). Tanto em modelo humano, canino e
murino LV hé& controvérsias acerca dos elementos que levam a lesdo renal. A deposicao

de imunocomplexos, ativagdo de células T e moléculas de adesdo sdo descritas como
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possiveis mecanismos que levam a injaria renal (Elshafie et al., 2006; Prianti et al.,
2007; Costa et al., 2010). Na LVC, estudos realizados por Costa et al. (2003) foram
pioneiros na avaliagdo e classificacdo histopatoldgica das lesGes renais em cées
naturalmente infectados por L. infantum em &rea endémica com base nos critérios
utilizados pela Organizacdo Mundial de Salde para casos humanos. O trabalho
demonstrou que em 100% dos cdes com LV havia predominio de glomerulonefrites
proliferativas, e 78,2% apresentaram nefrite intersticial. Outras alteracbes como
degeneracdo hialina e vacuolar, atrofia tubular e fibrose também foram evidenciadas nos
cées com LVC.

Os primeiros relatos sobre 0s mecanismos patogénicos responsaveis pelo
envolvimento renal na LVC sugeriram que a deposicdo de imunocomplexos causavam
as glomerulopatias observadas nos cdes com LV. Mancianti et al., (1989) detectaram
depdsitos de 1gG no tecido renal de cdes naturalmente infectados por L. infantum, sendo
que essa imunoglobulina era policlonal e reconhecia antigenos de membrana de
Leishmania. Seguindo ainda essa abordagem, Lopez et al. (1996) determinaram
elevadas concentracbes de complexos imunes em cdes com LV associando-as a um
aumento dos valores de creatinina serica.

Outro estudo revelou por imunomarcacdo depositos de IgG, IgM e C3 em
areas mesangiais como também na parede dos capilares glomerulares, reforcando essa
hipotese (Poli et al.,, 1991). Em estudo realizado por Costa et al., (2010), foi
demonstrado ndo haver participacdo clara de depdsitos de imunoglobulina em caes
infectados por LV, mas é possivel que ocorra migracdo de células T CD4 + para 0s
glomérulos, participacdo de moléculas de adesdo e diminuicdo da apoptose de células
contribuindo para determinar o padréo proliferativo da glomerulonefrite em LV.

Estudo realizado por Torres et al., (2013), revelou através de analise
microscopica o predominio de nefrite intersticial mononuclear de graus variados em
59,3% dos cdes avaliados. Entretanto, ndo houve diferenca entre a carga parasitéria
renal de sintomaticos e oligossintomaticos. As lesdes renais mais frequentes foram as de

ordem inflamatdria e a quantidade de parasitos ndo influenciou na caracteristica dessas
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lesBes e nem nas alteracBes bioguimicas, mesmo em cdes com diferentes classificacfes

clinicas.

1.2. Glomerulonefrites:

As glomerulopatias sdo constituidas por um grupo de doengas que acometem 0s
glomérulos, sendo a glomerulonefrite (GN) a forma mais comum caracterizada por
diferentes padrdes histologicos (Miguel e Rodriguez Puyol, 2007). O dano irreversivel
ao rim ocorre quando a lesdo glomerular atinge a regido tdbulo intersticial
comprometendo a funcdo do 6rgdo em toda sua extensdo. As Glomerulonefrites podem
ser classificadas em: GN proliferativa, GN membranoproliferativa, GN membranosa e
GN esclerdtica (Rigo et al., 2013).

Histologicamente, a GN proliferativa é caracterizada pelo aumento da
celularidade do tufo glomerular devido a proliferacdo de células endoteliais, epiteliais,
mesangiais e glomerulares, bem como ao influxo de células inflamatorias envolvendo o
mesangio. Na GN membranosa ocorre um espessamento difuso da membrana basal do
capilar glomerular, e na GN membranoproliferativa observa-se hipercelularidade com
proliferacdo de células glomerulares e espessamento da membrana basal capilar e
mesangio. J& na GN esclerdtica, os glomérulos estdo gravemente afetados, diminuidos
de tamanho e hialinizados devido ao aumento do tecido conjuntivo fibroso e matriz
mesangial com perda de capilares glomerulares (Santos e Alessi, 2010; McGavin e
Zachary, 2013).

As imunidades humorais e celulares contribuem na imunopatogénese da
glomerulonefrite e podem ter importante papel na determinacdo dos diferentes padroes
histologicos (Kurts et al., 2013). Imunoglobulinas monoclonais (Ig) comprometem o
rim envolvendo sua deposi¢do no glomerulo e com menos frequéncia apos a formacao
de anticorpos direcionados contra antigenos existentes na membrana basal glomerular
(Karras et al., 2002; Nasr et al., 2009; Pedchenko et al., 2010).

A GN por imunocomplexos geralmente esta associada a infeccdes persistentes
que apresentam uma acdo antigénica prolongada, que aumenta a formacdo de

imunocomplexos soltveis cuja localizacdo nos capilares glomerulares estimula a



62

formacdo de quimiotaticos para neutréfilos que liberam proteases que lesam a
membrana basal. Quando esta acdo persiste, a lesdo glomerular é intensificada pelas
moléculas biologicamente ativas a partir de infiltracdes de mondcitos nas fases
posteriores a inflamacdo aguda (McGavin e Zachary, 2013). Células T também
participam na imunopatogenia da GN, uma vez que foram constatados que
subpopulacdes de células T CD4+ ativam diferentes mecanismos efetores que resultam
em diferentes padrbes e severidade da injdria glomerular (Wu et al., 2002; Kurts et al.,
2013). Em modelo murino foi demonstrado que a transferéncia de células T CD4+e T
CD8+ especificas para antigenos glomerulares podem causar danos ao rim. A liberacdo
de antigenos glomerulares inicia um ciclo vicioso envolvendo a apresentacdo antigénica
pelas células dendriticas residentes as células T, com isso havendo producdo acentuada
de quimiocinas e citocinas inflamatdrias, maior influxo de células T CD8+ e
macrofagos e consequente lesdo tecidual (Wu et al., 2002; Kurts et al., 2007).

Lesdes glomerulares observadas em infeccBes parasitarias apresentam variedade
de lesdes, em sua maioria sdo proliferativas, exibindo acimulo de células no tufo
glomerular, do tipo glomerulonefrite mesangioproliferativa ou membranoproliferativa.
Também s&o observadas lesdes glomerulares com pouca ou nenhuma proliferacéo (Van
Velthuysen e Florquin, 2000; Rigo et al.; 2013).

As presencas de doencas glomerulares sdao um fator de prognéstico negativo,
sendo uma das principais causas de 6bito na LVC. A associacdo de biomarcadores
fisiologicos que possam contribuir com o diagndstico precoce da IRA e no auxilio a
escolha do tratamento para o paciente é de extrema importancia. A elaboracdo de um

indice quantitativo e multifatorial pode contribuir para 0 manejo clinico do paciente.

2. HIPOTESES:
Um indice quantitativo e multifatorial contribui para avaliar o grau de gravidade da
injaria renal, contribuindo para prognoéstico e determinacdo de conduta, em casos de

cdes naturalmente infectados por L. infantum.
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3. OBJETIVOS:
3.1 OBJETIVO GERAL.:

Elaboracdo de indice quantitativo e multifatorial, que inclua um conjunto de
biomarcadores que podem contribuir para a injaria, insuficiéncia e doenca renal para
avaliacdo da lesdo renal em cées naturalmente infectados por L. infantum

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Elaborar indice quantitativo e multifatorial de biomarcadores para avaliacdo de
dano renal, em cées naturalmente infectados por L. infantum.

Comparar os resultados obtidos utilizando indice quantitativo e multifatorial em
cdes naturalmente infectados por L. infantum com os atuais estadiamentos utilizados.

Comparar os resultados obtidos pelo indice quantitativo e multifatorial em cées
naturalmente infectados por L. infantum, com os pardmetros clinicos e laboratoriais do

paciente.

4 MATERIAL E METODOS:

4.1. ANIMAIS:

Foi realizado levantamento retrospectivo através da analise de prontuarios
médicos de 165 cdes de idade, sexo e racas diferentes, castrados e ndo castrados,
naturalmente infectados por L. infantum e em de diferentes estagios da LVC, em
hospital e clinicas veterinarias particulares de Belo Horizonte - MG.

Os cédes foram classificados em cinco grupos ordenados, levando em

consideracao seu quadro clinico:

o GRUPO CONTROLE (pacientes sem alteracfes clinicas, que

realizaram apenas acompanhamento clinico);

o GRUPO RISCO BAIXO (pacientes que realizavam
acompanhamento clinico, porém apresentavam alteracdes clinicas

discretas);
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o GRUPO RISCO INTERMEDIARIO (pacientes que
necessitaram de internacdo para o controle de alteracfes clinicas

discretas);

o GRUPO RISCO ALTO (pacientes que necessitaram de
internacdo para o controle de alteracBes clinicas moderadas e

importantes);

o GRUPO OBITO (pacientes que vieram a 6bito em um intervalo
de até 48 horas ap0ds a coleta dos exames);

Inicialmente foi realizada uma avaliacdo de 124 cdes, divididos entre os cinco
grupos. Apbs a elaboracdo do indice foi realizado um novo levantamento com 41
animais, diferentes dos 124 iniciais, para a avaliacdo do indice elaborado.

Como critério de inclusdo no estudo o prontuario méedico dos cdes devia conter
uma anamnese completa, além dos exames de hemograma, reticuldcitos, bioquimica
clinica (globulina serica, albumina sérica, creatinina urinéria, creatinina sérica, uréia
sérica, fdésforo sérico), dimetilarginina simétrica sérica, pressao arterial sistémica,
analise de urina e razdo proteina creatinina urinaria, todos realizados em um mesmo

atendimento.

4.2 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:

Foram incluidos nos estudo cdes com exames parasitoldgicos positivos para
leishmaniose ou sorologia com titulagdo maior ou igual a 1:160 em exame de RIFI,

valor da amostra 4 vezes maior que o ponto de corte no exame ELISA.
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4.3. EXAMES LABORATORIAIS:

A coleta de sangue foi realizada com seringas de 5 mL ou 10 mL e agulha
25x7mm na veia cefalica ou na jugular externa para exames, de acordo com a
conveniéncia para o animal.

A coleta de urina foi realizada pela técnica de cistocentese guiada por ultrassom
utilizando-se seringa de 10 mL e agulha 25x7mm ou por sonda uretral.

Todos os exames foram executados em laboratério interno dos hospitais e
clinicas veterindrias particulares de Belo Horizonte - MG.

Para realizacdo de hemograma e leucograma foram coletados 0,5 mL de sangue
venoso e acondicionado em micro tubo com EDTA. O sangue foi processado em
aparelho automatico (Analisador Hematolégico Procyte Dx Idexx®) e aparelho
semiautomatico (Analisador Hematol6gico Hemofoco Vet). Foram confeccionados
esfregacos sanguineos para contagem celular diferencial, fixando-se a lamina com
metanol, por 5 minutos, seguido da coloracdo com Romanowsky.

Os exames bioquimicos foram processados a partir do soro proveniente de 3,5
mL de sangue coletado e acondicionado em tubo especifico, sem anticoagulante. Os
exames bioquimicos, creatinina urindria e proteina urinaria, para obtencdo da razédo
proteina creatinina urinaria, foram analisados em aparelho automatico (Catalist One
Idexx®) no método de bioquimica seca e semiautomatico (Mindray BA-88A) no método
de bioguimica umida.

A urina foi processada no prazo maximo de duas horas apés a coleta, onde foi

realizado o exame de andlise de urina (exame fisico, microscdpico, e por tiras reativas).

4.4, MENSURAQAO DE PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA:

A pressao arterial sistémica foi aferida através da utilizacdo de doppler vascular
ou através de método oscilométrico com o animal posicionado em decubito lateral,
respeitando critérios de tamanho de manguito e minimo estresse. Foram realizadas de 3
a 7 mensuracdes, sendo que a primeira medicao foi descartada para se obter uma média

das outras medicgdes, considerando o valor da PA do paciente.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA:

Para a elaboracdo do indice, realizou-se ajuste do Modelo Linear Generalizado
com a distribuicdo de Poisson, que é adequada para modelar dados com essas
caracteristicas. Foram ajustados modelos com todas as combinagfes possiveis das
varidveis preditoras candidatas até o limite de cinco variaveis preditoras (12597
modelos). A qualidade dos modelos foi quantificada através da estatistica do critério de
informac&o do Akaike (AIC), a correlagdo de Pearson entre os indices observados e 0s
indices estimados pelo modelo e do Pseudo Coeficiente de determinacdo (R2) de
McFadden. O ajuste do modelo foi avaliado a partir da construcdo de envelopes de
probabilidade simulados (Moral et al., 2017).

Como esses modelos visam a predicdo de novos casos, também se utilizou a
técnica da validacdo cruzada, visando diminuir o viés de selecdo devido ao estudo ser
observacional e ndo experimental (Heller et al., 2009). Nesta técnica, o banco de dados
foi dividido igualmente em quatro partes. Trés partes foram utilizadas para ajuste do
modelo e a quarta parte foi utilizada apenas para predicédo, calculando-se a correlagéo de
Pearson entre os indices observados e os indices estimados pelo modelo.

O procedimento foi repetido para cada uma das quatro partes e calculou-se a média
das quatro correlacbes obtidas. O melhor modelo escolhido (modelo mais
parcimonioso) foi aquele com o menor nimero de variaveis significativas, que fosse
adequado segundo a analise dos residuos e que tivesse o menor valor de AIC e os
maiores valores da correlagcdo de Pearson e do Pseudo Coeficiente de determinagéo (R?)
de McFadden.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software R verséo 3.6.1 (R
Core Team, 2019).

5 RESULTADOS:
Apbs analise estatistica foram separados os melhores modelos para a elaboracao
do indice. Os modelos estdo descritos na tabela 7 ordenados pelo AIC, em ordem

crescente.
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1D de Pseudo- Correl.
Modelo obs AIC Correl. Valid.

i Cruz.

g\:)lélse = UREIA + PROTTOT + HCT + 92 |om | agm 97

eI oLV 124 2189 08 030 072
e e R e 124 | 2209 (079 (029 [o72
INDICE = UREIA + HCT + RPCU 124 2232 078 028 069

Ll\llpléISE = UREIA + PROTTOT + HEMAC + g | a7 - 37

Tabela 7: melhores modelos, ordenados pelo AIC do menor para o maior.

O modelo 1, com os biomarcadores fisioldgicos uréia sérica, proteinas séricas
totais (PROTTOT), hematocrito (HTC) e RPCU e o modelo 2 com os biomarcadores
fisiolégicos uréia seérica, globulina sérica (GLOB), hematocrito (HTC) e RPCU
apresentaram os melhores valores dos indices de qualidade e sdo equivalentes entre sim

como modelos de predicdo. Sendo descritos nos seguintes modelamentos matematicos.

Modelo 1:
Indice = exp(0.0078 x UREIA — 0.044 « HCT — 0.0776 * RPCU + 0.086
* PROTTOT)
Modelo 2:

Indice = exp(0.0081 x UREIA — 0.041 * HCT — 0.080 * RPCU + 0.102 * GLOB)

Todos os quatro biomarcadores utilizados nos modelos apresentaram correlacdo
significativa. Calculando uma métrica de importancia a partir da técnica de parti¢do
hierarquica (Chevan & Sutherland, 1991), observa-se que a uréia sérica possui a maior
importancia no modelo, seguida pelo HCT. Se retirarmos qualquer biomarcador do

modelo, ele diminui significativamente a sua capacidade preditiva.

Aplicou-se a equacdo de predicdo dos modelos obtidos aos dados dos novos
caes, classificados previamente nas classes: Controle (indice 0), Baixo (indice 1),
Intermediario (indice 2), Alto (indice 3) e Obito (indice 4). Os indices preditos pelos
modelos foram comparados aos indices reais observados. Foram construidas tabelas de
contingéncia e calculou-se o indice de Kappa ponderado. Sendo a tabela 8 para o
modelo 1 e a tab. 9 para o modelo 2.
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A tabela 8 na diagonal, em verde, descrevem-se as classificagdes corretas feitas
pelo modelo. Oitenta e seis animais foram classificados corretamente, correspondendo a
69% de 124 animais classificados. Nas diagonais em amarelo, as classificagOes feitas
pelo modelo que ndo foram exatamente iguais, mas ficaram préximas, estimando uma
classe imediatamente acima ou imediatamente abaixo da classificacdo real. Trinta a
cinco animais estiveram nessa situacao, correspondendo a 28% do total. Nas diagonais
em laranja, as classificacbes feitas pelo modelo que estimaram duas classes
imediatamente acima ou imediatamente abaixo da classificacdo real. Apenas trés
animais estiveram nessa situagédo, correspondendo a 2% do total. Nenhum animal foi
classificado com um erro de mais de duas classes para cima ou para baixo (células
vermelhas). O indice Kappa ponderado, que considera as distancias entre as
classificacOes corretas e as estimadas com pesos quadraticos, obtém-se um valor de 0,79
(valor p <0,001).

o0 13 1 |GG
7 18 5 1 [l
. B B

o 1+ 1
ENENo -
Tabela 8: Classificacdo dos animais utilizando o modelo 1 quanto ao indice estimado

comparado o indice real observado.

Na tabela 9, vinte e um animais foram classificados corretamente,
correspondendo a 53% de 40 animais classificados. Nas diagonais em amarelo,
observam-se as classifica¢Oes feitas pelo modelo que ndo foram exatamente iguais, mas
ficaram proximas, estimando uma classe imediatamente acima ou imediatamente abaixo
da classificacdo real. Quinze animais estiveram nessa situacao, correspondendo a 38%
do total. Nas diagonais em laranja, as classificacGes feitas pelo modelo que estimaram
duas classes imediatamente acima ou imediatamente abaixo da classificagdo real.
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Apenas quatro animais estiveram nessa situacdo, correspondendo a 10% do total.
Nenhum animal foi classificado com um erro de mais de duas classes para cima ou para
baixo (células vermelhas). Se calcularmos o indice Kappa ponderado, que considera as
distancias entre as classifica¢fes corretas e as estimadas com pesos quadraticos obtemos
um valor de 0,83 (valor p <0,001). Sendo este o modelo selecionado como indice
sugerido para avaliacdo da lesdo renal ja que este apresentou valor do indice Kappa

superior ao modelo 1.

0 s 1 [N

o [al 42 |8
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Tabela 9: Classificacdo dos animais utilizando o modelo 2 quanto ao indice estimado

comparado o indice real observado.

A variacdo do indice nos cinco grupos que levaram em considera¢do o quadro

clinico do paciente esté ilustrada na tabela 10.

] DESVIO

GRUPO MENOR | MAIOR | MEDIA PADRAO
CONTROLE 0,19 0,41 0,31 0,07
RISCO BAIXO 0,19 0,85 0,45 0,23

RISCO

INTERMEDIARIO 0,26 3,06 1,37 0,96
RISCO ALTO 1,24 11,05 3,83 3,76
OBITO 1,71 40,38 8,86 13,93

Tabela 10: Principais indices de estatistica descritiva (média, desvio-padrdo, minimos e

maximos) separados por grupos levando em consideracdo o quadro clinico do paciente.

Quando aplicado o indice dentro dos estadiamentos do Leishvet (2011)

obtivemos os valores estatisticos demonstrados na tabela 11.



ESTADIO ) DESVIO
LEISHVET MENOR | MAIOR | MEDIA PADRAO
A 0,19 0,63 0,33 0,17
1B 0,54 12 0,91 0,52
1l 0,25 2,38 0,60 0,62
W% 0,26 40,38 | 5.43 9,67
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Tabela 11: Principais indices de estatistica descritiva (média, desvio-padrdo, minimos e

maximos) separados por estadio Leishvet (2011).

6 DISCUSSAO:

Os sistemas de estadiamento sdo muito importantes em doencas complexas
como a leishmaniose, ja que eles conseguem contribuir para o progndéstico, bem como
para o planejamento terapéutico dos cées acometidos. O estadiamento Leishvet (2011)
possui 4 estadios e 2 subestadios e o estadiamento Brasileish (2018) possui 5 estadios e
2 subestadios, ambos considerando a creatinina sérica e a RPCU recomendadas pelo
estadiamento da DRC do grupo IRIS (Solano-Galleno et al., 2011; Proverbio et al.,
2016; Brasileish, 2018).

Atualmente os estadiamentos sugeridos pelos grupos de estudo sobre leishmaniose,
Brasileish (2018) e Leishvet (2011) sdo estadiamentos qualitativos, que se baseiam
principalmente na creatinina sérica, um biomarcador de insuficiéncia renal, para
avaliacdo da lesdo renal e utilizam a proteinuria renal, um biomarcador de injdria renal,
em seu sub estadiamento para avaliacdo da leséo renal. Uma classificagdo mais
abrangente da LVC exige uma avaliacdo em conjunto de biomarcadores de injdria e de
insuficiéncia.

A ureia, principal componente do indice e sendo incluida como um biomarcador de
insuficiéncia renal, é sintetizada no figado a partir da amonia, sendo a maior parte dela
de origem da quebra de aminoéacidos derivados das proteinas dos tecidos ou alimentar.
A amdnia também ¢ absorvida no intestino onde é formada pela a¢do das bactérias sobre
0s aminodcidos da dieta e da uréia endogena recirculante e levada para o figado. A uréia
é amplamente excretada pelos rins, embora cerca de um quarto seja excretado pelo

intestino, o qual é convertido em amdnia, absorvido e reconvertido em uréia. Nos rins, a
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uréia é livremente filtrada pelos glomérulos e passivamente reabsorvida nos tubulos.
(Bush, 2004).

As determinagOes sanguineas de uréia e creatinina sdo componentes essenciais na
avaliacdo do sistema urinario. Tais parametros sanguineos estimam a filtracdo
glomerular. As concentracdes de uréia e creatinina ndo aumentam apreciavelmente
acima dos valores normais, até que 75% dos néfrons estejam destruidos. (Nelson e
Couto, 2001).

A uréia sérica apresentou correlacdo forte com os cinco grupos onde os cdes foram
classificados baseados na condi¢do clinica, em relacdo a creatinina sérica e o fosforo
sérico. Outro fator para a creatinina e o fosforo séricos ndo serem incluidos no indice se
deve porque neste estudo, a uréia sérica apresentou correlacdo forte com a creatinina
sérica (0.77; p < 0,001) e com o fosforo sérico (0.56; p < 0,001), assim, em um modelo
de regressdo ndo se pode associar duas variaveis preditoras correlacionadas, este € um
problema conhecido como multicolinearidade.

O hematdcrito, outro marcador de insuficiéncia renal e o segundo biomarcador com
maior importancia no indice pode apresentar variacdes em cées infectados por L.
infantum. Na LVC, a anemia pode ocorrer tanto por eritropoiese diminuida em cées
DRC, cronicidade da doenca, hemorragias, lise de hemacias e diminuicdo eritrocitaria
por producdo de auto anticorpos que levam ao sequestro esplénico (Ciaramella e
Corona, 2003; Ikeda - Garcia et al., 2003).

A globulina foi utilizada no indice como um biomarcador de injuria renal. A
sindrome de hiperviscosidade sanguinea causada pela hiperproteinemia gerada pela
ativacdo dos linfocitos B e elevada producdo de anticorpos (Medeiros et al. 2008;
Solano-Gallego et al., 2011). A globulina sérica apresentou correlagdo forte com as
proteinas séricas totais (0.,90; p < 0,001), também ndo sendo necessario a inclusdo dos
dois biomarcadores no indice devido a multicolinearidade.

A RPCU é um dos principais achados laboratoriais como demonstrado no capitulo |
deste estudo, sendo assim, também utilizada no indice como um biomarcador de injuria

renal.
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Assim como os dados encontrados no modelamento matematico sugerido por Segev
et al. (2008) o indice para avaliacdo de lesdo renal também apresentou fator preditivo da
injuria renal e como marcador de progndstico.

O estadiamento atual dos grupos de estudo da leishmaniose, podem induzir a um
sub estadiamento ou a um supra estadiamento dos pacientes, dificultando a escolha da
conduta mais adequada para cada individuo. Comparando os indices estatisticos dos
cdes classificados através do estadiamento Leishvet (2011) observa-se uma variacédo do
indice de 0,26 a 40,38 no estadio IV. Uma amplitude muito grande, e que inclui cdes em
bom estado clinico e sem alteraces comportamentais. Também é observada uma
variacdo do indice nos estadio I1A e 1B que podem indicar um sub estadiamento ja que
0s pacientes apresentavam alteracdes clinicas e até indicacdes para internacdo para
tratamento.

Observa-se uma evolucdo crescente do indice entre 0s grupos que levam em conta a
condicdo clinica do paciente, como ilustrado no graf. 24. Resultados diferentes de

quando utilizamos o indice pelos estadios da Leishvet (2011).

1s ® MENOR

MAIOR

0 P MEDIA
DESVIO PADRAO

Gréfico 24: Resultados obtidos através da aplicacdo do indice em cada grupo.

De acordo com o ponto de vista clinico e com o indice sugerido neste estudo um céo
com indice entre 0 e 0,5 apresenta baixo risco de necessitar de internacdo (6%), risco
moderado de apresentar IRA (41%) e ndo apresentam risco de oObito (0%). Pacientes

com indice entre 0.51 e 1.0 apresentam risco moderado de necessitarem de internagéo
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(33%), risco importante de apresentar IRA (67%) e ndo apresentam risco de obito (0%).
Cées com indice entre 1.1 e 3.0 apresentam altas possibilidades de necessitar de
internacdo e de apresentar IRA (100%) e baixo risco de ébito (10%). Pacientes com
indice entre 3.1 e 5.0 apresentam altas possibilidades de necessitar de internacdo e de
apresentar IRA (100%) e risco moderado de 6bito (50%). Cées como indice superior a
5.0 apresentam risco iminente de dbito, necessitando de terapias suporte intensivas e
imediatas, dados demonstrado na tab. 11. O indice também pode ser utilizado para
comparar ou classificar objetivamente a gravidade da doenga entre diferentes
populagdes de pacientes.

0-0,5 0% DE MORTES
0-05 6% INTERNACAO
0-0,5 41% IR

051-1| 0% DE MORTES
051-1| 33% INTERNACAO
051-1| 67% IR

1,1-30| 10% DE MORTES
1,1-3,0| 100% INTERNACAO
1,1-3,0| 100% IR

3,1-50| 50% DE MORTES

Tabela 12: Percentual de internagdes, insuficiéncia renal (IR) e mortes em intervalos do

indice obtidos no estudo.

7 CONCLUSOES FINAIS:

O indice apresentado neste estudo fornece uma base para a previsdo do
resultado que se correlaciona altamente com o resultado real em cdes naturalmente
infectados por L. Infantum que apresentam risco de IRA, IR ou ébito. O indice sugerido
é simples e pode ser aplicado com base nas informacfes coletadas na 12 hora de

internacdo. Quando usados em conjunto com outras avaliacGes clinicas, esse sistema de
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pontuacdo pode fornecer uma ferramenta de prognostico preciso para auxiliar na
deciséo do inicio e / ou escolha da terapia. Esse sistema de pontuacdo também pode ser
usado como um pardmetro objetivo para comparar a gravidade da doenga entre
diferentes populacdes de pacientes. Com o tempo, este sistema de pontuacdo deve ser

validado prospectivamente em cées infectados pela L. infantum.
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ANEXOS:

Anexo I: Tabela referente aos indices de estatistica descritiva para cada estadio.
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Anexo Il: Critérios de classificacdo da DRC em cées de acordo com a concentracao

sérica de creatinina e SDMA, segundo a International Renal Interest Society (IRIS,

2019).
Estagio 1

Creatinina sérica

Paciente

ndo azotémico,

mas

com alguma



100

<l4mg/dLe  anormalidade renal como por exemplo: inabilidade

SDMA < de concentracdo da urina na auséncia de causa
18ug/dL extrarrenal identificavel, palpacdo ou imagem renal

alterada,  proteindria  de  origem  renal,
anormalidades histopatologicas nos rins, aumento
na concentracdo de creatinina sérica, ainda dentro

do valor de referéncia, em amostras seriadas.

Estéqgio 2 Creatinina Paciente com discreta azotemia renal (animais com

séricade 1,4a  valores de creatinina proximos do limite superior da

2,8 mg/dL e faixa de referéncia ja podem possuir algum grau de
SDMA entre 18 falha na excrecdo). Sinais clinicos geralmente séo

e 35 ug/dL ausentes ou discretos.

Estagio 3 Creatinina Paciente com moderada azotemia renal. Varios
séricade 29a5 sinais clinicos extra-renais podem estar presentes.

mg/dL e SDMA
entre 36 e 54
upa/dL
Estégio 4 Creatinina Paciente azotémico e com maior risco de apresentar

sérica >5 mg/dL  sinais clinicos sistémicos e crise urémica.
e SDMA > 55

po/dL




