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RESUMO

Spichler AS. Leptospirose letal aguda em Hamster : caracteriza¢do de perfis
bioquimicos, histopatologicos e celulares renais, relacionada a ensaios terapéuticos

[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 101p.

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, causada por leptospiras
patogénicas. Aproximadamente 5 a 10% das infecgbes humanas cursam com aforma
grave. A Doenca de Weil é aformamais comum de doenca grave e pode apresentar-
se com duas formas de evolucdo, aguda progressiva monofésica ou de curso
prolongado. A doenca grave se caracteriza por uma combinacdo de hemorragia,
mais comumente pulmonar, ictericia e insuficiénciarenal, com letalidade de 5 a 15%.
O rim é um érgado muito acometido na Leptospirose. Clinicamente o envolvimento
renal ocorre de 16 a 40%, com manifestacGes peculiares como polidria, hipocalemia,
e perda de sodio. A disfungdo tubular renal, é caracteristica da leptospirose forma
grave, com envolvimento dos transportadores renais de sodio ao longo do néfron,
levando as manifestagdes observadas. A terapéutica antimicrobiana é recomendada
na Leptospirose, porém com controvérsias a sua indicagdo apds o quarto dia de
doenca. Quando da instalacdo da lesdo ndo haveria beneficios com a utilizacéo de
antibioticos. O tratamento pode diminuir a morbidade e letalidade, assim como
interferir no envolvimento renal e na expressdo dos transportadores renais de sodio.
A patogénese pode estar relacionada a efeitos diretos da leptospira ou a resposta
inflamatOria assim como o estresse oxidativo. A utilizagdo de antioxidantes, pode ser
considerada como terapia adjuvante. N6s avaliamos a expressao no tubulo proximal
do trocador Na™-H* (NHE3) e na porcdo espessa da medula ascendente o co-
transportador Na'-K *-2CI" (NKCC2), no modelo de hamster com as duas formas de
evolucdo de doenca grave, mimetizando a doenca de humanos realizados em dois
experimentos. Os experimentos envolveram animais infectados néo tratados e
tratados com ampicilina associado ou ndo ao antioxidante, N-acetilcisteina. A
presenca de antigenos de Leptospira e a expressdo dos transportadores foram
avaliadas por imunohistoquimica, e o acido tiobarbitirico, marcador de estresse
oxidativo, (TBARS) foi quantificado.Hamsters infectados, apresentaram altas
guantidades de antigenos nos tecidos-alvo, enquanto que a expressdo de ambos os
transportadores apresentou-se diminuida. O tratamento com ampicilina esteve
associado com minima deteccdo ou auséncia de antigenos, restabelecimento da
expressao dos transportadores nos respectivos locais e reducdo dos niveis de
TBARS. O tratamento precoce e tardio com ampicilina restabeleceu os defeitos
tubulares na |l eptospirose forma grave em ambos experimentos, sem beneficios com a
utilizacdo da N-acetilcisteina.

Descritores: Leptospirose, Transporte de ions, Rim, Terapéutica



SUMMARY

Spichler AS. Reversal of renal tubule transporter down-regulation during severe
leptospirosis with antimicrobial therapy [thesis|. S&o Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S50 Paulo”; 2007. 101p.

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution. About 5-10% of all human
infections presents with severe forms. Weil’'s syndrome, the most common
presentation of severe forms of leptospirosis, may courses either as a single
monophasic disease or as a disease with prolonged course, characterized by a
combination of hemorrhage, particularly in the lung, renal failure, and jaundice, with
fatality rates ranging from 5 to 15% The kidney is an important target organ in
leptospiral infection. Clinically, rena involvement in leptospirosis occurs in 16% to
40% of cases and is unique because of the atypical presentation of polyuria,
hypokalemia, and sodium wasting, suggestive of a specia form of tubular
dysfunction related to the major renal sodium transporters expressed along the
nephron. A wide range of antimicrobial therapy for leptospirosis was described and
benefits have been disputed for cases with more than four days of clinical disease,
because after a threshold of Ieptospiremia, the delayed use of antibiotics is unlikely
to reduce fatality. Antimicrobia therapy is thought to interfere on fatality, rend
involvement, and renal sodium transporters expression during severe disease. The
pathogenesis may be related to direct effects of leptospiral compounds or
inflammatory response due to oxidative stress. Antioxidant could be considered for
adjunctive therapy.We evaluated the expression of proximal tubule type 3 Na'/H"
exchanger (NHE3) and thick ascending limb Na™-K *-2Cl" cotransporter (NKCC2) in
infected non treated and treated hamsters reproducing the two forms of clinical
human presentations of Well’s syndrome divided in two experiments. Animals were
treated or not with ampicillin and/or N-acetyl-cysteine (NAC). Leptospiral antigen/s
and expression of renal transporters were evaluated by immunohistochemistry, and
serum thiobarbituric acid (TBARS) was quantified. Infected hamsters had high
amounts of detectable leptospiral antigen/sin target tissues while renal expression of
NHE3 and NKCC2 decreased. Ampicillin treatment was associated with minimal or
no detection of leptospiral antigens, normal expression of NHE3 and NKCC2
transporters, and reduced levels of TBARS. Early and late ampicillin treatment
rescued tubular defects in leptospirosis severe disease in both experiments, and there
was no evidence of benefit from antioxidant therapy.

Descriptors. Leptospirosis, ion transport, kidney, therapeutics
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1.1 Leptospirose em Humanos

1.1.1 Epidemiologia

Leptospirose € uma zoonose de importancia global causada por |leptospiras
patogénicas transmitidas através do contato com reservatérios animais ou agua
contaminada.

A epidemiologia da doenca estéa associada ao contato humano com roedores
ou animais domésticos e selvagens, numa ampla variedade de ocupagdes rurais e
urbanas, e as estacdes chuvosas e enchentes nos paises em desenvolvimento com
precario saneamento (Faine, 1982; Levett, 2001; Bharti et a., 2003). Na Amazonia
Peruana, a transmissdo de Leptospirose urbana esteve associada com altas
concentracOes de |eptospiras patogénicas, avaliada por medidas combinadas
guantitativas e de taxonomia molecular (Ganozaet al., 2006).

A Leptospira interrogans Serovar lcterohaemorrhagiae provavelmente foi
introduzida no leste Europeu, no século 18, devido principa mente ao aparecimento
do Rattus Norvergicus (Levett, 2001).

A leptospirose, € mais incidente em locais com climatropical, provavel mente
devido ao aumento da sobrevida da Leptospira em ambientes com temperaturas mais

elevadas e condicBes climéticas mais umidas. A doenca € sazonal, com pico de
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incidéncia no veréo, e durante o periodo de maior densidade pluviomeétrica (Vinetz,
2001; Bharti et a., 2003).

Apesar de atualmente a leptospirose manter-se associada a exposiGao
ocupacional em ambientes rurais de paises desenvolvidos, ou regides endémicas do
Sudeste Asiético, sua epidemiologia esta se modificando.

Em paises desenvolvidos, a doenca vem sendo relacionada a prética de
esportes agquéticos, assim como em ambientes urbanos e nas epidemias associadas a
estacOes chuvosas e enchentes (Haake et al., 2002a; Meites et a., 2004, Ricadi e
Vinetz, 2006).

A mudanca do contexto rural para urbano em paises como EUA e Isradl,
ocorre com paralelo aumento da fregiiéncia do sorogrupo icterohaemorrhagiae,
carreados especia mente por roedores (Vinetz et a., 1996; Bisharaet a., 2002).

No Brasil, foi descrita em 1923, quando Noguchi et al, isolaram a Leptospira
em um paciente com suspeita de febre amarela no Nordeste (1924). A leptospirose
era associada a doenca rural, com reservatorios silvestres e a préaticas de cultivo. A
migracdo urbana da populacdo rural, gerou um novo desenvolvimento para a
transmissao de leptospiras.

Em Salvador e em S&o Paulo, a leptospirose relacionase a condicbes socio-
econdmicas desfavoraveis, ocorrendo principalmente nas estagdes chuvosas
acompanhadas por alagamento de zonas urbanas com baixas condi¢des sanitarias
(Ko et d., 1999; Costa et al., 2001; Romero et a., 2003). No contexto urbano, o rato
€ a principal fonte de contaminagdo para transmissdo da infecgdo aos humanos

(Faine et al., 1999; Bharti et a., 2003).
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No Estado de Sdo Paulo, entre 1969 a 1996 foram confirmados
sorologicamente 4.346 casos, com incidéncias nos anos de 1991, 1.13, e em 1996,
1.05/100.000 habitantes, relacionadas ao aumento do indice pluviométrico (Romero
et al., 2003).

No municipio de S&o Paulo, local com maior incidéncia no Brasil, que é
responsavel por aproximadamente 65% dos casos do estado de S&o Paulo, a
incidéncia variou de 1.9 a 3.7/100.000 habitantes, no periodo de 1996 a 2006 com
letalidade entre de 11 a 18%. O sorogrupo mais comum foi o Icterohaemorrgaie. A
manifestacdo mais comum entre os casos letais demongrada por necropsia foi a de

associacdo de doenca de Weil com hemorragia pulmonar (Spichler et a., 20073a).

1.1.2 Etiologia da Leptospirose e Transmissao

A Leptospira € uma espiroqueta da familia Leptospiraceae que inclui dois
géneros, Leptospira € Leptonema.

Stimson demonstrou pela coloracéo de prata a presenca de espiroqueta no
tibulo renal de um paciente que faleceu devido a febre amarela, nomeando-a de
Espiroqueta interrogans, devido a semelhanca com um ” questionamento” (1907).

Foram caracterizadas mais de 13 espécies de Leptospiras entre elas,
Leptospira interrogans (patogénica) e Leptospira biflexa (saprofita). Para L.
interrogans S0 aproximadamente 230 sorovares e 24 serogrupos, e paraal. biflexa,

580 60 sorovares (Faineet a., 1999; Ren et al., 2003; Bharti et al., 2003).
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O genoma da leptospira, consiste em dois cromossomos circulares. S&o
espiroguetas com muita motilidade, aerdbios obrigatorios, medindo de 0.25x 6-25um
(Haake, 2000a).

A leptospira apresenta uma estrutura de dupla membrana, na qua a
membrana citoplasmética e a parede celular de peptideoglicana estdo muito
associadas, revestidas por uma membrana externa contendo Lipopolissacarideo
(LPS) e vérias lipoproteinas (proteinas de membrana externa). O LPS éimunogénico,
sendo o responsavel pela especificidade do sorovar. De acordo com informagdes do
genoma, provavelmente existem mais de 260 proteinas de membrana (Haake, 2000b;
Levett, 2001; McBride et al., 2005).

Através de técnicas especificas, foram identificadas proteinas expostas de
superficie: a porina OMPL1; LipL45; LipL41;LipL32;LipL21 e LipL48. As LipL32
e LipL21 sdo expressas em todas as formas patogénicas (Haake, 2000a; Haake,
2000b; Haake e Matsunaga, 2002b). A LipL32 demonstrou-se com expressado
aumentada quando comparado tecido hepatico de cobaia com infeccdo aguda, com
leptospira cultivada “in vitro”, indicando que pode haver influéncia na patogénese
dadoenca (Nally et al., 2007).

Outras proteinas expostas de superficies sdo as Lig (“leptospiral
immunoglobulin-like protein”) que s80 proteinas com repetidos dominios
encontrados nos fatores de viruléncia estdo presentes na leptospira patogénica, e ndo
na saprofita, podendo estar relacionadas com fatores de viruléncia como aintimina e
ainvasina (Koizumi e Watanable, 2004; Mc Bride et al., 2005; Silva et al., 2007).

A leptospirose é mantida pela persistente colonizagdo em tubulos renais

proximais de animais. Os animais infectados podem permanecer assintomaticos e
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albergar a Leptospira por tempo infinito. Os humanos ndo sdo importantes
transmissores, embora raramente possam excretar leptospiras na urina (Levett, 2001).

A infeccdo em humanos resulta do contato com a urina de animais infectados,
através do solo ou da &gua. A Leptospira pode penetrar no organismo através da pele
sa (imersa em agua) ou lesada, e através de mucosa. Ha relativamente especificidade
de sorovares por determinados hospedeiros mamiferos como, por exemplo:
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (ratos urbanos), Balum (camundongos
peridomiciliares, Pomona (porcos), Hardjo (bovinos e ovinos), e Grippothyphosa

(marsupiais) (Faine et al., 1999; Levett, 2001; Bharti et a ., 2003).

1.1.3 Patogénese

1.1.3.1 Viruléncia e Hospedeiro

A variabilidade das manifestacbes é dependente da viruléncia intrinseca dos
diferentes sorovares, do inoculo, e da resposta imune do hospedeiro. Quanto a
evolucdo da doenca ser leve ou grave, depende do sorovar, do indculo, e da resposta
imune do hospedeiro.

Ristow et al., identificaram o primeiro fator de virul éncia em leptospira
patogénica. A proteina de superficie de membrana chamada “Loa22” é expressa
na superficie da leptospira, e provavelmente esta envolvida na patogénese da
Leptospirose. Em hamsters infectados com mutante Loa22 ",ocorreu diminuicdo
de 6hitos, porém, ndo evitou a perda completa da capacidade de produzir

infec¢do (2007).
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Em relagdo a imunidade do hospedeiro, estdo envolvidas a humoral com
producdo de anticorpos anti-lipopolissacarideos, e a participagdo da imunidade
celular, com producdo de interleucinas (IL-6), e fator de necrose tumoral (Dorigatti
et a., 2005). Elevados graus de leptospiremia, na fase aguda, podem acarretar
titulos de aglutinagdo moderados, sugerindo que além do mecanismo humoral, o da
imunidade celular esteja envolvido na patogénese (Truccolo et al., 2001).

Outros estudos verificaram a importancia do receptor “Toll like” (TLR) na
leptospirose. Estes, sdo receptores transmembrana tipo 1, de um grupo diverso de
mol éculas chamado de receptores de reconhecimento padrdo, com a capacidade de
reconhecer os patdégenos associados a moléculas padréo, e estruturas microbianas,
sendo essencial para a resposta imune inata. Existem em algumas células, como por
exemplo, nos macroéfagos (Qureshi e Medzhitov, 2003).

Em estudo experimental com camundongo C3H/Hel (deficiéncia de
TLR4), mostrou-se que nos infectados com L. interrogans Copenhageni ocorreu
desfecho letal, comprovando envolvimento destes receptores na leptospirose
(Nally et a., 2005).

Viriyakosol et a., em estudo com camundongo envolvendo o receptor “Toll
Like” em macréfagos, registraram que o TLR4, contribuiu para a resposta imune
inata, como um fator de protecdo na L eptospirose, doenca grave (2006).

As complicacdes mais graves surgem na fase imune, apés estabelecimento de
uma resposta adaptativa, sendo objeto de discussdo, até que ponto as lesdes
dependem da agdo toxica das bactérias nos tecidos, ou sd0 agressdes

imunol ogicamente mediadas (Bharti et a., 2003).
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1.1.3.2 Patogénese renal na Leptospirose e mecanismos celulares tubulares

A lesdo principal que ocorre é a nefrite tibulo-intersticial, incluindo edema
intersticial, e infiltrado celular na érea tubulo-intersticial. A nefrite pode ocorrer em
pacientes que sobrevivem o tempo necess&rio para produzir a inflamagdo, mas
provavelmente € ausente em pacientes que desenvolvem o curso muito rapido da
doenca (Arean, 1962a).

A degeneracdo tubular primariamente envolve o tlbulo proximal, incluindo a
presenca de leptospiras neste, sendo o provavel local de colonizagéo das leptospiras
(Magaldi et al., 1992; Yang et a., 2001; Sitprija e Kearkiat, 2005).

As leptospiras sdo nefrofilicas, possibilitando a lesdo renal por uma
invasdo direta. O pH acalino no tdbulo proximal, favorece o crescimento
bacteri ano, enquanto o pH é&cido é desfavoravel. Os produtos do envelope externo
envolvem lipopolissacarideos, glicoproteina e polissacarideos, possiveis
partici pantes na patogénese da leséo renal na leptospirose (Yang et al., 2001;
Sitprija e Kearkiat, 2005).

As lipoproteinas (LipL41 e LipL36), e glicoproteinas podem estar
diretamente envolvidas na lesio renal, com a presenca destes componentes no tecido
renal (Barnett et al., 1999).

Os produtos do envelope, provavelmerte aderem a membrana celular do
hospedeiro, ativam o complemento, acarretando lesdo celular. As glicoproteinas da
membrana podem causar lesdo tubular renal, e lesdo endotelial vascular. A verificagdo
de glicoproteinas da membrana da leptospira € mostrada em tdbulos renais, e no
intersticio (Barnett et al., 1999). Os receptores“Toll like’, podem estar envolvidos na

patogénese da lesdo renal, contribuindo como mediadores (Yang, 2007).
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AlteracOes tubulo-intersticiais podem ser reversivels se o tratamento for iniciado
adequadamente (Yang et al., 2001).

Variages na hemodinamicg e de estresse oxidativo, podem potencializar a
toxi cidade dos componentes externos da membranada | eptospira, levando ao aumento
da expressdo de mol écul as de ades?p, gerando maior lesdo tecidual (Yang et al., 2000).

Estudos sobre os mecanismos tubulares renais envolvidos na fisiopatogénese
das alteragbes em relacdo a insuficiéncia renal ndo-oligurica, acarretando perda de
sodio e hipocalemia foram relatados (Magaldi et al., 1992 ; Lin et al., 1999; Y ang et
al., 2001; Wu et a., 2004). Estes disturbios podem ser atribuidos ao aumento da
secrecdo distal de potéssio, causado por um aumento da liberacdo distal de sodio,
devido a diminuicdo da reabsorcéo de sodio no tubulo proximal. Porém, mecanismos
mais detal hados e celulares est&o em investigagao (Seguro et al.,1990).

Em Taiwan, estudos “in vivo” e “in vitro” com Leptospira shermani, mais
prevalente no local, apontaram para inibicdo do co-transportador na membrana
luminal na porc&o espessa ascendente, Na' K *-2CI" (NKCC?2) Este co-transportador
obedece a uma sequiéncia de ligagfes que se sucedem, resultando em ateracdes na
sua estrutura. Inicialmente é o ion Na" que seliga, apés o CI, o K*, e posteriormente,
0 segundo cloro. Uma vez no intracelular, o Na é ativamente transportado para o
intersticio através da agdo da bomba Na', K'-ATPase. O K*, e o CI" sdo
transportados passivamente (Seguro et al., 1996; Ecelbarger et al., 2001; Wu et al.,
2004). Estando este receptor inibido ocorreriam estas alteracOes acima descritas.

Outros estudos em leptospirose referiram ateragdo da bomba de Na', K™-
ATPase, explicando as alteracbes metabodlicas ocorridas na Leptospirose (Y ounes-

lbraim et al., 1995).
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Estudo desenvolvido por Andradre verificou em trabalho experimental com
sorovar Pomona, que ocorreu inibicdo da expressdo do trocador Na™-H' (NHE3)
localizado na membrana apical do tubulo proximal. Este trocador, libera o ion H', e
este é secretado paraaluz tubular através de umatrocacom o Na'. No tabulo proximal
ocorre intensa reabsorcdo de Na' e 4gua (Knepper e Brooks, 2001). Na |eptospirose
guando este trocador esta inibido, menor quantidade de sodio é reabsorvido nesta
porcdo do tubulo, e como consequéncia ocorreriam as alteracOes observadas. Ainda
neste estudo, na membranaluminal da porcéo espessa ascendente, ocorreu aumento da
expressdo do co-transportador Na'™-K*-2CI" (NKCC2). No ducto coletor, o cana
epitelial de sodio sensivel ao amiloride (ENaC), que participa da reabsorcdo passiva
deNa’, ndo esteve alterado(Andrade et al., 2007a).

Tornase necessario verificar com os sorovares mais freqientes no Brasil, e
os que causam doenca letal aguda, a interferéncia na expressdo de selecionados
canais, transportadores, e co-transportadores de membrana ao longo do néfron. Estes,
gue controlam sddio, agua, e potéssio, poderiam explicar os desfechos relacionados

as alteracOes renais na L eptospirose.

1.1.4 Aspectos clinicos

Esta sindrome ictérica com insuficiénciarenal, foi primeiramente descrita em
1886, por Adolf Weil em Heidelberg, na Alemanha (Weil, 1886).

A infeccdo humana apresenta um amplo espectro de manifestagfes clinicas
gue variam de forma leve ou moderada, forma anictérica, na maioria dos casos (80 a

90%), a forma grave de 5 a 10%. A apresentacdo clinica da forma anictérica é
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bifasica, com a fase aguda ou séptica permanecendo em meédia sete dias. Apos este
periodo, é acompanhada da fase imune, caracterizada pela producdo de anticorpo e
aparecimento de leptospiras na urina. A maioria das complicagdes ocorre na fase
imune da doenca, associada a localizagdo das leptospiras nos tecidos (Faine et
al.,1999; Ricaldi e Vinetz, 2006).

Originalmente descrita no século 19, a Doenca de WEell é caracterizada pela
triade de febre, ictericia, e esplenomegalia (Weil, 1886).

Porém o termo Doenga de Weil, descrito usualmente se refere a ictericia,
insuficiéncia renal e hemorragia, mais comum pulmonar, quase sinénimo de
doenca grave.

A triade de Weil, ou Doenca de Weil, 4 aforma mais comum de apresentacdo
de doenca grave, porém a leptospirose forma grave pode ocorrer com uma
combinacdo destas manifestaces clinicas acima citadas, incluindo também
miocardite e choque (Bharti et al., 2003; Segura et al., 2005; Spichler et a., 2005). A
Doenca de Weil pode ter formas de evolucéo: doenca de curso prolongado, ou pode
ser monofasica aguda progressiva.

A mortalidade da formagrave daleptospirose é referida entre 5 a 15% (Faine et
al.,1999; Marotto et al., 1999; L evett, 2001; Bharti et al., 2003; Ricald e Vinetz, 2006).

Os snais e sintomas mais comuns incluem febre, caafrios, miagia
(principalmente em regido lombar e panturrilhas), sufusdo conjuntival, anorexia,
vomitos e prostracdo. Cefaléia pode ocorrer associada a meningite asséptica em 25%
dos casos (Faine et a.,1999; Levett, 2001; Bharti et al., 2003).

A forma ictérica pode apresentar-se com aumento de bilirrubinas

permanecendo por dias a semanas até a sua normalizacdo. A ictericia ocorre devido a

colestase pela sepse e ndo pela lesdo hepatocelular. Através de microscopia
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eletrénica foi demonstrada alteracdo de canaliculos biliares justificando a deficiéncia
de excregdo biliar (De Brito, 1968; Vinetz, 2001). As plaquetas estdo diminuidas em
50% dos casos, e as transaminases estdo pouco aumentadas (L evett, 2001).

Em relagé ao comprametimento renal, ainsufidénciarenal agudaocorreem 16
a40%, e usualmente € ndo oligurica(Seguro et a., 1990; Sitprijae Kearkiat., 2005).

A forma politrica é a mais freqliente da insuficiéncia renal nesta patologia, e
se apresenta com prognéstico melhor que a oligarica. Clinicamente, a insuficiéncia
renal aguda € associada a uma forma peculiar de disfuncdo tubular. Polidria e
hipocalemia ocorrem com elevada fragdo de excrecdo urindria de potéssio. Estudos
clinicos referem que 45% dos pacientes se apresentam com hipocalemia e com
elevada frac8o de excrecao de potassio (Seguro et al., 1990; Abdulkader et al., 1996;
Sitprija e Kearkiat, 2005).

As manifestacbes pulmonares ocorrem entre 20 a 70%, incluindo sinais e
sintomas que variam desde tosse, dispnéia, hemoptise, e sindrome da angustia
respiratdria do adulto (SARA). A gravidade da lesdo pulmonar provavelmente néo é
diretamente relacionada a presenca de ictericia (Levett, 2001; Bharti et a., 2003;
McBrideet a., 2005).

A sindrome de hemorragia pulmonar associada a leptospirose, assim relatada
atualmente, tem como caracteristica a acentuada hemoptise (McBride et al., 2005;
Seguraet a., 2005).

A hemorragia pulmonar é causa importante de 6bito em algumas regides e
independe da presenca de ictericia ou do sorovar infectante (Trevejo et a., 1998;
Marotto et al., 1999; Segura et al., 2005; Spichler et al., 2005). O mecanismo exato
da lesdo pulmonar na leptospirose ainda esta em investigacdo (De Brito et al., 1979;

Nally et al., 2004).
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Marotto et al, mostraram que alguns fatores estdo associados ao aumento da
mortalidade em pacientes com Leptospirose, através de andlise multivariada:
distirbio hemodin@mico, aumento de creatinina (256 pmol/l) e hipercaemia (> 4
mmol/l) (1999). Em outro estudo, o fator independente relacionado a mortalidade foi
a oliguria (Daher et a., 1999). Spichler et al, mostraram que no municipio de Séo
Paulo através de estudo caso-controle, e regressao logistica com analise multivariada,
gue os fatores relacionados a prognéstico desfavoravel foram: idade acima de 40
anos; oligaria; plaguetopenia menor que 70.000 cel/mm3; niveis de creatinina acima

de 3.0mg/dl, e envolvimento pulmonar (2007b).

1.1.5 Diagnostico

1.1.5.1 Diagnostico laboratorial geral

Na Leptospirose, forma grave, ocorre aumento de bilirrubinas variando de
30mg/dl a 45 mg/dl, aumento moderado de transaminases com média de 150U/L,
leucocitose, trombocitopenia, aumento de creatinofosfoquinase (CPK), de uréia e de
creatinina. Aumento de amilase e lipase em pacientes com pancreatite também pode

ocorrer (Spichler et al., 2007¢).

1.1.5.2 Diagnéstico laboratorial especifico

Pode ser realizado através da demonstracéo direta da Leptospira, ou através
de testes sorol 6gicos que detectam anticorpos.

As leptospiras podem ser isoladas através do sangue, liquor, durante a

primeira semana de doenca, preferenciamente antes do inicio da antibioticoter apia
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(Faine et a., 1999; Pamer e Zochowski, 2000; Bharti et al., 2003). Apos a primeira
semang pode ser isolada na urina. Todas as culturas ou isolamentos devem ser
colocados em meio de cultura especifico para Leptospira, devido as necessdades
metabdicas especificas e dificu dadeno crescimento destasbactérias (Faineet al. 1999).

As leptospiras também podem ser mostradas através da técnica de
imunohistoquimica (De Brito et al., 2006), ou por técnicas de biologia molecular,
com deteccdo do DNA desta por hibridizacdo in situ (De Brito et a., 2006) ou
amplificacdo de genes especificos através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Truccolo et a., 2002; Seguraet al., 2005).

A sorologia € a metodologia mais freqlentemente utilizada. A
microaglutinagdo (MAT), € o teste de referéncia A MAT detecta anticorpos
aglutinados no soro, sendo realizado o teste com aproximadamente 20 sorovares, e
geralmente tem positividade apds a primeira semana de doenca. Os critérios de
definicdo para a MAT positiva sdo: um aumento de 4 vezes do titulo do anticorpo,
conversdo de exame negativo para positivo, ou um titulo de 1 > 800 em é&rea
endémica nos pacientes sintomaticos (Levett, 2001; Levett, 2003).

O exame de ELISA IgM também é muito preconizado, e pode ser positivo

mais precocemente que a MAT (Levett., 2001; Levett, 2002).

1.1.6 Terapéutica

1.1.6.1 Antibioticoterapia

Quando a suspeita clinica ou epidemiolégica sugerir Leptospirose, a
antibioticoterapia deve ser iniciada. O antibidtico € eficaz entre 0 sétimo e o décimo

dia da doenca, permitindo a eliminacdo das leptospiras presentes nos tecidos.
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Entretanto, pode n&o reverter completamente as lesdes ja estabelecidas
(Faine et a.,1999).

Varios autores recomendam a utilizagdo de antibiético nas formas graves,
apesar de outros questionarem a utilizacéo tardia deste, como por exemplo, no quarto
dia apbs o inicio dos sintomas. Porém, a exata identificacdo dos pacientes nas fases e
momentos apds inicio dos sintomas ndo € geralmente precisa. Portanto, a ndo
indicacdo de antibidtico deve ser feita com cautela (Watt et al., 1988; Edwards et
al.,1988; Leblebicioglu, 2003; McBride et al., 2005).

Em Barbados, um estudo verificou que a penicilina tem efeitos limitados em
relacdo a beneficios relacionados a alteracdo clinica. Porém, mesmo com estes
resultados, o uso do antibiético é preconizado para pacientes com suspeita clinica
aguardando a confirmacéo posterior de Leptospirose (Edwards et al., 1988).

Costa et al, observaram que a introducéo de penicilina ap6s o quarto dia do
inicio dos sintomas, foi ineficaz, em comparacdo com placebo, sugerindo que aleséo
pela Leptospira quando ja estabelecida, torna o uso do antibidtico dispensavel.
Porém o estudo ndo demongrou significancia estatistica (2003).

Dois estudos realizados em pacientes na Taillandia mostraram o beneficio do
tratamento. O primeiro, comparou a eficicia de penicilina cristalina com dose de
1.500.000 U de 6/6 horas por dia, ou ceftriaxone lg/dia e duracdo de sete dias,
analisando como desfecho primério a febre, e secundério, a melhora do
acometimento renal, pulmonar e sepse. A febre teve média de resolucdo de trés dias
em ambos os grupos, e no desfecho secundario ndo houve diferenca estatistica. O
inicio do tratamento foi semelhante em ambos, com média de quatro dias apds o

inicio da doenca (Panaphut et al., 2003).
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No segundo estudo, realizado em pacientes com leptospirose grave, mas com
média de duracdo dos sintomas de cinco dias até a admissdo (&rea epidémica),
comparou-se a utilizacdo de trés antibidticos: penicilina cristalina, cefotaxima e
doxiciclina, observando-se a taxa de mortalidade, disfuncéo organica, e febre como
desfechos. Comparativamente, houve similaridade de resultados entre os antibioticos

(Suputtamongkol et al., 2004).

1.1.7 Inflamacao - Estresse Oxidativo

1.1.7.1 Estresse Oxidativo Geral

Espécies reativas de oxigénio ou substancias reativas, sdo moléculas
contendo oxigénio mais reativas que a molécula do oxigénio triplo contida no ar
ambiente (Papas, 1999). Através da reducéo monovalente do oxigénio, formam-se as
espécies reativas sendo as mais estudadas: superdxido (O2), peroxido de hidrogénio
(H20,), eoradical hidroxila (OH) (Papas, 1999).

As substancias reativas de oxigénio, sdo essenciais para a producéo de
energia, sintese de compostos bioldgicos e fagocitose, exercendo uma funcéo na
transduc&o, que € importante para a comunicagao e fungdo celular (Papas, 1999).

As substancias reativas podem agredir lipidios, glicideos, proteinas, e 0o DNA
da célula. Induzem a oxidagdo que pode resultar em lesdo oxidativa, e disfuncdo de
membranas, modificacdo de proteinas, inativacdo de enzimas, lise do DNA, e

modificagéo de suas bases.
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A natureza da ag&o oxidativa, que causa dano celular ainda ndo é totalmente
esclarecida, mas 0s mecanismos pelos quais as espécies reativas de oxigénio lesam
membranas lipidicas, estdo merecendo a atencdo de diversos autores (Papas, 1999).

A consequiéncia da lesdo oxidativa, esta associada as reacfes de peroxidacdo
nas membranas lipidicas (Eritsland, 2000; Locatelli et al., 2003).

Os lipidios, quando sofrem ateragBes através de substéncias reativas, se
transformam em lipidios modificados, e modificam algumas propriedades biol dgicas,
além de ndo estarem em sua forma natural, podendo ser capturados por macréfagos e
se acumular dentro da célula. A cadeia de oxidacdo se completa quando os radicais
lipidicos sdo ligados a antioxidantes.

O maondaddeido (MDA) medido através do TBARS (&cido tiobarbitirico) €
um produto da peroxidacdo lipidica(Ohkawa et al., 1979; Papas, 1999; Eritsland, 2000).

Estas espécies reativas de oxigénio, apresentam um papel preponderante em
doencas infecciosas agudas, incluindo: virus da influenza, hepatite e malaria ( Hayek
et a., 1997; Gunduz et al., 2003; Pabon et al., 2003; Becker et al., 2004).

Uma das principais fun¢des dos antioxidantes é de suprimir alesdo oxidativa,
sendo estudada por alguns pesquisadores (Papas, 1999; Zafarullah et al., 2003;
Turrens, 2004).

Entre oxidantes e antioxidantes, ou sgja, beneficios e efeitos toxicos, deve

sempre existir um balanco.

1.1.7.2 Estresse Oxidativo na Malaria

Devido a inexisténcia de estudos publicados avocando o estresse oxidativo
na Leptospirose, pretendeu-se em nosso trabalho, propor analogia com o descrito

namaéria
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Na malaria, o estresse oxidativo (EO) pode exercer um importante papel em
relacdo ainsuficiénciarenal aguda, e ainsuficiéncia respiratéria (Mishra et al., 1994;
Becker et al., 2004).

A detoxificagdo de espécies redtivas, € uma propriedade que o
Plasmodium.(agente etiol6gico) deve realizar. Como resultado de alta taxa de
crescimento, metabolismo, e multiplicagcdo do parasita, elevadas quantidades de
substancia ativas redox sdo geradas. Deverd existir um balanco entre a producéo de
oxidantes e antioxidantes, para manter o equilibrio redox. O Plasmodium, é equipado
com antioxidantes, sendo o mais comum a glutationa (GSH). Em criangas com
malaria, existe um aumento de peroxidos lipidicos e diminuicdo de antioxidantes
como vitamina E, e GSH (Pabon et al.,2003).

Na Tailandia, em pacientes adultos, com maléria severa, 0 uso da N-
acetilcisteina (NAC), antioxidante exdgeno, aumentou a taxa de normalizacéo do

lactato no plasma, elevando a GSH (Waitt et al., 2002; Becker et al, 2004).

1.1.7.3 Antioxidante

Varios tipos de antioxidantes exercem um importante papel no sistema de
defesa, assim como a catalase, superoxido dismutase, carotendides e a
N-acetilcisteina (NAC), tém importante atuagdo inibindo o estresse oxidativo. A
principa acdo dos antioxidantes € em primeira linha, suprimir a formagdo dos
radicais livres. Apds, se as reagOes se formam, afuncéo é ade inibir partes dareacéo,
como a cadeia de iniciagdo e propagagdo, sendo que as enzimas antioxidantes atuam
na terceira defesa. Portanto, os antioxidantes devem estar com a concentracéo

adequada, para atuar nos mecanismos de defesa (Papas, 1999).
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O NAC, antioxidante exdgeno, tem a propriedade de se ligar as substancias
reativas de Oxigénio, aumentando os niveis de glutationa, e interferindo com a
adesdo celular. O NAC pode apresentar beneficios terapéuticos em vérias doencas

por diferentes mecanismos (Zafarullah et al.,2003).

1.2 Leptospirose — Modelos Experimentais

1.2.1 Modelos Experimentais em roedores

O género Leptospira € auamente classificado em diferentes espécies
gendmicas, exibindo mais de duzentos e trinta sorovares com diferente seletividade

por hospedeiros mamiferos, como indicado no Quadro 1.
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Quadro 1. Classificagdo gendmica e sorolégica das principais leptospiras

patogénicas de interesse médico e veterindrio. (FONTE: adaptado de Faine et al., 1999;

Bharti et al.,2003)

Espécie

Sorogrupo

Sorovar

Principais hospedeiros

L.interrogans

(sensu stricto)

L.kirschneri

L.borgpetersenii

L.santarosai

L.inadai

L.noguchii

L.meyeri

Ictero haemorrhagiae

Pyrogenes
Pomona
Canicola
Grippotyphosa
Sejroe
Australis
Grippotyphosa
Cynoptei

Autumnalis

Ballum

Sgjroe
Tarassovi
Javanica
Shermani
Ictero
haemorrhagiae

Pomona

Sejroe

I ctero haemorrhagiae*

Copenhageni

Lai

Manilae
Pomona*
Canicola
Grippotyphosa*
Hardjo*
Bratislava
Grippotyphosa*
Cynopteri

Bim

Ballum

Hardjo*
Tarassovi
Javanica
Shermani

Ictero
haemorrhagiae*
Pomona*

Hardjo*

Rato (Rattus spp.)
Rato (Rattus spp.)
Camundongos do campo

(Apodemus agrarius)
Rato

Porcos

Cées

Marsupiais, guaxinim
Bois, carneiros
Cavalos

Marsupiais, guaxinim
Mor cegos

Camundongos domeésticos
(Mus spp.)

Camundongos domeésticos
(Mus spp.)

Bois, carneiros
Porcos
Ratos do campo

Rato (Rattus spp.)

Rato (Rattus spp.)

Porcos

Bois, carneiros

Nota: * alguns sorovares estéo distribuidos em mais de uma espécie gendmica
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A grande diversidade de hospedeiros naturais resultou na utilizacdo de varios
modelos experimentais para 0 estudo da leptospirose. Alguns modelos vém sendo
utilizados para investigagbes de aspectos especificos da infeccdo, como
complicagdes imunologicamente mediadas, ou ensaios de imunoprotecéo, e a
utilizacdo terapéutica.

Algumas espécies de roedores estudadas em laboratorio sdo susceptivels a
infeccdo potenciamente fatal por leptospiras patogénicas, reproduzindo lesbes de
orgéaos alvos da leptospirose humana grave.

Entre os modelos mais estudados, a cobaia foi a responsavel pela maior parte
do conhecimento sobre patogénese da leptospirose experimental (Faine, 1957; Arean,
1962b; De Brito, 1968; Y asudaet al., 1986; Nally et al., 2004).

Hamsters sdo susceptiveis, mimetizam a doenca dos humanos, e sdo
utilizados para patogénese, para ensaios de imunoprotecdo, e principalmente para
tratamento (Miller et a., 1974; Olivaet al., 1994; Barnett et al., 1999; Truccolo et al.,
2002; Moon et al., 2006).

Estudos da patologia humana e experimental da leptospirose, caracterizam-na
como uma doenca generalizada associada a didtese hemorrdgica, com tecidos

afetados como rim, pulméo e figado com lesdes caracteristicas.

1.2.2 Modelo experimental em cobaias

O modelo experimental em cobaias, referido desde 1957 (Faine, 1957).

objetiva reproduzir a doenga em humanos, Doenca de Weil, com lesdes em 6rgaos

como pulmao, rim e figado.
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A patogenia, ateracdes funcionais, e a descricéo histopatol 6gica dos tecidos
acometidos na Doenca de Weil, foram referidas por vérios autores (Faine, 1957,
Arean, 1962b; De Brito et a.,1979; Naly et a., 2004), com enfoque para a lesdo
hepatica (De Brito, 1968; Alves et d., 1992), rena (Arean,1962b; Davila de Arriaga
et a., 1982), e pulmonar (De Brito, 1979; Nally et al., 2004).

O quadro morfoldgico renal é classicamente descrito como lesdo do epitélio
tubular associado a nefrite intersticial (Arean,1962a; Arean,1962b; Davila de Arriaga
et a. 1982; De Brito et a., 2006). AlteracOes degenerativas, como tumefacdo do
epitélio tubular e das células endoteliais, s80 precoces.

No tecido renal, as principais lesdes incluem edema e nefrite tdbul o-
intersticial focal, manifestadas por exsudato inflamatério, com macréfagos,
raros linfocitos e polimorfonucleares, localizados no cortex e na jungéo
corti co-medul ar.

As células dos tubulos proximais, exibem uma desorganizacdo de
mitocdndrias. Células do tabulo distal, alca de Henle, e tubulos coletores, aparecem
com edema, com poucas proteinas e hemacias no limen (Davila De Arriaga et al.,
1982). O rim estd moderadamente aumentado de tamanho, com focos de degeneracéo
hidrépica do epitélio tubular (Arean,1962b). Observou-se mitoses, indicando uma
regeneracdo tubular (Alveset al., 1992).

A lesdo glomerular é minima. O intersticio esta edemaciado, principalmente
na juncdo cortico-medular, com vasos dilatados, congestos e com hemorragia (De
Brito et a., 1979; Davila de Arriaga et al.,1982). A diatese hemorrégica pode ser
atribuida alesdo da parede do capilar, que apresenta aumento da fragilidade devido a

toxinas produzidas pela Leptospira.
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As leptospiras sdo observadas ao redor da membrana basal tubular entre as
células tubulares, no ldmen tubular, intersticio, e espagos intercelulares.
Ocasionalmente podem ser encontradas no citoplasma da célula tubular preservada.
As leptospiras sdo constatadas através de técnicas de imunohistoquimica, verificacgo
em microscopia eletrénica, imunofluorescéncia, e cultura de rim (Davila de Arriaga
et a.,1982; Yasudaet a., 1986; Nally et al., 2004; De Brito et a., 2006).

A presenca de Leptospiras intactas ou depdsitos granulares, pode indicar que
a migracdo das espiroquetas € importante, mas a liberacdo local dos fatores
responsaveis pela viruléncia (produzido pela leptospira intacta ou pela lise destas),
deve ser considerada na patogénese renal. As intactas mostram a migracéo, mas a
presenca de depdsitos granulares na parede de vasos, aponta para uma provavel
adsorc¢do de antigenos na célulaendotelia (Yasuda et al., 1986).

A ictericia € um fendmeno tipico nas formas graves de leptospirose, mas néo
esta relacionada a necrose hepatocelular. O quadro histoldgico predominante € o de
perda de coesdo das células hepaticas, com hepatdcitos edemaciados, e alteracdes
citol6gicas de aspecto regenerativo como mitoses, binucleacdo e multinucleagcdo. A
presenca de colestase na zona centrolobular pode ser um evento marcante.
Hipercelularidade e hipertrofia de células de Kuppfer sdo verificadas. O infiltrado
inflamatdrio tende a ser discreto e restrito as éreas portais (Arean, 1962b). Ha
presenca de leptospiras na membrana do hepatécito, confirmada pela técnica da
imunoperoxidase (Alveset al., 1992).

A hemorragia intra-alveolar microscopica é freqliente envolvendo 5 a 70% da
area do parénquima pulmonar, podendo ser focal, e com o aumento da gravidade,

surgem areas de hemorragia coal escente.
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Geralmente ocorre um aumento moderado de celularidade no intersticio em
septos alveolares. As leptospiras sdo constatadas por imunohistoguimica, em menor
guantidade em comparacdo com rim e figado (Arean, 1962b, Nally et al., 2004).
Lesdo vascular de capilar endotelial direta pode explicar a hemorragia pulmonar (De

Brito et ., 1979).

1.2.3 Modelo experimental em Hamster

Varios autores acreditam que o hamster € o modelo mais adequado para
mimetizar a doenga que ocorre em humanos, para realizagcao de ensaios terapéuticos,
e de imunoprotecdo (Alexander e Rule, 1986; Alt e Bolin 1996; Barnett et a., 1999).

A reproducdo da doenga de humanos, no modelo experimental, envolve a
verificagdo das consequéncias geradas pela Leptospira no sangue e nos tecidos.

Estudos com cepas diferenciadas, inéculos, dias de inoculagdo, assim como
dias de eutanasia diferenciados foram apreciados.

A caracterizagdo do modelo de Leptospirose, descrita por autores como
Oliva, Miller e Barnett, enfocou especificamente 6rgéos como o rim, o pulméo e o
figado (Miller et a., 1974; Olivaet al., 1994; Barnett et al., 1999).

Além desta caracterizacdo, mecanismos de patogénese especificos em
relacdo ao rim, estdo sendo estudados. A presenca da Leptospira (e Seus
componentes externos) em locais como tubulo, intersticio, pode gerar lesdo direta
ou através de toxinas circulantes, alterando a histologia do tecido renal, provocando
alteragOes funcionais que podem explicar a peculiar alteracéo renal na Leptospirose

(Yang, 2007).
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Miller et a, estudaram a patogénese da hemorragia pulmonar na leptospirose.
Duas possibilidades foram propostas para o desenvolvimento da diatese hemorragica:
aprimeira, envolveria a producdo de toxinas pela leptospira gerando leséo na parede
capilar, e a segunda sugerindo alteracdo sanguinea nos fatores de coagulacéo,
resultando em hemorragia (1974). A toxina produzida aumentaria a permeabilidade
da parede capilar pulmonar, conduzindo a migracéo de eritrocitos para a parede, com
possivel ruptura dos capilares, apresentando manifestacdo hemorrégica a nivel
MacroscOpico e microscopico.

O desenho do estudo incluiu dias seqlienciais de eutanasia e verificagdo de
lesdo e quantidade de leptospiras por tecido, no figado, pulméo e rim. Constataram
gue no inicio da doenca (através de verificagcdo de leptospiras por culturas de
sangue, e tecidos), o figado apresentava a maior quantidade de leptospira, seguido
do rim, e pulm&o. No pulm&o, a hemorragia foi observada, com lesdo de capilar
endotelial. Porém, ndo se detectou grande quantidade de leptospira neste érgéo
(Miller et al., 1974).

Oliva et al, realizaramn modelo com serovares Canicola, Pomona e
| cterohaemorragiae, mostrando lesdes em 6rgdos como rim, figado e pulmao, para
comprovacdo da mimetizacdo da doenca dos humanos. Todos os tecidos
(histopatologia) foram verificados no momento da eutandsia, antes do sétimo dia,
apos a inoculagdo, identificando-se as leptospiras nos 6rgdos acometidos através de
método de Wartin-Starryn (1994).

No figado, observaram congesto extensa, significante perda da estrutura dos
cordbes de hepatécitos, degeneracdo, necrose e focos de hemosiderina. O rim

apresentou-se com muita congestdo, focos hemorrdgicos em cortex e medula,
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degeneracdo epitelia e necrose tubular. No pulméo, hemorragia, congestéo e
infiltrado neutrofilico nos septos alveolares foram constatados.

Barnett et al, em relacdo ao rim, ressaltaram que as proteinas da membrana
externa da leptospira, estéo envolvidas nainteragdo patégeno-hospedeiro (1999). A
relacdo de toxicidade direta do envelope da leptospira e das lipoproteinas, com
expressdo durante a infeccdo aguda, ocorre devido a presenca da leptospira
localizada no |imen tubular, e no intersticio, tendo potencia de induzir e gerar a
persisténciade nefrite intersticial (Barnett et al., 1999; Athanazio, 2005).

Com ainoculagéo da cepa L. kirschneri, tecidos renais obtidos 10 e 28 dias
apos ainoculacdo mostraram diferencas. Dez dias apds ainoculagdo, as leptospiras ja
estavam localizadas no lumen tubular, mostrado pela presenca de LPS, OMPL1,
LipL41. Em 28 dias, o LPS e OMP1, foram verificados no intersticio e em
macréfagos, e a LipL41l somente no [imen tubular. Estas demonstragdes sugerem
gue ocorre migracao de leptospiras, e esta € seletiva (Barnett et al., 1999).

Os mecanismos gue geram distirbios como hipocalemia, polidria e perda de
sodio, podem ocorrer por lesdo direta nos tubulos e intersticio, ou por estas toxinas
circulantes. O envolvimento tubular pode alterar transportadores, co-transportadores
e canais na membrana epitelial tubular, iniciados e mantidos por fatores de

virulénciada Leptospira, € até regenerados se excluidos estes fatores.

1.2.4 Antibioticoterapia em modelo experimental de hamster

A utilizagéo de agentes antimiarobianos para o tratamento de leptosprose, inclui
véarias classes de antibidticos: penicilinas, cefalasporing, doxicicling, ciprofloxacing

testados “in vitro” e “in vivo” (Alexander e Rule, 1986; Shalit et al., 1989,
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Truccolo et a., 2002; Hosperthal e Murray, 2003; Murray et a., 2004; Moon €t al.,
2006), porém, asua equivdénciacom os doistestesndo estamuito bem estabelecida.

Na antibioticoterapia foram avaliadas a reducdo de mortalidade, leptospiUria,
leptospiras nos tecidos, reacdo de cadeia de polimerase (PCR) bem como a melhora
de parametros funcionais e histopatol 6gicos.

Nestes estudos foram utilizados cepas, indculos, antibidticos, dose, duragéo e
inicio de tratamento diferenciados (Alexander e Rule, 1986; Alt e Bolin, 1996;
Trucollo et al., 2002).

A ampicilina possui uma das melhores atividades para tratamento
experimental, mostrada em relacéo a sobrevida, a ndo ocorréncia de leptospilria, e a
medida de PCR nos tecidos. Os dias de inicio de tratamento, as doses, e a duracéo,
variam de dose Unica de 2.5 mg/kg até 160 mg/kg dia, duracdo de dose Unica até 5
dias de tratamento, dependendo da cepa, do indculo, do inicio do tratamento, e davia

de administragcdo (Alexander e Rule, 1986, Alt e Bolin, 1996; Truccolo et a., 2002).

1.2.5 Antioxidante em modelos experimentais

Em modelo de sepse, com ligagdo do ceco e puncao deste, de pancreatite com
lesdo pulmonar aguda, ictericia obstrutiva, todos podendo ter aumento de espécies
reativas de oxigénio, foi realizado estudo terapéutico incluindo-se a utilizagdo do
NAC, e verificando-se entre outras medidas, estresse oxidativo sistémico e tecidual.
O NAC foi utilizado em dosagens variando de 100mg/kg a 200mg/kg ao dia, com via
de administracdo, inicio e duracéo de tratamentos diferenciados (Leme et al., 2002;

Ozdulger et a.,2003; Ritter et al.,2004; Caglikulekci et a., 2004).
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1.3 Fundamentos do Estudo

Neste estudo propusemos avaliar lesdes especificas causadas pela leptospira
em 6rgdos como rim, pulméo e figado, demonstradas através da histopatologia,
focando a presenca tecidual da espiroqueta. Concomitante através de metodologias
como aimunohistoquimica verificamos 0s mecanismos celulares renais relacionados
aalgunsdos principais disturbios hidro-eletroliticos que ocorrem na leptospirose

A introducéo da antibioticoterapia e ou antioxidante conduziu a analise dos
parametros acima mencionados.

Analisou-se com o sorovar gque causa doenca letal aguda, a sua interferéncia
na expressdo de selecionados canais, transportadores, e co-transportadores de
membrana ao longo do néfron. Faz-se mister observar se com o tratamento especifico
com antibioticoterapia, ou com associacdes, houve uma tendéncia a normalizacéo
destes mecanismos, sugerindo alguma contribuic¢éo em relacdo ao tratamento.

Relativo a pardmetros sistémicos, como 0 estresse oxidativo ja foi referido
noutras doencas agudas, em modelo experimental, e em doencas infecciosas como ha
mal&ria, pode estar relacionado a alteragdes de moléculas de adesdo exacerbando a
hemodindmica. O estresse oxidativo foi avaliado neste modelo, podendo contribuir
para o estudo de ateracdes sistémicas na leptospirose.

Sumariando, a contribuicdo deste modelo proposto, € a da reproducdo de
doenca letal aguda, leptospirose em hamsters, e a da elucidacdo de aguns
mecanismos relacionados as consequentes ateracfes renais correlacionando-as a

ensal 0s terapéuticos.
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O objetivo gera deste estudo é elucidar a andlise da caracterizacdo da

leptospirose, doenca letal aguda, em modelo de hamster, utilizando metodologias que

permitam caracterizacdo ampla e integrada dos processos bioquimicos,

histopatol6gicos, celulares renais, e suas possiveis implicagcdes funcionais, tendo

como interface a terapéutica proposta.

2.1

Objetivos Especificos

Desenvolver modelo experimental de Leptospirose, doenca letal aguda em
hamster.

Estudar tanto no tdbulo proximal renal a expressdo do trocador Na'-
H"(NHE3) localizado na membrana apical, e na membrana lumina da
porcdo espessa ascendente, a expressdo do co-transportador Na*-K*-2Cl”
(NKCC2), nos controles infectados e nos submetidos a terapéutica.
Caracterizar a presenca de estresse oxidativo sistémico.

Adequar ensaios terapéuticos no modelo de doenca letal aguda,
respeitando a periodicidade precoce e tardia, com diferentes indcul os.
Caracterizar os perfis bioquimicos, histopatol 6g cos, e imunohistoguimicos
na leptospirose correlacionando os controles infectados com os submetidos

ainterferénciaterapéutica.
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O estudo foi desenvolvido no Laboratorio LIM 12, da Faculdade de Medicina
da USP, e na Fundagdo Oswaldo Cruz Centro de Pesguisa Gongalo Moniz, em
Salvador, Bahia

O Protocolo experimental deste estudo, foi submetido e aprovado pela
Comissiio de Etica para andise de projetos de pesquisaCAPPEsq (protocolo n
949/04), da Faculdade de Medicina da USP, e realizado de acordo com normas de
utilizacdo de animais de laboratorio.

Realizamos dois experimentos 1 e 2 (E1 e E2), com desenho de estudo
diferentes. O E1 mimetiza a Doenca de Weil na forma de evolugdo aguda
progressva, e o E2, a doenca de Well naforma de evolugéo de curso prolongado, ou
“bifasico”

Nos dois experimentos foi utilizada a mesma cepa de Leptospira,
preconizando o0 uso de metodologia de andlises bioguimicas, histopatoldgicas, de

imunohistoquimica e de biologia molecular.
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3.1 Agente infeccioso

3.1.1 Descricao da cepa

A cepa utilizada nos experimentos foi a Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130, isolada através da hemocultura de um paciente
com leptospirose grave, da cidade de Salvador, durante a epidemia de Leptospirose
em 1996 (KO et al., 1999).

A cepa foi mantida em culturas no meio Ellinghausen e McCullough,
modificado por Johnson e Harris (EMJH) (Faine et al., 1999), e a recuperagéo da
virulénciafoi obtida através de quatro passagens em hamsters.

A cepa inoculada € de baixa passagem “in vitro”, sendo obtida apds sete
passagens em cultura, denominada 4.7.

Nas avaliacOes prévias, mais de 40 passagens sd0 necessarias para atenuacao

da viruléncia desta cepa.

3.1.2 Dose letal 50%.

Experimentos anteriores realizados em hamster com esta cepa, registraram
que aDose Letal (DL) 50% na passagem 4.7, é menor que 10° leptospiras.
Para calculo de dose letal 50% foi usada a férmula modificada de Reed-Muench

(Reed & Muench. 1938).
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3.1.3 Preparacio do indculo

A concentragcdo de leptospiras em cada inoculagdo foi aferida através de
contagem em camara de Petroff-Hausser.

Esta se verifica através de contagem de 3 gotas obtidas do meio de cultura a
ser inoculado, com contagem de 3 campos (quadrados grandes com 16 quadrados
menores) por gota. Apos a contagem, somam-se 0s trés campos. Divide-se este valor
por 48, multiplicando-se o resultado por uma constante 2 x 10". Para obtencéo de

in6culos mais baixos, realiza-se procedimento de dilui¢des em solucéo salina (PBS).

3.2 Hamster

Para a avaliacdo da leptospirose, num model o experimental susceptivel,
conduzindo a doenca letal aguda e para adequacdo de ensai0s terapéuticos,
foram utilizados hamsters Golden Syrian, fémeas, com 4 semanas de idade,
pesando em média 85 (+2,2) gramas, ndo isogenéticos, do Centro de bioterismo
da Fiocruz-Bahia.

Os animais receberam dieta racdo "ad libidum”, e &gua durante todo o
experimento.

Previamente foram aclimatados durante um periodo minimo de 48 horas, e
mantidos nas mesmas condic¢des, permanecendo aos pares em microisoladores.

Os hamsters foram inoculados com duas concentracbes distintas de

Leptospira da mesma cepa, uma com indculo muito alto, 10° leptospiras e a outra
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com indculo mais baixo, 10° leptospiras respeitando sempre valor maior que a
DL50% da cepa, sendo respectivamente dos Experimentos 1 e 2, que versam sobre
0S ensai os terapéuticos.

Procedeu-se puncdo sanguinea venosa intra-ocular, com pipeta Pasteur de
vidro de 5ml, coletando-se aproximadamente 1,5 ml, e armazenando-se a -80°C para
dosagens basais prévias a inocul agéo.

No momento da inoculagdo efetuou-se técnica de assepsia na regido
abdominal do hamster, inserindo a agulha por via abdominal, intra-peritoneal,
retirando uma quantidade pequena de fluido peritoneal, e lentamente inoculando a
leptospira.

Para a caracterizacdo do modelo experimental, doenca letal aguda com
comprometimento de pulmao, rim, e figado, investigou-se os hamsters utilizados
como controles positivos dos experimentos. A analise da caracterizacdo, foi realizada
através de método de observacdo de leptospiras, como imunohistoguimica com
marcacdo de antigeno de leptospira, e concomitante andlise da histopatologia, além

de observacéo de sinais clinicos.

3.3 Terapéutica

3.3.1 Antibiotico

O antibidtico selecionado foi a ampicilina na forma injetavel, devido a

estudos prévios referirem que esta apresenta propriedades peculiares para o
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tratamento de leptospirose em modelo experimental de hamsters, e é consistente
com a suscetibilidade “in vitro” (Alexander et al.,1986; Alt e Bolin, 1996;
Truccol 0 et a.,2002).

A Ampicilina na forma pé para solucdo injetavel, com concentracdo de
1000mg, foi diluida em 20 ml de solucéo de agua destilada, sendo aplicada por via

intramuscular nas patas traseirasdos hamsters.

3.3.2 Antioxidante

A N-acetildsteinafoi selecionada devido a estudos prévics com outros model cs
experimentais de doencas inflamatériss agudas e na sepse, apontaem resultados
positivos nareducdo do estresse oxidativo (Lemeet al., 2002; Ritter et al., 2004).

A diluicdo do NAC, solucdo injetavel a 10%, foi preparada com 100 ml de

glicose a5%, e aforma de aplicacdo foi intra-peritoneal, lentamente.

3.4 Aspectos clinicos

As alteragdes dinicas, foram registradas em dois periodos diarios, sendo
monitorados. febre, aferida pela temperatura retal, pélos ericados, letargia,

hemorragia de mucosas, e aictericia.
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3.5 Eutanasia

A eutandsia foi realizada pela aplicacdo de 1ml de Tiopental sbdico, por via
intraperitoneal, na dose de 100mg/kg, realizando-se concomitantemente, coleta
sanguinea através de puncgdo intracardiaca, sendo esta armazenada para dosagens

posteriores, iniciando-se a hecropsia nos dias pré-determinados.

3.6 Parametros laboratoriais especificos

Devido a obtencdo de amostra sanguinea pouco representativa, alguns
parémetros para avaliacdo dos experimentos foram selecionados. O Maondialdeido
(MDA), marcador de estresse oxidativo na peroxidagdo lipidica, Uréia (U), avaliando
a funcdo renal, Bilirrubina Total (BT), avaliando a ictericia. A Uréia e a Bilirrubina
Total cujos valores padrdo sdo respectivamente 1,2mg/dl e 30mg/dl, foram
verificadas através de espectrofotometria.

O MDA, foi aferido pela medida de substéncias reativas de é&cido
tiobarbitdrico (TBARS), através do método de fluorescéncia modificado. Diluiu-se
0,2 ml de plasma, e 0,8 ml de H,0, adicionando-se 1ml de acido tricloroacetico
(TCA) a 17.5%, e logo em seguida 1ml de é&cido tiobarbitirico (0.6% ph 2).
Procedeu-se a mistura, e colocou-se em agua fervente durante 20 minutos. Apdés este
procedimento, a mistura foi congelada acrescentando-se 1 ml de TCA 70%,
aguardando-se 20 minutos. Centrifugou-se a resultante durante 15 minutos a

3000rpm, e a densidade Optica do sobrenadante foi lida através de um reagente
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padrdo, utilizando um espectrofotémetro. O resultado foi expresso em nanomoles, e
foi caculado utilizando o coeficiente de extingdo molar 1.56 x 10° M em
absorbancia de 534nm. Valores padréo de MDA variam de 2 a3.5 umol/l (Ohkawa et

al., 1979; Trimarchi et a., 2003).

3.7 Macroscopia

Durante a necrOpsia, inicialmente inspecionou-se os tecidos do animal,
focalizando 6rgaos como pulmao, rim, e figado. A andlise macroscépica objetivou a
visualizacdo de hemorragias e petéguias no pulmao, friabilidade renal, e ictericia.

Amostras tissulares foram coletadas, fixadas em formol aldeido salino a 4%,
e posteriormente realizada ainclusdo em parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em seccdes de 3 um de espessura,

corados com hematoxilina e eosina (H&E).

3.8 Histopatologia

3.8.1 Hematoxilina & Eosina (H&E)

Foram selecionadas lesBes como: no pulmdo, hemorragia pulmona, intra
alveolar, e lesdo intersticial; no rim, necrose tubular aguda, e presenca de

polimorfonucleares nas luzes tubulares renais, nefriteinterdicial, e no figado, congedéo
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hepética, dissodacéo de célules hepéticas e desorganizacdo da arquitetura trabeaular,
através de andlie semi-quantitativa tissular. Foi revista através da classificagdo em

cruzes quevarioude: zero = ausente + = leve, ++ = moderado, e +++ = intensa

3.8.2 Imunohistoquimica (IH) com marcacio para Leptospira

Através deste método identificou-se os antigenos de leptospira ou os produtos
de sua degradacdo. A andise semi-quantitativa tissular foi revista através da
classificacdo em cruzes, que variou de: zero = ausente, + = leve, ++ = moderado, e
+++ = intenso.

As laminas utilizadas nas reagdes de imunohistoquimica foram
desparafinadas em xilol, e os fragmentos hidratados em baterias de etanol (absoluto,
95%,80%, e 50%).

Estas [aminas foram colocadas em tamp&o de acido citrico 0,01m pH 6.0, ea
exposicao antigénica foi obtida por tratamento em 20 minutos em microondas com
poténcia méxima. Apos, foi realizada lavagem em &gua corrente destilada e tampéo
PBS (tampé&o salino fosfato), 0,01 m pH 7.4.

O blogueio de peroxidase endbégena, por seu turno, foi realizado
utilizando incubagcdo em peroxido de hidrogénio (H,O,) 3%, duas vezes durante
10 minutos cada. Em seguida, foi realizada lavagem em é&gua corrente destil ada, e
tamp&o PBS 0,01 m pH 7.4.

A incubagdo com anticorpo primario anti-leptospira produzido em coelho,
diluido 1:7000 em PBS 0,01m, e 1% BSA foi realizada durante 12 horas, em sec¢des

seriadas de tecido (De Brito et al., 2006).
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A incubagdo com anticorpo secundario anti-coelho, reali zou-se segui ndo
as especificacbes do fabri cante utilizando Dako EnVision System, HRP (DAB)
cod 4011. Apods, foi lavada em égua corrente destilada, e tampao PBS 0,01 m
pH 7.4.

Na revelagdo utilizou-se, 3,3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
60mg/dl., com PBS, e 1ml de H,O, a6%.

A contra coloragdo foi realizada com hematoxilina de Carazzi para anticorpos
com peroxidase, e a eosina para anticorpos com fosfatase alcalina.

Procedeurse desidratagdo e montagem com Permount e exposicdo ao

cromdgeno.

3.8.3 Imunohistoquimica com marcacio de anticorpo NHE3 e NKCC2

no tecido renal

Efetuada metodologia semelhante a da imunohistoquimica com marcacéo
para Leptospira, porém, para andlise do NHE-3, o anticorpo primario utilizado foi
NHES3 (policlonal-coelho) na concentracéo de 10u/ml e diluicdo: 1:100; e o NKCC2
(policlonal-coelho) na concentragdo de 4 ug/ml na diluicdo de 1:50 A incubagéo
com anticorpo secundério anti-coelho, realizou-se seguindo as especificagbes do
fabricante utilizando Dako EnVision System, HRP (DAB) cdd 4011 (Fernandez-
Llamaet al., 1998; Elkjzer etal., 2002).

A andlise dos transportadores nos locais onde se encontram foi
semiquantitativa através da classificagdo em cruzes, que variou de: zero = ausente, +

= |leve, ++ = moderado, e +++ = intenso.
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O NHES3 foi verificado na membrana apical tibulo proximal, e o NKCC2 na
porcdo espessa da medula ascendente na membrana plasmética apical, comparando-

se controles infectados e animais tratados, assim como tecido de hamster normal.

3.9 Desenho dos experimentos

Foram criados dois experimentos em hamsters, para reproducdo de
leptospirose, doenca letal aguda, caracterizando distintos indculos da mesma cepa, e

terapéutica diferenciada, de acordo com o delineamento proposto.

Delineamento do estudo
n=42

Experimento 1 Experimento 2
formade evolugdo formade evolugdo
agudaprogressiva curso prolongado
inoeulo: 108 in6eulo: 10°
n=24 n=18
Grupo Grupo
AMP2 AMP+NAC2
n=R n=R
Grupo
Infectados- GrupoAMP Grupo-NAC Grupo
ndo tratados n=6 n=6 AMP+NAC
n==6 n=6
Grupo
Infectados- ndo Grupo Grupo Grupo
tratadosl AMP1 NAC1 AMP+NAC1
n=6 n=6 n=6 n=6

AMP: Ampicilinana dose de 100mg/kg/dia

NAC: N-acetilcisteina: 100mg/kg/dia

AMP1: Ampicilina “1”- inicio do tratamento no 6° dia ap6s a inoculagdo, e eutandsia no 10° dia.
Dose: 100mg/kg/dia

AMP2: Ampicilina“2 - inicio do tratamento no 8° dia apds a inoculacio, e eutandsia no 11° dia. Dose:
80mg/kg/dia
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Efetuaram-se dois experimentos com inéculos maiores que a DL 50% ja
estudada, analisando-se a periodicidade distinta do tratamento, observando inéculo
alto, tratamento precoce, e inéculo baixo com tratamento tardio.

Todos os procedimentos seguiram paramentacdo adequada, e manipulacdo

em fluxo laminar.

3.9.1 Experimento 1

Objetivando a reproducdo de doenca letal aguda, forma de evolucdo aguda
progressiva, selecionou-se inoculo, 10® leptospiras e iniciou-se a terapéutica
coincidente com o inicio dos sinais clinicos apresentados, apos a inoculagdo. Como
nesta forma de evolucéo a doenca tem progressdo muito rapida, no inicio dos sinais,
provavelmente ja ocorreu disseminacdo das leptospiras para 6rgaos alvos, sendo o
tratamento neste momento adequado.

Experimentos anteriores com esta cepa e este indculo, referiram que a data
estimada do Obito apds a inoculacdo foi de 4 a 6 dias, e que o surgimento dos sinais
variou de 24 a 48 horas ap0s ainoculacdo (Athanazio, 2005).

O antibidtico ampicilina foi utilizado em dias propostos, com dose de 100
mg/kg/diadividido del2/12h, vialM.

O antioxidante, NAC foi utilizado na dose de 100mg/kg/dia via IP aplicado
lentamente, dividido de 12/12h.

Nos controlesfoi utilizado placebo (dgua destilada) vialP.

Aposainocul azdo, os animais foram observados diariamente, duasvezesao dia.

O tratamento foi iniciado quando do inicio dos sinais. A duracdo do

tratamento foi programada para até no méximo 4 dias.
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Os grupos foram assim distribuidos:
Quatro grupos constituidos de seis hamsters cada, a seguir:
Grupo infectados- nao tratados: verificacdo da doencaletal aguda.
Grupo-AMP: inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina. Verificou-se a
eficacia do antibidtico, em relaco a tecidos-alvo, correlacionando-os aos infectados-
néo tratados.
Grupo-NAC: inoculagéo da cepa e tratamento com NAC. Verificou-se a eficacia do
antioxidante, em relacdo a tecidos-avo, correlacionando com os infectados-néo
tratados
Grupo AMP+NAC: inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina associada ao
NAC. Analisou-se a eficacia em tecidos-alvo, correlacionando-os aos infectados-n&o

tratados.

3.9.2 Experimento 2

Objetivando a reproducdo de doenca letal aguda, forma de evolucdo
bifasica, selecionou-se indculo de 10° leptospiras introduzindo-se terapéutica em
dias determinados, sem respeitar o inicio dos sinais. Esta forma de evolucéo tem
um curso prolongado ou hifasico, respeitando um periodo de leptospiremi a, e apos
afase imune.

Experimentos anteriores com esta cepa e este inéculo, referiram que a data
estimada do 6bito apds ainoculacdo foi de 10 a 11 dias, e que o0 surgimento dos sinais
inicias variou do 6° ao 8° dia, apds a inoculagdo, sendo a terapéutica introduzidaem

dias determinados, a partir do sexto dia poésainoculagéo (Athanazio, 2005).
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A introducdo tardia da terapéutica € muito discutida, em relacéo a reducéo da
morbidade, e da presenca de leptospiras sistémica e nos tecidos.

Neste estudo, 18 hamsters foram divididos em 2 grupos com subgrupos

Utilizou-se ensaio terapéutico com antibiético, sem e com NAC.

A ampicilina foi utilizada em dias propostos, com dose menor que no
experimento 1, de 80mg/kg dia, dividida de 12/12h , viaIM. O NAC foi utilizado na
dose de 100mg/kg/dia via IP, de 12/12h. A introducdo tardia da terapéutica foi
efetuada para observamos se ocorreria alteragcdo na morbidade, e da presenca de
leptospiras nos tecidos. Assim como a dosagem de ampicilina foi diminuida para
observarmos um possivel efeito do antioxidante.

Os controles utilizaram placebo (&gua destilada) 1P, 1 ml.

Apoés a inoculagdo de 1ml IP de 10° leptospiras/ml, os animais foram
observados diariamente, duas vezes ao dia.

Os grupos estudados foram assim distribuidos: um grupo denominado “1” com
inoculacdo da cepa e inicio do tratamento no 6°dia apds ainoculagdo, com duracdo de
4 dias, e eutanésiano 10° dia, e um grupo denominado “2” com inicio do tratamento
no 8° dia apds a inoculacdo, e eutandsia no 11° dia. Com a menor duragdo de
tratamento e inicio no 8° dia, analisou-se muito proximo a data estimada do Obito se
ocorreu eficiciacom o antibidtico, e com o0 uso de ampicilinaassociadaao NAC.

Os grupos distribuidos foram:

Grupo infectados- ndo tratados1 : Grupo infectados que ndo receberam tratamento,
verificagcdo da doenca letal aguda.

Grupo-AMP1- inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina. Verificou-se a
eficacia do antibidtico, em relacdo a tecidos-alvo, correlacionando-os aos infectados-

nao tratadosl.
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Grupo NACI1 - inoculagéo da cepa e tratamento com NAC. Verificou-se a eficécia
do antioxidante, em relacdo a tecidos-alvo, correlacionando-os aos infectados-néo
tratadosl.

Grupo AMP+NACT1- inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina associada ao
NAC. Analisou-se a eficacia do antibidtico associado ao antioxidante, em relacéo a
tecidos-alvo, correl acionando-os aos infectados-néo tratadosl.

Grupo AMP2- inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina em menor dosagem
e inicio de tratamento mais tardio. Analisou-se a eficacia do antibidtico em relacdo a
tecidos-alvo, correlacionando-os aos infectados-ndo tratadosl, com inicio de
tratamento mais tardio.

Grupo AMP+NAC2 - inoculagdo da cepa e tratamento com ampicilina menor
dosagem e inicio de tratamento mais tardio associadaao NAC. Analisou-se a eficacia
do antibidtico associado ao antioxidante, em relacéo a tecidos-alvo, correlacionando-

0s aos infectados-ndo tratadosl.

3.10 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados com médias e desvios padrdo. Testes ndo
paramétricos de Kruskal-Wallis foram utilizados para comparar os dados
laboratoriais entre 0s grupos.

A comparado entredois gruposindependentesfoi realizada através de testesnéo
paraméricos Mann-Whitney. Foi considerado como diferenca significativa os grupos

gueobtiveram p<0.05. O programa utilizado foi 0 SPSS (SPSSInc., Chicago)
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O estudo mostrou diferencas de resultados nos Experimentos 1 e 2, quando
comparados os animais infectados (n&o-tratados), com os animais tratados.

A andise bioquimica (uréia, bilirrubina total e TBARS), histopatologia (H&E),
imunohistoquimica com marcacdo de Leptospira € com marcacdo de NHE-3 e
NKCC2 em respectivos locais no tdbulo renal, apresentaram diferencas.

Os animais referidos como Grupo infectado , ndo tratados, foram os mesmos
gue reproduziram a caracterizacdo do modelo de doenca letal aguda, em ambos os
experimentos. Os parametros utilizados para caracterizar a validagdo do grupo néo
tratado, foram alteragbes histopatol6gicas caracteristicas de leptospirose aguda no
H&E, caracterizacdo de antigenos de leptospira na imunohistoquimica, ambos
focalizando rim, pulméo e figado.

A presenca de antigenos de leptospira foi demonstrada em ambos os
experimentos, sendo mais evidente no E1. Em todos os tecidos analisados de animais
tratados houve reducdo ou auséncia de leptospiras. Na imunohistoquimica, com
andlise semi-quantitativa em cruzes, a presenca de antigenos de Leptospira foi
observada em coloracdo marrom, em rim, pulméo e figado. Em todos os animais
observamos a presenca do antigeno na analise semi-quantitativa, nos tecidos que
variou de 2 a 3 cruzes, com maior identificacdo do antigeno no figado, e rim, e
menor no pulmao. A utilizagcdo do NAC ndo adicionou qualquer efeito a ampicilina

em ambos 0s experimentos.
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A expressdo dos anticorpos NHE3 e NKCC2 no tecido renal em suas
respectivas localizagdes, em coloragdo marrom, foi demonstrada através de andlise
semi-quantitativa, comparando animais infectados ndo tratados com animais tratados
e também em relagdo a animais ndo infectados, normais. A utilizacdo do NAC ndo

adicionou qualquer efeito a ampicilina em ambos 0s experimentos.

4.1 Hematoxilina-eosina (H&E) e Imunohistoquimica com

marcac¢io de Leptospira nos tecidos nos Experimento 1 e 2

4.1.1 Tecido renal

Em animais infectados, ndo tratados demonstrou-se necrose tubular aguda em
ambos os experimentos, sendo mais evidente a nefrite intersticial no E2. Em animais
tratados, lesdes incipientes no tecido rena se aproximando da normalidade foram
observadas (Figura 1).

Na imunohistoquimica, em animais infectados ndo tratados ambos mostraram
leptospiras com coloragdo marrom no tecido renal, variando de 2 a 3 cruzes nos
experimentos 1 e 2. Em animais tratados houve reducdo ou desaparecimento de

leptospiras no tecido (Figura 2).
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Figura 1 — Histopatologia de tecido renal de animais infectados nio tratados. a e

b: Experimentos 1 e 2 respectivamente, e c: animal tratado do E1

a detalhe de érea de necrose tubular aguda focal, com intersticio e glomérulos congestos
(H& E-200X); b: detalhe de necrose tubular aguda, e nefriteintersticial (H& E-200X);

c: rim de aspecto praticamente normal, exceto pela presenca de um tdbulo revestido por
células epiteliais baixas, sugerindo necrose tubular aguda discreta (H& E-200X)
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Figura 2 — Imunohistoquimica (IH) com marcacido de Leptospira em tecido
renal de animais infectados nio tratados. a e b: Experimentos 1 e 2
respectivamente. c: animal tratado do E2

a acumulo de antigenos de leptospira no intersticio do rim e no citoplasma das células
inflamatérias (+++) (IH-200X); b: Observou-se depdsitos de antigenos de Leptospira
distribuidos ao longo do tecido em coloragdo marrom (+++) (IH-200X). No animal tratado

com ampicilinafoi verificada presenca de raras | eptospiras (IH-200X)
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4.1.2 Tecido pulmonar

Em animais infectados n&o tratados demonstrou-se hemorragia intraalveolar
em ambos 0s experimentos, mais evidente, no E1. Em animais tratados, reacéo aguda
do intersticio foi observada (Figura 3).

A presenca de antigenos de leptospira foi demonstrada em ambos o0s
experimentos, sendo mais evidente no E1. Em todos os tecidos de animais tratados

houve reducéo ou auséncia de leptospiras (Figura 4).
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Figura 3 — Histopatologia de tecido pulmonar de animais infectados nao

tratados. a e b: Experimentos 1 e 2 respectivamente. c: animal tratado do E1

a: verificou-se aspecto de pneumopatia hemorragica. Na periferia de um brénquio, grupos de
alvéolos com hemécias na luz, reagdo aguda discreta do intersticio pulmonar (H& E-200X);
b: Ressaltou-se hemorragia pulmonar importante com lesdo em intersticio; c: reacdo no
intersticio pulmonar (H& E-200X)
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Figura 4 — Imunohistoquimica (IH) com marcacio de Leptospira em tecido
pulmonar de animais infectados nao tratados. a e b: Experimentos 1 e 2
respectivamente. c: animal tratado do E2

a junto ao brénquio, células inflamatérias com antigeno de leptospira no citoplasma de
células mononucleares junto ao revestimento alveolar, com coloracdo marrom (+++) (IH-
200X); b: nota-se, grupos de macr6fagos com depdsito antigénicos naluz dos alvéolos (+++)
(IH-200X); c: nulidade de leptospiras
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4.1.3 Tecido hepatico

Em animais infectados, ndo tratados demonstrou-se alteracGes hepéticas
compativeis com Leptospirose (Figurab).

A presenca de antigenos de leptospira foi demonstrada em ambos os
experimentos, sendo mais evidente no E1. Todos os tecidos de animais tratados

houve reducéo ou auséncia de leptospiras (Figura 6).

Figura 5 — Histopatologia de tecido hepatico de animais infectados néo tratados.

a e b: Experimentos 1 e 2 respectivamente.
a e b: observou-se grande area de destrabeculag@o de hepatécitos na &rea Il (centrolobular),
e sinusoi des congestos (H& E-200X).
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Figura 6 — Imunohistoquimica (IH) com marcacio de Leptospira em tecido
hepatico de animais infectados niao tratados. a e b: Experimentos 1 e 2
respectivamente.

a depositos de antigeno em células mononucleares fagociticas. Deposito focal de antigeno
sobre a membrana de hepatdcito na érea Il1.(+++) (IH-200X); b: depdsitos de antigeno em

células mononucleares fagociticas (++) (IH-200X)

Sumariando, validou-se a caracterizagdo do modelo, ressaltando-se a
mimetizacdo da leptospirose de humanos, demonstrada com principais lesdes
caracteristicas da leptospirose em 6érgaos como pulméo, rim e figado, assim como a

presenca de antigenos de leptospira, nesteslocais.
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4.2 Imunohistoquimica com marcacao de anticorpo NHE3 e
NKCC2 nos Experimentos 1 e 2 . Comparacio entre
animais infectados nao tratados e tratados: analise semi-

quantitaviva.

4.2.1 Tecido renal: Anticorpos NHE-3 e NKCC2

Verificou-se que os animais dos grupos infectados ndo tratados, no E1 e E2,
apresentaram diminui¢do da marcagdo do anticorpo NHE-3 em coloragdo marrom,
junto a membrana apical, dos tubulos proximais. Nos animais tratados observou-se
uma expressdo muito aumentada em relagdo ao animal ndo tratado, mais evidente no
E1. N&o houve diferenca quanto a associagdo com o NAC (Figura 7). Observou-se
uma expressao aumentada em relacéo ao tecido renal do animal normal néo infectado
(Figura?7).

Em relacdo ao NKCC2, junto a membrana apical das células da porcéo
espessa ascendente da alca de Henle, houve diminuicdo da atividade em animais
infectados, aumentando ou revertendo a expressdo em animais tratados (Figura 8).

N&o houve diferenca quanto a associacdo com o NAC.
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Figura 7 — Imunohistoquimica (IH) com marcacido de NHE3 em tecido renal de

animais infectados nio tratados. a e b: Experimentos 1 e 2 respectivamente. ¢ e

d: animais tratados do E1 e E2 respectivamente

a :animais infectados no E1 mostrando diminuicdo do NHE3 na parte apical das células do
tubulo proximal (+) (IH-400X); b: NHE3 ndo mostrando expressdo no E2 (IH-200X);
c: aumento da expressdo do NHE3 no E1(+++) (IH-200X); d: discreto aumento do NHE3 no
E2 (++) (IH-200X)
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Figura 8 — Imunohistoquimica (IH) com marca¢io de NKCC2 em tecido renal
de animais infectados nao tratados. a e b: Experimentos 1 e 2 respectivamente. ¢
e d: animais tratados do E1 e E2 respectivamente

a:animais infectados no E1 mostrando diminuic¢éo do NKCC2 junto a por¢éo espessadaalca
de Henle(+) (IH-200X); b: NKCC2 com expressdo diminuida no E2(+) (IH-360X);
c: aumento da expressdo do NKCC2 no E1(+++) (IH-360X); d: NKCC2 no E2 (++) (IH-200X)



Resultados 59

4.3 Imunohistoquimica com marcacao de anticorpo NHE3 e

NKCC2 em animais normais, nao infectados.

4.3.1 Tecido renal: Anticorpos NHE-3 e NKCC2

Verificou-se que a marcacéo

nos locais especificos em hamsters ndo
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Figura 9 — Imunohistoquimica (IH) com marcacio de NHE3 e NKCC2 em

tecido renal de animal normal nio infectado. a e b: respectivamente

a animal norma mostrando marcacdo de NHE3 na parte apica das células do tubulo

proximal (IH-200X); b: anima norma com marcagdo de NKCC2 junto a por¢do espessa da

alcade Henle (IH-200X)

Este estudo sugere que com a doenca, pode ocorrer diminui¢éo do NHE3 e do

NKCC2, e que com o tratamento, ocorreu uma recuperacdo de ambos, se

aproximando da normalidade. Com o tratamento mais tardio houve menor

restabel ecimento da expressao.
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4.4 Sinais

Ossinais e a ocorréncia de obito estdo registrados naTabela 1.

Febre, letargia e pélos ericados, ocorreram 36 horas ap6s a inoculacédo no E1,
enove dias apds ainoculagdo no E2.

A ictericia foi verificada na mucosa ocular no quarto dia, bem como a
hemorragia na narina e na mucosa vagina no E1. No E2, os animais ndo
apresentaram hemorragia, sendo o sinal mais comum pél os ericados.

No experimento 1 em 50% dos animais infectados n&o tratados ocorreram
obitos, e no E2 nenhum o6bito em animal infectado néo tratado. Nos animais tratados
no E1 n&o observou-se obitos, mas no E2, 2 ohitos foram observados, um deles no

tratamento tardio com ampicilina (Tabela 1).
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Tabela 1 — Ensaio tergpéutico com Ampicilina, NAC, isolados e associados,

segundo sinais e 6bitos, em hamsters inocul ados.

Febre Hemorragia Prostragdo Ictericia P8osericados ~ Obitos
n (%) n (%) n (%) N (%) N (%) N (%)
Experimento E1
Gruposn=6
Infectado- ndo tratado 4/6 (67) 2/6(33)  6/6(100) 2/6(33) 2/6 (33) 3/6 (50)
AMP - - - - - -
NAC 2/6(33)  3/6(50) 5/6 (84) 2/6(33) 2/6 (33) 3/6 (50)
AMP+NAC - - - - - -
Experimento E2
Gruposn=3
Infectado-ndo tratado(1)  1/3(33) - 1/3(33) - 2/3(67) -
AMP(1) - - - ; ) ]
NAC(1) 2/3(67) - 2/3(67) - 2/3(67) -
AMP+NAC(1) - - - - - 1/3(33)
AMP(2) - - 1/3(33) - 1/3(33) 1/3(33)
AMP+NAC(2) - - 1/3(33) - 1/3(33) -

AMP (grupo tratado com ampicilina), NAC (grupo tratado com N-aceticisteina), e AMP+NAC (grupo tratado
com ampicilina e N-acetilcisteina); (1)-animais tratados no sexto dia apds inoculagdo E2, (2)animais tratados no

oitavo dia ap6sinoculagdo E2.
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4.5 Analise macroscopica no momento da necropsia

Nos animais infectados n&o tratados do E1 e E2, verificou-se hemorragia
pulmonar em todos os |6bulos pulmonares, mais evidente no E1, e no rim observou-
se friabilidade. Nos Grupos tratados ndo foi demonstrado sina de hemorragia

pulmonar e ateracéo renal.

Portanto, os grupos tratados com ampicilina e ampicilina e NAC, n&o

mostraram quaisquer alteractes significativas pulmonares erenais entre eles.

4.6 Analise semi-quantitativa com marcacido de antigeno de
leptospira, transportadores renais, e sinais nos

Experimentos 1 e 2

Foi realizada andlise semi-quantitativa com comparagéo dos tecidos renais de
animais infectados ndo tratados e tratados em laminas individuais. Objetivou-se
demondrar a presenca da leptospra quando da diminuicéo dos transportadores renais,
e em animais tratados diminui¢céo ou nulidade de Leptospiras com restabel ecimento

da expresséo dos transportadores (Tabela 2).
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Tabela 2 — Analise semi-quantitativa de

63

Antigeno de Leptospira, NHE3 e

NKCC2
Experimento 1 Grupos Leptospira/ | NHE3 | NKCC2 Sinais de | Febre | Obito
animais tecido renal hemorragia
G1Al N&o ndo realizado - - néo sim sim
GlA2 tratados - 0 " néo sm | ndo
G1A3 +++ 0 + sim sim néo
G1A4 +++ + + nao nao nao
G1A5 ndo realizado - - sm néo sm
G1A6 +++ 0 + néo sm sm
Experimento 2
Animais
G1Al1 N&o ++ 0 nao nao nao
G1lA2 tratados +++ + 0 ndo sm nao
G1A3 +++ + + nao nao nao
Experimento 1 Leptospiral | NHE3 | NKCC2 Sinais de febre | obito
animais tecido renal hemorragia
G2A1 Tratado - +++ ++ - - -
G2A2 com AMP - ++ ++ - - -
G2A3 - +++ + - - -
G2A4 - ++ ++ - - -
G2A5 - +++ + - - -
G2A6 - ++ ++ - - -
Experimento 2
Animais
G2A1 Tratado + +++ ++ - - -
G2A2 comAMP 1 ) - + i i )
G2A3 + ++ ++ - - -
G2A1 Tratado + + + - - sim
G2A2 com AMP 2 ) - + i i )
G2A3 + ++ + - - -

Notar:: N&o tratados —infectados sem tratamento; AMP : tratados com ampicilina do E1;

AMP 1: tratados com ampicilinado E2, inicio seis dias apds a inoculagdo; AMP 2: tratados com ampicilina do

E2 inicio no oitavo dia pds inoculagdo
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4.7 Dosagens bioquimicas

Procedeu-se dosagem de Uréia (U) mg/dl, e de Bilirrubina Total (BT) mg/dl
de todos os Grupos, nos Experimentos 1 e 2, correlacionando-as, além da dosagem
do TBARS no E1. Os valores foram expresos em média e desvio padréo.

Uréia: Nos E1 e E2, nos animais infectados néo tratados os valores de uréia
foram: 412+150mg/dl e 392.5t57mg/dl respectivamente, tendo significancia, em
relacdo aos animais tratados com AMP. 63+18mg/dl, e 102+9mg/dl, e AMP+NAC:
62+04mg/dl e 98+10mg/dl respectivamente. p <0.005. N&o houve diferenca entre o
grupo infectado ndo tratado e o grupo tratado somente com NAC.

BT: No E1 e E2, os valores de hilirrubina total de animais infectados n&o
tratados foram: 11+2.8mg/dl e 17+3.5mg/dl respectivamente, sendo
signifi cantemente mais elevados do que os tratados com AMP e AMP + NAC em
ambos 0s experimentos pois estes apresentaram valores <1.0mg/dl. p<0.005 Néo
houve diferenca entre o grupo infectado n&o tratado e o grupo tratado somente
com NAC.

TBARS: No E1, nos animais infectados, os niveis de TBARS foram
17.6t7.2umol/L, sendo mais elevados do que os tratados com AMP: 3.1+1.62umol/L

AMP+NAC: 2.1 +1.2 umol/L e apenas com NAC 3.2 +1.7 umol/L. p< 0.005

Resumindo, o Experimento 1, caracterizou o modelo de leptospirose,
mostrado através da histologia (H&E) e verificou-se a presenca de antigenos de
leptospiras. Na andlise bioguimica observou-se niveis elevados de uréa nos

controles positivos.
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A dosagem de TBARS (estresse oxidativo), esteve muito elevada em relacéo
aanimais normais, e ao proprio animal prévio ainoculacao.

Quanto a terapéutica percebeu-se que em quase todos 0s parametros, a
utilizacdo de Ampicilina e Ampicilina com NAC, mostrou-se eficaz, sem diferenca

entre estes.



5. Discussao
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Apobs a descricdo da Leptospirose, por Weil em 1886 (Weil, 1886), varios
estudos experimentais em animais, e em humanos foram desenvolvidos.

Estudos em humanos e experimentais comprovaram através de técnicas de
identificacdo de leptospiras nos tecidos, o tropismo desta, acarretando |esdes
caracteristicas principamente em Orgdos como pulméo, rim, figado, baco e
miocérdio (Arean, 1962a; Arean, 1962b; Alves et a., 1992; Oliva et al.,1994; De
Brito et a., 2006).

Nosso estudo experimental de Leptospirose em hamster, foi proposto com o
intuito de mimetizar a Leptospirose, doenca de Weil de humanos, verificando uma
combinacdo de manifestagdes que incluem lesdes destes o6rgdos especificos,
conduzindo aictericia, insuficiéncia renal, hemorragia, mais comumente a pulmonar,
miocardite e choque, ja comumente descritos (Levett, 2001; McBride et a., 2005;
Spichler et a., 2005; Ricaldi e Vinetz, 2006).

No presente estudo, para andlise mais detalhada, e para estudo de
comprovacdo da existéncia da Leptospira ou seus produtos nos locais especificos,
uma combinacdo de analise funcional, histopatologica e de apropriada metodologia
de demonstracéo da |eptospira proporcionou resultados integrados, e mais compl etos,
com possibilidade de serem reproduzidos.

Neste trabalho, para a mimetizacdo da doenca de humanos, num modelo

experimental, a avaliacdo clinica, laboratoria e sorolégica é fundamental, mas a
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comprovagao ao nivel microscopico, das lesdes, através de histologia, andlise celular,
identificacdo da espiroqueta nos tecidos ou em culturas, permite estudos mais
especificos com posterior intervencéo, objetivando nova abordagem, com melhora do
prognostico e diminuigdo da letalidade.

Arean em 1962, iniciou esta investigacao, realizando estudo com autopsias de
pacientes com leptospirose, em Porto Rico. Nestas, verificou ictericia com graus
variados, figado com desorganizacéo hepética, rins congestos com edemaintersticial,
lesdo tubular renal de acordo com o periodo da doenca, com pulmédo congesto, e
hemorragia grave em 60% dos pacientes (1962).

Em 2006, De Brito et a, iguamente em autdpsias de pacientes no Brasil,
comprovaram lesdes semelhantes e apontaram para histopatologia compativel no
pulméo com hemorragia pulmonar, no rim, nefrite intersticial focal, e no figado uma
desorganizacdo do espaco- porta completa ou parcial. Neste momento, com técnicas
mais precisas da identificacdo das leptospiras nos tecidos, constataram que ndo
houve muita diferenca na histopatologia comparativa de 1962. Os pacientes sao de
regides diferentes, mas 0s autores observaram que recentemente ainda ocorrem
Obitos por Leptospirose, e os 6rgaos sdo acometidos de maneira similar (2006).

Neste estudo em hamster, produzimos a mimetizagdo através da inoculacéo
com a L. Interrogans Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, que geralmente acarreta a
forma grave. Estes achados que ocorrem em humanos, comprovam o modelo de
doenca grave, como ja demonstrado por Arean e De Brito (1962b; 2006).

No nosso estudo realizamos, anadlise funcional, histopatolégica, e

concomitante verificagcdo da Leptospira nos tecidos citados. Arean realizou estudo
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funcional e morfologico, com demonstracdo do modelo experimental de doenca
grave em cobaias, assemelhando-se em parte ao nosso estudo (Arean, 1962b).

Apobs analisarmos 0 mecanismo de lesdo tubular renal, com enfogue nos
transportadores tubulares, avaliamos a intervencdo terapéutica antibidtica com
andlise dos parametros mencionados.

Varios modelos experimentais de L eptospirose foram relatados em diferentes
hospedeiros suscetiveis. Porém, cobaia e hamster foram os modelos mais estudados
para patogénese renal, pulmonar e hepéatica (Arean, 1962a; Davila de Arriaga et al.,
1982; Alveset al., 1992; Nally et al., 2005).

Estudos de tratamento e de imunoprotecdo foram mais relatados em hamster,
ambos mimetizando a doenca grave de humanos (Miller et a., 1974; Alexander et al.,
1986; Olivaet a., 1994; Alt e Bolin., 1995; Barnett et a., 1999, Truccolo et al., 2002).

Selecionamos 0 modelo de hamster, por ser suscetivel, desenvolver doenca
grave e principalmente por também ter sido realizada intervenc&o terapéutica

Estudos prévios utilizaram cepas e indcul os diferenciados. Quando utilizou-se
tratamento, este foi referido com antibidticos diversos, dia de inicio, duracéo de
tratamento e vias de administracdo diferenciadas, além de observacdo clinica, em
alguns estudos pertinentes.

Propusemos a verificagdo de dois modelcs de doenca grave com lesdo nos
orgaosacometidos naleptospirose, realizados atravésde dois experimentos, experimento
1 (E1) e experimento 2 (E2). No primeiro, foi propogo doenca muito grave, aguda e
progressiva, e no segundo, uma lesdo grave, mas com periodcidade do agravo mais
lenta, podendo se compara a uma doenca “bifasca’. Como em humancs a doenca de

Well podeter formas de evolucd diferentes, mimetizamosas duasformas
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Para comprovar que os achados experimentais confirmam a doenca,
realizamos nos dois experimentos, dois modelos de animal infectado sem
tratamento, com inoculacdo de L. Interrogans Copenhageni L1-130, sempre
respeitando o valor acima da dose letal (DL) 50%.

No presente estudo, a eutanasia foi programada de acordo com experimentos
anteriores em hamster inoculados com esta mesma cepa, sugerindo, o dia provavel
do 6hito para cadainoculo (Athanazio, 2005).

Foram analisadas avaliacdo funciona através de bioguimica, investigacéo
histopatologica (através de H&E) de tecidos, como rim, pulmdo e figado, com
destaque para as lesbes mais especificas, e a demonstracdo de leptospiras nestes
tecidos através de Imunohistoguimica (I1H).

Existem vérias metodologias para deteccdo de leptospiras nos tecidos. Entre
elas, a cultura de tecido, porém as leptospiras exibem um crescimento lento e
potencia para contaminagdo em culturas; aimpregnacdo pela prata através da técnica
de Warthin-Starry, que tem variabilidade dos resultados com relatos de baixa
sensibilidade e especificidade; hibridizagdo“in situ”; técnicas de PCR semi-
guantitativo e Rela Time PCR; e imunoperoxidase entre outras (Truccolo et al.,
2002; De Brito et al., 2006).

A imunoperoxidase, € um método fidedigno que identifica os antigenos da
Leptospira em tecidos (Yasuda et al., 1986). No tecido renal, observou-se
depdsitos de antigenos no citoplasma, e também na membrana tubular luminal
(De Brito et a., 2006). Depdsitos em citoplasma também foram observados em

tecido pulmonar e hepético.
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Em estudos prévios Oliva et al, avaliaram a atividade letal em modelo de
hamster, de cepas como Canicola, Icterohaemorragiae, € Pomona, serovares mais
prevalentes no local. Com indculos que variaram de 3.8x10° a 6x10’ leptospiras,
realizaram observacdo clinica dos animais, com a necrépsia programada ap0s o
sétimo dia de inoculacdo, e com andlise histopatologica. Esta mostrou alteractes de
hemorragia e congestdo em todos os tecidos com graus variados, dependendo da
cepa.(1994) Rins apresentaram-se com alteracdo de degeneracdo do epitélio tubular e
hemorragia; pulmd com congestdo e hemorragia, e o figado com perda da
arquitetura do tecido. A demonstragdo da Leptospira nos tecidos foi através da
analise semi-quantitativa por método Warthym-Starryn, com evidéncia de |eptospiras
em todos os 6rgaos mencionados (Olivaet al., 1994).

Miller et al, realizaram experimento com hamster, e com a cepa L.interrogans
Icterohamorrhagiae cepa SC 2165, inoculando-os com 1x10° leptospiras, e com
periodos de sacrificio programados, variando de duas horas apds a inoculagdo até
noventa e seis horas. Apds 2 horas, observaram através de cultura de sangue e
tecidos, que no sangue, assim como no rim e no figado ja existia presenca de
leptospiras, com maior quantidade no figado. Com noventa e seis horas apds a
inoculacdo, este nUmero aumentou, e sempre existindo em maior concentracdo no
tecido hepético. Em relagcdo ao pulmao, lesdes como hemorragia, e lesdo de capilar
pulmonar, foram observadas em 50% dos animais mesmo antes da presenca da
leptospira, apos 12 horas de inoculagéo. Provavelmente no pulmé&o ocorreu menor
lesdo direta, em comparagdo com rim e figado (Miller et al., 1974).

Barnett et al, realizaram experimentos em hamster com a cepa L. kirschneri

serovar Grippothyposa cepa RM52, com indculos que variaram de 10% a 10°, com
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eutandsia programada para 10 e 28 dias apos a inoculagdo. A dose letal 50% desta
cepaeralld’.

Dez dias ap0s a inoculagdo, as leptospiras ja estavam localizadas no |Umen
tubular, com achados de lipoproteinas LiPL41, LPS e OMPL1 neste local, e com
LPS também no citoplasma da célula epitelial proximal. Poucos antigenos foram
verificados no intersticio. Porém, estes apareceram com 28 dias ap0s a inoculacéo. A
migracdo das leptospiras provavelmente ocorreu do |Umen tubular para o intersticio
(Sitprijaet al., 1980; Barnett et al., 1999; Sitprija e Kearkiat, 2005).

Uma explicagcdo aventada € a de que a célula epitelial lesada, pode resultar no
aumento da permeabilidade a leptospira; ou através de um processo de vesiculas
endociticas, ou por um transporte ativo do |lUmen tubular para o intersticio. Esta
transocacdo da Leptospira, pode contribuir para a resposta inflamatoria, e para a
lesdo renal na Leptospirose (Barnett et al., 1999).

Como estes estudos prévios foram individualizados, focalizando objetivos
diferenciados, e com andlise e técnicas diferenciadas, 0s experimentos propostos para
0 Nosso objetivo, foi primeiro verificar doenca letal aguda em hamster.

Escolhemos a cepa que gera doenca leta aguda, e que provavelmente
acomete de maneira similar, lesbes em pulmao, rim e figado. A discussdo sobre os
in6cul os se baseou nos trabalhos prévios com outras cepas, e em recente estudo onde
se utilizou a cepa em questdo em hamster (Athanazio, 2005). Como j& calculada a
DL50%, nos inoculos propostos, nos baseamos nesta, e também nos dias
programados de eutanasia no estudo prévio.

Nossa premissa foi de uma verificacdo mais geral das lesdes renal e hepatica,

com bioguimica para andlise de uréia, e bilirrubina total, estas selecionadas por
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escassa quantidade sanguinea, até a analise mais especifica, quase sempre referida
Nnos estudos prévios.

Caso aventdssemos analisar exatamente 0 momento das lesdes nos 0rgaos,
poderiamos ter realizado eutanédsias seriadas com intervalos curtos. Desta forma
saberiamos exatamente o momento da lesdo, e provavelmente a quantidade de
leptospira nos locais, visto que, em estudo prévio, duas horas ap0os a inoculagdo, ja
foram identificadas leptospiras circulantes, e em doze horas, a lesdo pulmonar
(Miller et d., 1974).

Porém, assim como Barnett et a que analisaram os tecidos somente apds dez
dias, e Oliva et al, apos sete dias da inoculacdo, nosso estudo optou por predizer que
nos momentos escol hidos para a eutanésia, ja ocorreriam as lesdes nos 0rgaos, e ndo
com realizacdo de eutanésia diaria ou em curtos periodos de tempo (Oliva et al.,
1974; Barnett et al., 1999).

Os animais identificados como controle, ou sga infectados sem tratamento,
para 0 nosso estudo de tratamento, foram os mesmos nos quais verificamos a
comprovacao da eficacia do modelo.

Como utilizamos dois indculos diferentes, esperariamos, lesdes mais graves,
e em menor tempo no E1, e provavelmente com maior nimero de Leptospiras.
Porém, ambos apresentaram |lesdes da forma grave, e a presenca da espiroqueta, ja
gue o indculo foi maior que a DL50% selecionada para esta cepa.

Portanto, no E1, comprovamos que o0 modelo foi eficaz andisando a
bioguimica, em relagdo ainsuficiéncia renal, com dosagem de uréia, no momento da
eutanasia. Esta nestes animais se manteve muito elevada, acima do valor normal,

sugerindo umainsuficiénciarenal grave.
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Outra dosagem realizada foi a de bilirrubina total que também se manteve
muito elevada em comparacdo aos valores normais.

No El, tecidos renais apresentaram-se com lesOes tipicas de nefrite
intersticial focal, com lesdo tubular, principalmente de tabulo proximal, com minima
lesdo glomerular.

O pulméo apresentou hemorragia intra-alveolar na maioria dos animais, com
alvéolos apresentando hemécias na luz, e no figado uma desorganizacdo de
hepatécitos, com destrabecul acdo dos espacos porta.

Na imunohistoquimica com andlise semi-quantitativa, a verificagdo das
leptospiras esteve presente em todos estes tecidos, distribuidas ao longo do tecido
renal, e ao redor das células tubulares. No pulméo, demonstrou-se no intersticio e ao
redor dos alvéolos, e no figado com apresentagdo semel hante.

No E2, comprovamos a eficacia do modelo por metodologias semelhantes,
com uréia e bilirrubina muito elevadas em relacdo aos valores normais, indicando as
mesmas consideracdes do E1. Na histologia, detectou-se mais a presenca de lesdes
intersticiais, tanto no pulmé como no rim. Na imunohistoguimica, verificou-se
menor quantidade de leptospiras, visto que o indculo foi menor.

Como poucos estudos de patogénese em hamster foram relatados, verificamos
apenas como uma metodologia complementar, alguns trabalhos de destaque em
cobaias, para melhor entendimento da patogénese pulmonar (Nally et a., 2004),
renal e hepatica (Arean, 1962a; De Brito, 1968; Davila de Arriaga et al.,1982; Alves
et al., 1992).

Na leptospirose, a lesdo renal principal que ocorre é a nefrite tubulo-

intersticial (Arean, 1962a; Alveset al., 1992; Levett, 2001; De Brito et al., 2006).
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A nefrite, demonstrada em humanos, e em modelos experimentais ocorre
mais relacionada com o tempo de sobrevida do hospedeiro. A infiltragdo pode ser
difusa ou focal, e LPS e proteinas da membrana externa, sdo encontrados no
intersticio renal, podendo contribuir para a nefrite (Sitprija et al.,1980; Alves et
al.,1992; Barnett et al., 1999; Athanazio, 2005).

Apbs a comprovagdo em varios estudos, uma das explicagcdes da nefrite, esta
relacionada as glicoproteinas da leptospira com produgdo de resposta inflamatoria
tardia (Alveset al., 1992).

Através de experimentos como os de Yang, proteinas da membrana externa
de L.shermani, foram adicionadas a cultura de células da porcéo espessa medular
renal ascendente de ratos. A adicdo de proteinas de L.shermani a esta cultura de
céulas, induziu uma significante ligagdo do DNA nuclear do fator NF-xB,
responsavel por inflamacéo. Apos 48 horas, a expressao de 6xido nitrico, MCPL1 e de
TNF alfa aumentou. Este aumento, sugeriu uma adaptacdo hemodinamica, de um
mecanismo de vasodilatacdo protetor, ou aumento de lesdes devido a producdo de
peroxinitrito e radicais livres. Os mondcitos, participando da lesdo com aumento do
MCP-1 indicaram um envolvimento das proteinas de membrana da leptospira na
nefrite. Quando realizado experimento semelhante com Leptospira avirulenta ndo
ocorreu producdo destes fatores (Yang et al., 2001; Yang et a., 2000).

A lesdo tubular, € muito comum nainsuficiéncia renal aguda na L eptospirose,
envolvendo principalmente e primeiramente o tubulo proximal (Davila de Arriaga et
a., 1982; Seguro et a., 1990; Barnett et al., 1999). Mas, estudos experimentais em
cobaias mostraram lesdes na juncdo cortico-medular (Davila de Arriaga et a., 1982,

et al.), assim como outros questionam ou referem uma integridade do tdbulo distal
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(Sitprija et al.,1980; Magaldi et a.,1992). A presenca de leptospiras e seus
componentes diretamente relacionados com a membrana celular epitelial tubular
também pode ser contribuinte dalesdo renal.

Clinicamente, a insuficiéncia renal aguda, estd associada a uma forma
especifica de disfuncdo tubular. Politria, hipocalemia, com elevada fracdo de
excrecao urinaria de potassio, freqiientemente podem ser observadas (Seguro et al.,
1990; Magldi et al., 1992; Abdulkader et a., 1996; Sitprijaet a., 2005).

Portanto, a lesdo ocorre principamente no tdbulo proximal. A nefrite
intersticial que surge em momentos diferentes da patogénese, também contribui para
a inflamacdo. A presenca da Leptospira gerando leséo direta, € um dos fatores
contribuintes da patogénese ( Davilade Arriaga., 1982; De Brito et al., 1987; Barnett
etal., 1999).

Em nosso estudo, verificamos a presenca da leptospira no tecido rena
através de IH, com marcacdo do antigeno, utilizando-se um anticorpo policlonal.
Observourse por andlise semi-quantitativa, que as leptospiras estavam presentes,
distribuidas em todo o tecido renal, tanto no E1 como no E2.

Estudamos alguns dos transportadores que estiveram envolvidos nos
mecanismos de distirbios metabdlicos e da polidria comumente referidos na
Leptospirose, atribuindo um mecanismo de lesdo direta da cepa utilizada,
provavelmente por alguns dos componentes da leptospira ou de sualise.

No tubulo proximal, onde se verifica a maior reabsorcéo de sodio, e por ser o
local onde existiria a maior concentracéo de leptospiras (estas podendo ou né&o gerar
lesdo direta), e a presenca do trocador Na'-H* (NHES3), responsavel pela reabsorcio

de sodio, este poderia estar envolvido no mecanismo de polilria e perda de sodio,
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assim como num momento final, pela hipocalemia, que ocorre naleptospirose, caso a
alteragdo se comportasse como um mecanismo de inibic¢éo.

Selecionamos a Imunohistoquimica analise semi-quantitativa com marcagao
do NHE3 no tdbulo proximal. Verificamos a expressdo deste trocador, comparando
com a literatura em modelos experimentais, como também realizamos nossa
marcacéo em hamster normal. Estudos prévios com metodol ogia semelhante foram
demosntrados para verificagdo destes transportadores renais (Llamaet al., 1998; Kim
et al., 1999; Elkjzer et ., 2002).

Através da imunohistoquimica em tecido renal infectado, com ambos
inéculos, comprovamos uma diminuicdo deste trocador, quando comparado ao
hamster normal, ndo infectado. Isto pode em parte explicar as alteragcbes metabolicas
ocorridas na leptospirose. Na H& E do tecido renal, detectamos um padréo de leséo
tubular, como também o estudo funcional apresentou um padrdo de insuficiéncia
renal muito grave.

Analisamos outro co-transportador NKCC2 que pode contribuir para
andlise das alteracdes apresentadas na insufici éncia renal aguda na leptospirose
(Kim et al., 1999).

Wu et a, verificaram peculiares alteragdes “in vitro”, indicando o provéavel
defeito do co-transportador NA*-K™-2CI" (NKCC2), na por¢édo espessa da medula
ascendente, utilizando a Leptospira shermani (2004).

O estudo “in vitro”, foi redlizado adicionando as células da porcéo espessa
ascendente medular de ratos, a proteina da membrana externa desta leptospira. Foi
verificado através de RT-PCR, a expressdo do m RNA do co-transportador. Neste,

observou-se diminuicdo da expressdo deste co-transportador, acancando uma
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inibicdo de até 98%. Para comprovar o efeito da leptospira provavelmente direto na
inibigdo do co-transportador, realizaram outro experimento com a mesma leptospira,
porém adicionando um anticorpo anti L.shermani, sendo o efeito parcialmente
abolido (Wu et d., 2004).

Em nosso estudo, também verificamos as provaveis alteracdes geradas pela
leptospirose, nos experimentos com andlise deste co-transportador, como uma
alteracdo adiciona na patogénese renal. Ja que 0 nosso mimetiza o de humanos, e a
lesdo renal foi muito grave comprovada por andlise mais simples através de
bioquimica e mais completa através de histologia, este co-transportador como uma
continuacdo ao longo do néfron da lesdo, ou por mecanismo compensatorio deve
estar alterado. Este também € o responsavel pela reabsorcdo do sodio.

Mostramos através de IH, nos dois experimentos, uma diminui¢do deste co-
transportador, também com marcacdo destes nos locais onde se encontram nos
tlbulos, comparando com aliteratura, como também com tecido de hamster normal.

Estes resultados sugerem que ocorre ateracdo dos transportadores que
reabsorvem sodio na Leptospirose, explicando em parte as alteragdes eletroliticas,
principalmente por inibicdo no tdbulo proximal do NHES3, onde ocorre a maior
reabsorcéo de sodio, e como contribuicao na porcdo espessa, ainibicdo do NKCC2.

Em comparacdo com Wu, observamos com a L. interrogans Copenhageni,
paralelamente 0 mesmo efeito, sendo nosso estudo “in vivo”, com hamster
desenvolvendo doenca letal aguda, e nossa cepa de maior viruléncia nos dois
experimentos, apesar do autor ter estudado com a L.shermani € “in vivo”.

De acordo com Andrade et al, que realizaram experimentos com L. Pomona,

os resultados em relacdo ao NHES3, foram semelhantes, porém com o NKCC2,
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demonstramos uma disparidade, possivelmente pela diferenca de cepa e inéculos
utilizados, e por nosso modelo ser de insuficiéncia renal mais grave (2007a).

Ressalta-se a observacio de como se comporta a atividade da Na'-K*-
ATPase, com Glicolipoproteina (GLP) de L.interrogans associada a segmentos do
néfron de coelhos, contribuindo possivelmente para a compreensdo das alteraces
eletroliticas (Y ounes-lbraim et al., 1995).

Outra questdo em discussdo é quando deve-se utilizar a antibioticoterapia
para Leptospirose, principalmente apos o quinto dia de doenca (Alexander et a
1986., Vinetz et a., 2003). Como ndo existiriam mais Leptospiras circulantes e sm a
evidéncia da fase imune, para alguns autores o uso de antibiético teria eficacia
discutivel (Edwardset al., 1988; Faine et a., 1999; Costaet al., 2003; Vinetz, 2003).

Porém, a fase imune poderia ocorrer em periodo ndo determinado,
dependendo da resposta imune, ndo havendo mais leptospiras circulantes. Ou sgja,
dois importantes questionamentos em relagdo ao tratamento: como identificaremos
0s pacientes que se beneficiardo da utilizagdo de antibidtico, e como otimizar a sua
utilizacdo (Vinetz, 2003).

Isto corrobora a justificativa dos dois experimentos realizados no nosso
estudo, com modelos de doenca grave e tratamentos diferenciados em momentos
diferentes, e os modelos criados com inbculos diferentes, mimetizando uma
doenca muito grave e com periodo mais curto, e outra muito grave com tempo
evolugdo mais lento.

Varios autores indicaram a utilizagdo da antibioticoterapia, sendo o periodo
de maior eficacia entre 0 sétimo e o décimo dia da doenca (Waitt et al.,1988; Faine et

al., 1999; Bharti et al., 2003,; McBride et al., 2005). Porém em humanos, ocorre
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dificuldade para predizer exatamente 0 momento da doenca, e a ndo indicacdo da
antibioticoterapia, deve ser realizada com cautela.

Edwards et al, mesmo discutindo a eficacia da penicilina em efeitos clinicos
significativos, indicaram a utilizac8o para pacientes com suspeita clinica (Edwards et
al., 1988).

Costa et a, realizaram estudo randomizado com utilizacdo de penicilina em
pacientes internados com suspeita de Leptospirose, analisando como desfecho o
Obito.Os pacientes apresentaram com ictericia, insuficiéncia renal (niveis de
creatinina acima de 3,0mg/dl-32% dos pacientes), e sangramentos .(33% dos
pacientes). Do grupo que recebeu penicilina, 28% realizou didlise peritoneal. A
diferenca em relacdo ao 6hito, ndo foi estatisticamente significante entre o grupo que
recebeu penicilina e o que recebeu placebo, porém com maior taxa de letalidade
naguele. O antibidtico ndo seria a Unica forma terapéutica para diminuir a letalidade
da Leptospirose, e sim outros fatores e a terapia adjuvante (Edward et al., 1988;
Costaet al., 2003; Leblebicioglu, 2003).

Em nosso estudo com modelo de doenca grave, ficou mais evidente, a
existéncia de duas formas de evolugdo da doenca de Weil, com dois tipos de
tratamento com o selecionado antibidtico: ampicilina. Ambos modelos foram
idealizados com base nos estudos prévios, que sdo individualizados em relacéo a
varios fatores, desde a cepa, até aterapéutica.

Dois relevantes estudos foram realizados na Tailandia, comparando-se a
eficicia da utilizagdo de penicilinas e cefalosporinas, doxiciclina, em momentos

diferenciados da doenca nestas areas epidémicas.
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Nestes estudos, principalmente quando da ocorréncia de febre, era verificado
se 0 conjunto estava compativel com a suspeita clinica epidemioldgica de
Leptospirose, indicando-se entdo o antibidtico. A anadlise de alguns parametros e
desfechos evoluiu satisfatoriamente com o0 uso destes (Panaphut et al., 2003;
Suputtamongkol et al., 2004).

Em nosso estudo, propomos avaliar alguns parametros apos utilizacéo de
antibidtico verificando-se a sua eficacia, alterando a morbidade, analisada em tecidos
alvos, e mais especificamente no rim.

Observou-se igualmente como o tratamento interferiu nos transportadores
renais citados. Se ocorresse melhora dos transportadores renais apos a utilizacdo do
antibiotico eficaz em modelo de hamster, esta seria mais uma proposta de tratamento
em humanos, reduzindo a lesdo renal, com a terapia de suporte necessaria associada,
e provavelmente modificando o prognéstico. Faz-se mister referir que em humanos,
sempre a terapia de suporte deve ser iniciada 0 mais precoce possivel, concomitante
a0 uso do antibidtico, principamente a hemodidlise, que pode interferir na
morbidade e letalidade dos pacientes (Andrade et al., 2007b). A combinacéo de
dopamina e furosemida pode ser benéfica no mangjo da insuficiéncia renal aguda
(Niwattayakul e Sitprija, 2007).

Varios antibidticos de varias classes, como penicilina, cefalosporinas,
ampiciling, ciprofloxacina, e azitromicina, entre outros foram testadas em trabalhos
experimentais e em humanos (Alexander et a., 1986; Waitt et al., 1988; Panaphut et
a., 2003; Suputtamongkol et a., 2004; Ghouseet al., 2006 ; Griffith et al., 2006).

Alguns estudos de destaque em modelo experimental de hamster foram

selecionados, e dentre estes nos baseamos para a utilizagdo do antibi6tico ampicilina
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Outros estudos indicam propésitos diferenciados, como sobrevida, avaliacéo
de leptospiras no sangue ou tecidos, quantificagdo destas em animais infectados e
tratados, cepas diferenciadas, inicio de tratamento, doses, e vias diferenciadas; assim
como ateracbes em tecidos, e eutandsias programadas (Sitprija et a., 1980;
Alexander et al., 1986; Alt e Bolin, 1995; Barnett et al., 1999; Truccolo et al., 2002).

Alexander et al, testaram a eficacia do antibidtico iniciado no segundo dia da
infecgdo, com dose Unica via subcutanea, entre o segundo e quarto dia da doengca em
hamster, com inoculag@o de L.interrogans Bataviae cepa 1415, com inéculos de
25.000 leptospiras. A concentracdo de infeccdo da cepa é de 8.500 a 25.000
leptospiras.

A data estimada do oObito estava proposta entre o sexto e sétimo dia. Estes
inoculos sdo maiores que a DL50% desta cepa de 10 a 100 vezes. A quantificagdo da
Leptospirafoi realizada por culturade tecido renal (Alexander et al., 1986).

A ampicilina foi um dos antibi6ticos eficazes em relacdo a sobrevida com
dose Unica de 40 e 160 mg/kg/dia, quando iniciada no segundo dia apds a inocul acéo,
porém mesmo com a dose de 160mg/kg/dia ainda ocorreu a leptospiUria.

No mesmo estudo foi testado o efeito tardio, com esta mesma cepa com
in6culo de 9000 leptospiras, e inicio do tratamento no quarto ou quinto dia de
infeccdo, com duracdo de cinco dias, porém com doses de 2,5mg/kg/dia e
5,0mg/kg/dia subcuténeo. A ampicilina se mostrou eficaz em relacdo a sobrevida e a
presenca de |eptospiras em cultura, neste ultimo.

Em nosso estudo, no E1, o inéculo foi muito maior que a DL50%. O inéculo
do E1 foi de 10%. Porém, também iniciamos o tratamento 36 horas apos ainoculacéo,

com dose de 100mg/kg/dia subcutaneo. No presente estudo, observamos a lesdo
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renal, a presenca de leptospiras, e a alteracdo especifica de transportadores tubulares
renais. Porém, mostramos que nos animais tratados, em comparagdo com 0S
infectados, ocorreu nitida modificacdo da histologia, com melhora das lesdes em
orgdos avo, e alteracdo dos transportadores estudados, com restabel ecimento de sua
expressao em relacdo ao controle infectado, e se assemelhando ao hamster normal.
N&o avaliamos sobrevida neste estudo.

Em 1995, Alt e Bolin, realizaram experimentos em suinos e hamster, testando
alguns antimicrobianos, verificando a eficacia terapéutica, com a cepa L. interrogans
serovar Pomona cepa PLM5, indculo de 10°a 10’ leptospiras (1995).

A ampicilina foi utilizada em doses que variaram de 5mg/kg/dia a
50mg/kg/dia, intramuscular, com duracéo de tratamento de 3 a5 dias, e inicio de
tratamento no terceiro ou quinto dia apds ainocul acéo.

A eutanasia foi programada para o décimo quarto dia ap0s a inoculagéo,
sendo comparados animais infectados com os tratados. Os infectados manifestaram
sinais e histopatologia compativeis com leptospirose, em todos 0s esquemas
terapéuticos com ampicilina, reduzindo-se 0 nimero de leptospiras nos tecidos.

No nosso estudo no E2, também modelo de doenca grave, com inéculo de
10°, iniciamos o tratamento no oitavo dia apos inoculacdo, com dose de 80mg/kg/dia
de ampicilina via subcutéanea.

Verificamos também na histologia, a presenca de leptospiras nos tecidos,
assim como os transportadores renais. Comprovamos também a eficacia da
ampicilina, e o restabelecimento dos transportadores tubulares renais, através de

técnicade IH.
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Truccolo et al, realizaram experimento com hamster, e testaram através da
técnica de PCR a deteccdo de leptospira em animais tratados, no sangue e tecidos. O
inéculo foi L.Interrogans |cterohaemorragiae cepa Verdun, com 10°, ea ampicilina
foi administrada com dose de 40mg/kg/dia e 100mg/kg/dia intramuscular, iniciando
no terceiro dia, com duracdo de 4 dias. Vinte e quatro horas apds o tratamento com
100mg/kg/dia, detectaram uma diminuicdo de leptospiras em todos os tecidos. Com
dose de 100mg/kg/dia, no sexto dia de traamento, no rim, ainda permaneceram
leptospiras com 10° a 10° leptospiras/grama de tecido. Nos animais infectados
realizaram eutanésia desde o primeiro dia, com deteccdo de leptospiras 24 horas apos
ainoculagdo. A maior densidade medida foi no quinto dia, € no rim demonstrou-se
10’ leptospiras/g tecido. A técnica de PCR foi mais sensivel para deteccdo das
leptospiras do que a cultura, e a andlise qualitativa através da IH que realizamos.
Necessitamos ainda complementar a andlise quantitativa.

Outros estudos “in vitro”, comprovaram a eficacia da ampicilina no
tratamento da leptospirose, e com concentracdo inibitoria minima baixa (Hospental et
al., 2003; Murray et a., 2004).

Como a inflamagdo poderia contribuir para a morbidade em gera na
leptospirose, e esta envolvida na nefrite por mecanismos a esclarecer, o tratamento
adjuvante poderia contribuir para melhora da morbidade.

Estudos com maéria em humanos, demonstraram aumento do estresse
oxidativo por provaveis mecanismos descritos, e a utilizacdo de antioxidantes com
melhora em alguns parametros (Papas, 1999; Pabon et al., 2003; Becker et al., 2004).

Por analogia, como na Leptospirose a verificacdo do estresse oxidativo ainda

ndo tinha sido testada, o fizemos no nosso modelo. Além de verificar trabalhos
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experimentais de doencas agudas como pancredtite, doencas sSistémicas
inflamatdrias, e lesdo pulmonar aguda, nos baseamos nestes estudos experimentais
com roedores, e desenvolvemos modelo de utilizagdo de antioxidante (Leme et al.,
2002; Ozdulger et al., 2003; Ritter et al., 2004).

Baseado nestes estudos prévios adequamos aos experimentos E1 e E2, a
utilizacdo de antioxidante, N-acetilcisteina (NAC), associado a ampicilina.

No nosso estudo verificamos o nivel de estresse oxidativo sistémico, medido
através do é&cido tiobarbitarico (TBARS) que € um produto da peroxidacdo lipidica.
A consequiéncia da les@o oxidativa esta associada as reagdes de peroxidacdo nas
membranas lipidicas.

O nivel de estresse oxidativo foi aferido apenas no E1, devido a escassa
quantidade sanguinea para o E2. Aferiu-se o TBARS sanguineo, antes da inoculagéo
dos animais, e apos o tratamento nos grupos do E1. Verificou-se que os animais
antes da inoculagdo apresentaram niveis de TBARS dentro da normalidade.
Observamos que em todos os pardmetros nos animais tratados somente com

ampicilina, e nos com ampicilinae NAC, ndo houve diferenca significativa
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Caracterizamos a leptospirose doenca letal aguda, em modelo experimental de
hamster com dois inéculos, mimetizando as duas formas de evolugdo da doenca
de Weil. O modelo foi detalhadamente avaliado através de histopatologia e

imunohi stoquimica com marcacéo de leptospira, em rim, pulméo e figado.

O tratamento com ampicilina nos dois experimentos resultou em reversdo parcial
ou completa da lesdo histopatologica e diminuicdo ou auséncia de Leptospira

demondrada através de imunohistogquimica.

Demonstramos o estresse oxidativo através de medida de TBARS, assm como
Uréia e Bilirrubina Total aumentados em animais infectados ndo tratados, em

ambos 0s experimentos, em comparagdo com 0s animais tratados.

Na avaiacdo de terapia adjuvante, a N-acetilcisteina ndo apresentou efeito

potencializador nestes experimentos.

Ressaltamos que o trocador NHE3 demonstrado por imunohistoquimica em
animais infectados ndo tratados, apresentou-se com expressao muito diminuida.
Nos tratados, a expressao foi restabel ecida principalmente no Exprimento 1.0 co-
transportador NKCC2 nos experimentos 1 e 2, demonstrado por
imunohistoquimica apresentou expressdo dimunida, restabelecida com o

tratamento com ampicilina

A utilizagdo de antibidtico mesmo na evolugdo da doenca de curso prolongado

resgatou a expressao dos transportadores renais.
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Abstract. Tubular dysfunction is a hallmark of severe leptospirosis. Antimicrobial
therapy is thought to interfere on renal involvement. We evaluated the expression of
proximal tubule type 3 Na'/H' exchanger (NHE3) and thick ascending limb Na'-K*-
2Cl cotransporter (NKCC2) in controls and treated hamsters. Animals infected by a
serovar Copenhageni isolate, were treated or not with ampicillin and/or N-acetyl-
cysteine (NAC). Leptospiral antigen/s and expression of renal transporters were
evaluated by immunohistochemistry, and serum thiobarbituric acid (TBARS) was
quantified. Infected hamsters had high amounts of detectable leptospiral antigen/s in
target tissues while renal expression of NHE3 and NKCC2 decreased. Ampicillin
treatment was associated with minimal or no detection of leptospiral antigens, normal
expression of NHE3 and NKCC2 transporters, and reduced levels of TBARS. NAC
effect was restricted to lowering TBARS. Early and late ampicillin treatment rescued
tubular defects in leptospirosis severe disease, and there was no evidence of benefit
from antioxidant therapy.

Key words: Leptospirosis, severe disease, treatment, renal sodium transporters



Apéndice

American Journal of Tropical Medicine & Hygiene

Introduction

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution.'” About 5-10% of all
human infections course with severe forms. Weil’s syndrome, the most common
presentation of severe forms of leptospirosis, may present either as a biphasic or as a
single monophasic disease characterized by a combination of hemorrhage, particularly
in the lung, renal failure, and jaundice, with fatality rates ranging from 5 to 25%."%*
Hamsters and guinea pigs reproduce both severe forms of leptospirosis under
experimental conditions.””

The kidney is an important target organ in leptospiral infection. ¥ Clinically,
renal involvement in leptospirosis occurs in 16% to 40% of cases and is unique because
of the atypical presentation of polyuria, hypokalemia, sodium and potassium wasting.
#1112 Sovere renal dysfunction progresses to dehydration, hyperkalemia and oliguria,
paralleled by acute tubular necrosis, and predicts higher lethaljty.l?"14 The pathogenesis
may be related to direct toxic effects of leptospiral compounds on renal transporters and
microcirculation or to indirect effects of the pro-inflammatory response, with severe
tissue damage due to oxidative stress.* N-acetylcysteine, an antioxidant, scavenger of
reactive oxygen species, could be considered for adjunctive therapy in this disease,
interferes with oxidative effects of inflammation.®

The postulated targets of tubular dysfunction in leptospirosis are related to the
major sodium transporters expressed along the nephron.”?' The type 3 Na'/H*
exchanger (NHE3) provides the major route for sodium transport across the apical

membrane of the proximal tubule. The Na'-K*-Cl co-transporter (NKCC2) plays a role

in the regulation of water excretion and fine control of sodium balance in the thick
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ascending limb. (TAL) 22 and Na*/K™-ATPase participates in the sodium and
potassium balance.? During leptospiral infection, lesions involves the proximal tubules,
with leptospiral antigens shown mainly in that segment. '° Previous experiments showed
a downregulation of NKCC2 co-transporter activity, in TAL segments during
leptospiral infection. **

A wide range of antimicrobial therapy for leptospirosis was described in human

26 29

and experimental studies, and benefits have been disputed for cases with more than

four days of clinical disease.** There is also evidence that, after a threshold of
leptospiremia, the delayed use of antibiotics is unlikely to reduce lethality.”>™
Supportive treatment for renal failure is crucial in clinical management with a major
impact on fatality. "*'* A limited number of specialized studies have focused on the
molecular basis of ionic transport dysfunction in kidneys among patients with severe
leptospirosis '~ however, no reports have evaluated the impact of antibiotics on their
expression.

The present study addresses therapeutic removal of leptospires from infected
target tissues, its importance on the baseline expression of NHE3 and NKCC2 in
infected hamsters reproducing the two forms of clinical presentations of Weil’s

syndrome. We also propose to determine the levels of systemic markers of oxidative

stress in the same model and the effect of N-acetylcysteine (NAC) as adjunct therapy.
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Materials and Methods

Leptospira

Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain FIOCRUZ, 1.1-130 was
originally isolated from a patient with severe leptospirosis during an epidemic outbreak
in 1996 *. The strain was passaged and re-isolated four times from hamsters after
isolation from a blood culture from the patient, and stored at -70°C. Frozen aliquots
were thawed and passaged in liquid medium seven times prior its use as a low-passage-
number isolate. Leptospires were cultivated in liquid Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) medium (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) at 29°C, and
counted in a Petroff-Hausser counting chamber by darkfield microscopy (Fisher

Scientific, Pittsburgh, Pa).

Animals

Female golden Syrian hamsters weighting 80 to 85 g (Fiocruz-Bahia), were
maintained under conventional environmental conditions, and observed twice daily.
Animals were inoculated intraperitoneally with 1ml of Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) medium (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) adjusted to obtain
10% Ieptospires, in Experiment 1 (E1) and 10%in Experiment 2 (E2).

Both experiments intended to reproduce two clinical forms of Weil’s diseases:
E1- acute monophasic progressive illness model, and E2 - prolonged course of infection
model. Animals were euthanized with sodium thiopental at defined dates. At necropsy,
blood and target organs (kidney, lung and liver) were collected for serum and
histopathology analysis respectively. All experiments were approved by the Institutional

Animal Care and Use Committee.
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Experimental design

This work was divided into two sets of experiments.

In experiment 1, animals were injected with 10 leptospires and received no treatment
(infected-untreated group). The ampicillin-treated group was infected with the same
inoculum and received ampicillin subcutaneously, 100 mg/kg/day bid. (AMP-group)
The NAC-treated group received a NAC dose of 100 mg/kg/bid intraperitoneally.
(NAC-group) The ampicillin plus NAC goup was treated with both
drugs.(AMP+NAC-group) Therapy was started after clinical detection of fever,
prostration and piloerection. Animals were sacrificed on the fifth day based on previous
pilot experiments which identified this as the probable date of death for hamsters
infected with the same strain and inoculum. For each antimicrobial tested, the treated
group included 6 animals per group. Untreated infection group was inoculated under the
same condition and included 6 animals per group.

In Experiment 2, animals were injected with 10° leptospires and received no
treatment. (infected-untreated] group) The ampicillin-treated group received ampicillin
subcutaneously, 80 mg/kg/day bid (AMP1-group). The NAC-treated group received a
dose of 100 mg/kg/bid intraperitoneally (NACI-group), and the ampicillin plus NAC
group was treated with both drugs (AMP+NAC1-group). Each group included six
animals. Therapy was started 6 days after infection and was continued for four days.
Animals were sacrificed on the tenth day, based on previous pilot experiments which
identified this as the probable date of death for hamsters infected with the same strain
and inoculum. The antimicrobial drugs were tested with lower dosage also in this
experiment. Ampicillin subcutaneously, 80 mg/kg/day bid (AMP2-group), and

ampicillin plus NAC (AMP+NAC2- group) Therapy was started 8 days after infection
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and was continued for 3 days. The animals were sacrificed on the eleventh day. Each
subgroup included three animals.

Previous observations indicated that both ampicillin doses were effective 27,
but the different doses used were selected in an attempt to recapitulate two forms of
treatment in Weil’s syndrome. The higher inoculum presumably induces earlier
symptoms and requires a higher antimicrobial dose, while the lower inoculum induces a
longer preclinical interval and requires lower but also effective antibiotic doses.

Parallel to this study, non-infected hamsters were examined to verify baseline

expression of NHE3 and NKCC2 on renal tissue.

Serum analysis
A product of lipid peroxidation and a marker of oxidative stress, were
determined by the thiobarbituric acid method as described elsewhere 35 while urea and

bilirubin were determined by spectrophotometry.

Histology and Immunohistochemistry (IHC) assay

Tissues (kidney, lung and liver) from untreated and treated animals were fixed in
4% formalin, embedded in paraffin, cut into 3 pm sections, and used for conventional
histology (H&E) and IHC to assess the presence of leptospiral antigen/s (LAg).
Immunohistochemistry was also performed to determine the expression of the renal
sodium transporters NHE3 and NKCC2 in kidney tissue from infected untreated and

treated animals, and also baseline expression of non-infected hamsters.

IHC protocol for LAg:
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Immune serum was raised in rabbits according to a previously described
standard procedure.*® Primary antibody titer was use in of 1:7000 dilution. Kidney,
liver and lung 3-pum sections were analyzed using EnVision (DAKO code K4011)-based

on immunohistochemistry methods. 36

NHE3 and NKCC2 Protocol:

The sections were dewaxed and rehydrated, and the endogenous peroxidase was
blocked by incubation with 3% H202 in absolute methanol for 10 min at room
temperature. Sections were then incubated with 1 mmol/l Tris solution (pH 9.0)
supplemented with 0.5 mM EDTA and heated using a microwave oven for 10 min to
unmask antigen/s. Nonspecific binding of immunoglobulin was prevented by incubating
the sections in 50 mM NH4CI for 30 min, followed by blocking in PBS supplemented
with 1% BSA, 0.05% saponin, and 0.2% gelatin. Sections were incubated overnight at
4°C with primary antibodies diluted in PBS supplemented with 0.1% BSA and 0.3%
Triton-X-100.

Primary antibodies (rabbit polyclonal) NHE3 and NKCC2 were used in 1:100,
and 1:50 dilutions respectively. *%. Reactions were completed by incubating tissues
with a dextran polymer (En Vision ,DAKO code K4011). DAB was used to reveal the

end products of the reactions.

Statistical analysis

Data are reported as mean + standard deviation. The non-parametric Kruskal-

Wallis test was used to compare serum marker measurements between groups.

Comparison between two independent groups was performed by the non-

parametric Mann-Whitney test. Correlation coefficients between variables were
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determined by Spearman rank correlation. The level of significance was set at p < 0.05

in all analyses. The SPSS package was used in this study.(SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

Course of Weil’s syndrome

In E1, in which antimicrobial treatment was programmed to start after the initial
signs of Weil’s syndrome, fever, prostration and/or piloerection were observed 36 hours
after infection. Hemorrhage, mainly in the nasal mucosa, was observed on the third day.
In untreated animals signs persisted until death, whereas ampicillin treated animals
showed no abnormalities until the day of sacrifice. All untreated animals developed
clinical signs of disease and half of them died before the fifth day.

In E2, the animals showed signs related to severe disease by the eighth day.
Clinical signs were seen in 2/3 of untreated and NAC-treated animals. Only one death
each was observed in the AMP-NAC groups, on day 8 in the first group and on day 10

in the second group. (Table 1).

Histopathology and Immunohistochemistry(IHC) assay .

Kidneys of infected animals were obtained from Experiment 1 (day 5) and
Experiment 2 (day 10 and day 11). The kidneys showed tubular necrosis in both
experiments, and evidence of focal interstitial nephritis in E2 (Figure 1).

Persisting mild lesions or almost normal tissues were observed in animals treated
with ampicillin in E1 and E2. THC staining detected large amounts of leptospiral

antigen/s (LLAg) in tubular cells and this feature was more evident in E1. All of the
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ampicillin-treated animals of E1 and E2 showed lesser amounts or cleared LAg in

kidney tissue. (Figure 1). NAC did not induce any additional effect in either experiment.

Lung sections from the animals of both experiments revealed focal alveolar
hemorrhage more prominent in El samples. Ampicillin-treated animals showed normal
lung histology. 1LAg could be detected in lung tissue but in smaller amounts when
compared to other tissues. Treated animals showed a significant decrease of tissular
L Ag. No differences were observed in either experiment when NAC was added to the
treatment (Figure 2).

Liver sections from the animals of both experiments revealed a typical picture of
hepatocyte trabecular disarray and regenerative features. Ampicillin- treated animals
showed normal appearing hepatic trabeculae. Similar to other tissues, only ampicillin

treatment was associated with decreased amounts or clearance of LLAg (Figure 3).

IHC demonstration of NHE3/NKC(C2

The expression of NHE3 and NKCC2 in experiment 1 and 2 was compared with
that of normal, non-infected hamsters. In kidney tissues from El and E2, decreased or
absent NHE3 activity was observed in the proximal tubules of infected hamsters, with
the decrease being more marked in E1. In animals treated with ampicillin and ampicillin
plus NAC, anti-NHE3 antibody labeled the apical plasma membrane domains of the
proximal tubules, and showed increased activity compared to normal and infected
animals (Figure 4). Similarly, IHC revealed a decrease in NKCC2 in the apical part of
TAL cells of infected animals in both experiments, whereas an increase was observed in
treated animals, especially in E1 (Figure 5). After antimicrobial treatment, and after

Leptospira clearance, the expression of the transporters recovered.
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A semi-quantitative analysis from 0 (absent) to +++ (intense) was applied to verify LAg
semi-quantitative analysis, NHE3 and NKCC2 expression, from all animals.

When sacrificed, all of them showed LLAg distribution on kidney, lung and liver tissues.
Animals that were treated with ampicillin and ampicillin with NAC demonstrated
leptospiral decreased distribution, or clearance. The kidney semi-quantitative analysis of
LAg, and NHE3 and NKCC2 expression from infected non-treated, and treated animals

with ampicillin in both experiments, are in table 2.

Serum analysis

In E1 and E2, the urea values of untreated controls were 412 = 150 mg/dl and
392.5 £ 57 mg/dl respectively, being significantly higher than those of the AMP group:
63 = 18 mg/dl; 102 £ 9 mg/dl and AMP+NAC group: 62 + 04 mg/dl; 98 + 10 mg/dl
respectively (p < 0.005). There was no difference between the untreated and NAC
groups.

In E1 and E2, the serum bilirubin values of untreated controls were: 11.0 = 2.8
mg/dl; 17 £ 3.5 mg/dl respectively, being significantly higher than those of the AMP
group: <1.0 mg/dl (El and E2) and AMP+NAC group: < 1.0mg/dl (E1 and E2) (p <
0.005). There was no difference between the untreated and NAC groups.

In El1, in untreated control animals, serum TBARS levels were 17.6 + 7.2
umol/L, being significantly higher than those of the NAC (3.2 £ 1.7 umol/L), AMP (3.1

+ 1.6 umol/L) and AMP+NAC (2.1 £ 1.2 pmol/L) groups(p < 0.005).

Discussion

10
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In the present study we were particularly interested in the effects of antibiotics
and adjuvant antioxidant therapy on the NHE3 and NKCC2 renal transporters which
have been recently implicated in leptospiral acute renal failure. >

Two experiments simulating two clinical presentations of Weil’s disease were
designed: the high inoculum experiment (E1) was associated with earlier disease onset
(fulminant monophasic illness) and higher amounts of leptospiral antigen/s in tissues.
The low inoculum experiment (E2) was associated with prolonged disease (prolonged
course of infection illness) and with the detection of lower amounts of LAg in target
tissues.

Guinea-pigs and hamsters are the suitable experimental models for acute lethal
leptospirosis. >7 The spectrum of physiological and morphological lesions ranges from
renal tubular and interstitial damage to pulmonary hemorrhages and jaundice "
which were demonstrated in untreated infected hamsters in both experiments.

Blood urea has been previously used as a marker of renal failure in experimental
leptospirosis 639 and also in our study infected animals presented a high serum urea
levels. Blood samples obtaiad were too small to allow measurements of other
biochemical parameters.

The two deaths seen in the treated groups probably indicate the limitation of
antimicrobial therapy in the late stage of infection ! Renal tubular lesions, focal
alveolar hemorrhage and liver plate disarray induced in the present animal model are the
typical features of human and experimental leptospirosis.”*™* Identification of
leptospira and/or their anigen/s by IHC showed more LAg in kidney, liver and lung in
El. The low amount of LLAg detected in lung tissue is in accordance with previous

64546
findings.”"

11
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The effect of antimicrobial therapy for leptospirosis in clinical practice is a
debated issue. Although most authors indicate the use of antibiotics irrespective of the

duration of symptoms 2647

, available data from human disease and experimental models,
question the impact of antimicrobial therapy on late infection (after 4-5 days of
symptoms).”*** A wide range of antibiotics are effective against leptospires in vitro,
in experimental animal models and in clinical trials.***** The probable explanation for
the lack of impact of antimicrobial therapy on mortality in some instances is that, once
installed, renal and lung complications cannot be reversed by antibiotics and thus
supportive care (peritoneal dialysis, mechanic ventilation) is an important tool to
improve survival.

We believe these data are particularly important in the case of NHE3 and
NKCC2 renal transporters since recent data have implicate direct toxic effects of
leptospiral compounds on their inhibition."

Ampicillin was selected because previous studies demonstrated benefits in vivo.
82% Our choice to start antibiotics after the onset of clinical signs of leptospirosis in E1,
and late in E2 better reflects the reality of clinical practice.

In both El and E2, treated hamsters presented significant decreased levels of
systemic urea and bilirubin .Bilirubin is not directly related to renal failure but, when
jaundice is present in Weil's disease, it increases morbidity and in some cases it has
been used as a marker of disease severity."® Histopathology of all treated animals in
both experiments demonstrated a reduction or clearance of [LAg, and also a reduction of
the most common lesions occurring in severe disease.

Leptospirosis is associated with peculiar defects in ionic transport along the

0

nephron, resulting in excessive sodium and potassium wasting.”!® Different

mechanisms have been postulated and recent evidence points to inactivation and down-

12
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regulation of NKCC2 in TAL cells or a toxic inhibition of Na'/K'™-ATPase by
leptospiral lipids."?* Recently, down-regulation of NHE3 in renal proximal tubules was
also demonstrated. >

Previous studies have shown that the main factors associated with the
pathogenesis of the discase are the presence of organisms and possibly the production of
toxins.>® The proximal tubular location of leptospires and their products has been
confirmed by some studies. e
Wu et al., demonstrated the inhibitory effect of Leptospira santarosai serovar Shermani
outer membrane protein on NKCC2 in TAL cells. This inhibition results in more distal
sodium delivery and subsequent renal potassium loss. Specific antiserum against the
outer membrane protein of that leptospiral strain showed that inhibitory effects were
partially abolished by antiserum.'” There is at least a direct effect from leptospira or
leptospira compounds on renal transporters. In this experiment using an outer
membrane protein from L.shermani, it inhibits Na'-K'-Cl" co-transporter (NKCC2)
activity in medullary TAL cells, and these changes were dose dependent and reversed
using antibody against outer membrane protein from L.Shermani. In the same study,
they suggested that cultured mTAL cells after 48 hours of incubation with L..Shermani,
decreased NKCC?2 activity and it was was not related to cell damage. ™

These experimental observations are in accordance with the physiological
characterization of ionic imbalance in patients with severe leptospirosis.'**!

In parallel to this study, we detected in both experiments a reduced NKCC2
expression in infected animals reestablished after antimicrobial treatment. This was

more striking in E1, but a limitation of the study, was that quantification of renal

transporter activity was not feasible. However, the differences between infected-

13
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untreated and treated hamsters, were evident. These results were similar to those
observed for NHE3.

Andrade et al., demonstrated inhibition of NHE3 activity, but increased NKCC?2
activity in hamster with acute renal failure infected with serovar Pomona.”” The
difference between our study and that of Andrade et al. is that our model represents
severe disease, with inocula of serovar Copenhageni producing more marked acute renal
failure.

Since our model reproduced severe renal failure, it could temporarily affect
these renal transporters. The present study did not focus on the primary event that
triggers renal transporter dysfunction, but showed that antibiotic therapy improves the
expression of target molecules and renal function, as observed by serum urea
measurements.

A role for systemic inflammation in leptospirosis is still disputed. A cross
sectional study on humans with severe disease demonstrated elevated serum markers of
oxidative stress.'” A positive correlation between serum nitric oxide levels and creatinine
in patients with acute severe leptospirosis was observed.” Human and experimental
studies using NAC demonstrated benefits against systemic inflammation and oxidative
stress in different diseases and appeared to be a promising adjuvant therapy for malaria.
50

In the present study, NAC decreased the serum levels of TBARS when
administered alone to infected animals and had no beneficial effect on the
histopathology and immunohistochemistry assays, when administered alone or in
combination with ampicillin.

The present study confirmed the reduced expression of NHE3 in the proximal

tubules in a model of severe disease in both experiments, with expression being rescued

14
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by ampicillin treatment, probably due to leptospiral clearance. The same findings were
observed for NKCC2 in TAL in both experiments. Our findings do not provide
evidence of any benefit of antioxidant therapy in experimental leptospirosis. We suggest
that tubular dysfunction in leptospirosis is probably related to direct effects of
leptospires and/or their products on renal transporters, and can be reversed by early and
late antimicrobial therapy. This observation provides a further rationale to support the
use of antibiotics in clinical practice even in late infection complicated by severe renal

and respiratory disease.
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Legend for figures

Figure 1. Histopathology of kidney tissue in infected and treated hamsters. a and b:
kidney from infected, non-treated hamsters in E1 and E2, respectively. Note tubular
cells with degenerative cytoplasmic alterations (a) Dilated tubules with flat epithelial
lining, interstitial inflammation and edema (b) H&E X 200. c: renal tissue showing
normal tubules in a treated animal in E1. (¢) H&E X200. d and e: THC staining of renal
tissue from infected, non-treated hamsters with TLAg present in the cytoplasm of
interstitial inflammatory cells in the kidney interstitium, prominent in {d,e) X 200. f:

LLAg deposits are almost absent in treated animals in E2. (f) X200.

Figure 2. Histopathology of lung tissue in infected and treated hamsters. a and b: Iung
from infected, non-treated hamsters from E1 and E2, respectively. Focal pulmonary
hemorrhage in lungs is more prominent in El. (a,b) H&E X 200 c: treated animals
showed normal Tung histology in E1. (¢) H&E X200 .d and e: IHC-LLAg deposits in lung
from infected, non-treated hamsters are more evident in E1. (d,e) X 200. f: Absence of

LLAg deposits in treated animals in E2. (f) X200.

Figure 3. Histopathology of liver tissue from infected hamsters. a and b: liver from
infected, non-treated hamsters from E1 and E2, showing liver plate disarray, particularly
evident at the centrolobular region in both experiments. (a,b) H&E X 200. ¢ and d:
IHC- LLAg in liver from infected, non-treated hamsters is more evident in El. (c,d) X

200.
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Figure 4. Immunohistochemical (IHC) analysis of NHE3 expression in proximal
tubules. a: infected hamster in E1, showing decreased NHE3 in the apical domain of
proximal tubule cells. (a) X 400. b: NHE3 is not expressed in infected hamsters in E2.
(b) X200 c¢: treated animals in E1; NHE3 is clearly expressed. d: treated animals with
ampicillin started 8 days after infection in E2; there was a light expression of NHE3 (d)

X200

Figure 5. THC of NKCC2 expression in thick ascending limb. a,b: lower apical NKCC2
expression. (a) X 200, (b) X360. ¢,d: Expression of NKCC2 in treated animals in E1

and E2 (treated animals with ampicillin started 8 days afte infection). (¢) X360, (d)

X200
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Table 1. Clinical signs and outcome of experimentally infected hamsters

Experiment E1

Groups

N=6

UNTREATED

AMP

NAC

AMP+NAC

Experiment E2

Groups

N=3

UNTREATED(1)

AMP(1)

NAC(L)

AMP+NAC(1)

AMP(2)

AMP+NAC(2)

Fever

n(%)

446 (67)

2/6 (33)

1/3(33)

2/3(67)

Hemorrhage

n (%)

26 (33)

346 (50)

Prostration

n (%)

6/6 (100)

546 (84)

1/3(33)

2/3(57)

1/3(33)

1/3(33)

Jaundice

n (%)

26 (33)

26 (33)

Piloerection

n(%)

26 (33)

2/6 (33)

2/3(67)

213(67)

1/3(33)

1/3(33)

Deaths

N (%)

346 (50)

346 (50)

1/3(33)

1/3(33)

Note: UNTREATED (untreated controls), AMP (ampicillin-treated group), NAC (N-acetylcysteine-treated  group),

and AMP+NAC (ampicillin plus N-acetylcysteine-treated groups, (1)- first group of E2, (2)-second group of E2.



Apéndice
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Table 2 - A semi-quantitative analysis to verify LAg, NHE3 and NKCC2 expression

Experiment 1 Group NHE3 | NKCC2 | Signs fever death
animals LAg hemorrhage

In kidney

tissue
GlAl UNTREATED | Not done - - no yes yes
GlA2 +++ 0 + No yes 1o
G1A3 +++ 0 + yes yes no
GlAa4 +++ + + No no 1o
G1AS Not done - - Yes no yes
GlA6 +++ 0 + no yes yes
Experimet 2
animals
Gl1Al UNTREATED | ++ 0 + No No No
G1A2 +++ + 0 No Yes No
G1A3 +++ + + no no No
Experiment 1 NHE3 | NKCC2 Signs fever | death
animals LAg hemorrhage

In kidney

tissue
G2A1l AMP treated | - +++ ++ - - -
G2A2 - ++ ++ - - -
G2A3 - +++ + - - -
G2A4 - ++ ++ - - -
G2AS - +++ + - - -
G2A6 - ++ ++ - - -
Experimet 2
Animals
G2A1 AMP 1 treated | + +++ ++ - - -
G2A2 - ++ + - - -
G2A3 + ++ ++ - - -
G2Al AMP 2 treated | + + + - - yes
G2A2 - ++ + - - -
G2A3 + ++ + - - -

Note: UNTREATED (untreated controls), AMP treated (ampicillin-treated group) from E1.
AMP 1 treated (ampicillin-treated group) from E2, started treatment on day ¢ post infection; AMP 2 treated

(ampicillin-treated group) from E2 started treatment on day 8 post infection.
LAg (Leptospiral Antigen)
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