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RESUMO

ESTUDO EX PERIM ENTAL COM PARATIVO DA INFECÇÃO POR LEPTOSPIRAS 
PATOGÊNICAS NO HAM STER E NO RATO. DANIEL ABEN SUR ATHANAZIO. A
leptospirose persiste como urna doença cuja patogénese é pouco compreendida. O modelo 
experimenta! de ratos é atraente para compreensão de mecanismos envolvidos na 
disseminação e tropismo de leptospiras, persistência da colonização renal e fatores 
relacionados à resistência à doença. No entanto, os relatos experimentais em ratos são 
escassos. O presente trabalho tem como objetivo validar o modelo de ratos 
experimentalmente infectados para estudos subseqüentes de colonização, tropismo e 
patogênese, avaliando a influência do inoculo, idade do animal, tempo de persistência e 
tempo requerido para colonização renal, e achados de histopatologia relacionados ao 
processo de disseminação e colonização. Ratos Wistar foram infectados com Leptospira 
interrogans sorovar Copenhagen! cepa FIOCRUZ L I -130 e avaliados em diferentes 
intervalos até o máximo de 4 meses. A detecção de leptospiras nos tecidos foi realizada por 
cultura, impregnação pela prata e imunofluorescência. A comportamento da infecção e 
patologia associada foram comparadas no modelo de hamsters e ratos. A dose infectante 
para estabelecimento de colonização renal em 50% dos ratos foi calculada em 10"*’̂*̂ ou 
47863 leptospiras. Em diferentes experimentos, a persistência da colonização renal durou 
até quatro meses, o último intervalo estudado. Após uma semana de inoculo, 75% dos ratos 
apresentam colonização de leptospiras nos rins. Num estudo de cinética da colonização 
renal, um padrão de colonização tubular pode ser detectado a partir do oitavo dia. O 
processo de colonização não é acompanhado por achados histopatológicos no rim. Todavia, 
após intervalos iguais ou maiores de um mês, demonstrou-se nefrite intersticial 
linfohistiocitária de grau discreto. Concluímos que a colonização renal é facilmente 
reproduzida neste modelo persistindo por até 4 meses após o inóculo e em 75% dos ratos 
requer menos de 1 semana para ser estabelecida. A análise histológica não identifica lesões 
relacionadas com o processo de colonização, mas uma nefrite intersticial tardia pôde ser 
observada. Concluímos que o modelo experimental de ratos pode contribuir para estudos 
relacionados ã patogênese da leptospirose.

PALAVRAS-CHAVE; leptospirose; Rattus norvegicus\ experimental; colonização; 
patogênese.



A BSTR A C T

A CO M PARATIVE EXPERIM ENTAL STUDY OF LEPTOSPIRAL INFECTION IN 
THE HA M STER AND IN THE RAT. DANIEL ABEN SUR ATHANAZIO.
Leptospirosis persists as a disease whose pathogenesis is still poorly understood. The 
experimental model of rats is attractive to investigate the mechanisms of leptospiral 
dissemination and tropism, persistence of renal colonization and factors related to 
resistance to disease. Nevertheless, this model has been poorly explored. The objective of 
this study is to validate the an experimental model to be used in subsequent studies on 
colonization, tropism and pathogenesis, evaluation of inoculum, age of animal, persistence 
time, time required to for establishing renal colonization, and histopathological features 
related to dissemination and colonization processes. For these purposes, Wistar rats were 
infected by Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain FIOCRUZ L I -130. The 
detection of leptospires in tissues were performed by culture, silver impregnation and 
indirect immunofluorescence. The infection outcome and related pathology was compared 
between the hamster and the rat models. The infection dose that induced persistent 
colonization in 50% of the rats were calculated as lO"̂ '̂ *̂  or 47863 leptospires. In different 
experiments, the renal colonization by leptospires persisted up to four months, the last 
studied interval. After one week post-infection, 75% of rats already exhibited renal 
colonization. In a kinetics study, tubular colonization could be detected from the eighth day 
after inoculation. The process of colonization is not related to histopathological features in 
renal tissue. However, after intervals of one month or later, a picture of mild interstitial 
nephritis by lymphocytes and hystiocytes can be seem. We conclude renal colonization is 
easily reproducible in this model, persists up to four months, and 75% of animals require 
one week to establish renal carrier state. The histological analysis did not identify lesions 
related to colonization, but rather a late mild interstitial nephritis was observed. Thus, we 
conclude the experimental rat model can be used in subsequent studies that will contributed 
to our comprehension of the underlying mechanisms of disease in leptospirosis.

KEYWORDS: leptospirosis; Rattus norvegicus\ experimental; colonization; pathogenesis.



1. REVISÃO DE LITERATURA

1.1 A LEPTOSPIROSE HUM ANA

A leptospirose é uma zoonose de importância global causada por leptospiras patogênicas 

transmitidas através do contato com reservatórios animais ou água contaminada. A 

epidemiología da doença está associada ao contato humano com roedores ou animais 

domésticos e selvagens, numa ampla variedade de ocupações rurais e urbanas, e às estações 

chuvosas e enchentes nos países em desenvolvimento com precário saneamento (PAINE. 

1999; LEVETT. 2 0 0 1; BHARTI et al. 2003).

A leptospirose foi por muito tempo reconhecida como uma doença rural ou associada às 

ocupações que envolviam risco de contágio com água contaminada ou contato com 

reservatórios, como atividades militares, criação de animais e lavouras de arroz (PAINE. 

1999). Apesar de atualmente a leptospirose manter-se associada à exposição ocupacional 

em ambientes rurais de países desenvolvidos ou regiões endêmicas do Sudeste Asiático, a 

sua epidemiología está mudando. Em países desenvolvidos, a doença vem sendo 

relacionada à prática de esportes aquáticos (HAAKE et al. 2002; MEITES et al. 2004). Nos 

países em desenvolvimento, a leptospirose ocorre em ambientes urbanos como epidemias 

associadas a estações chuvosas e enchentes. Essa relação já  foi documentada nas principais 

cidades brasileiras como Salvador, Rio de Janeiro, São Paulo, Belo Horizonte e 

Florianópolis (KO et al. 1999; KUPEK et al. 2000; BARCELLOS & SABROZA. 2001; 

COSTA et al. 2001; DE FIGUEIREDO et al. 2001; ROM ERO et al. 2003), e em outros 

outros centros urbanos como na índia, ou em áreas rurais da Nicarágua (TREVEJO et al. 

1998; BHARADW AJ et al. 2002). A mudança do contexto rural para urbano também 

ocorre em países desenvolvidos como EUA e Israel, com paralelo aumento da freqüência 

do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, carreados especialmente por ratos (VINETZ et al. 1996; 

KARIV et al. 2001; BISHARA et al. 2002). No contexto urbano, o rato é a principal fonte 

de contaminação da água para transmissão da infecção aos humanos (PAINE. 1999; 

BHARTI et al. 2003).

No Brasil e em Salvador, a leptospirose está relacionada à pobreza e ocorre 

principalmente nas estações chuvosas acompanhadas por alagamento de zonas urbanas de 

baixas condições sanitárias. Neste contexto, as cepas da espécie genômica Leptospira  

interrogans sensu stricto do sorogrupo Icterohaemorrhagiae são as principais causadoras de 

leptospirose grave e, tradicionalmente, os sorovares deste grupo são mais associados às



formas ictéricas (graves) da doença (VERONESl et al. 1991), embora esta concepção vem  

sendo desafiada por evidências mais recentes (LEVETT. 2001; VINETZ. 2001). A 

mortalidade da forma grave da leptospirose varia entre 5-15% e está relacionada ao 

desenvolvimento de insuficiência renal aguda (BHARTl et al. 2003). O advento do 

tratamento desta condição com diálise peritoneal aumentou a importância de outras 

complicações possivelmente fatais, como a hemorragia pulmonar grave, que vem  

despertando atenção crescente dos investigadores no Brasil e no mundo (TREVEJO et al. 

1998; MAROTTO et ai. 1999; SILVA J.J. et aí. 2002).

A descrição da forma ictérica grave da doença descrita por Weil em 1886 representa 

uma minoria dos casos. A infecção humana tem amplo espectro de manifestações clínicas 

que variam do curso subclínico ou sintomas semelhantes ao resfriado comum, até a forma 

grave clássica (doença de Weil) caracterizada por insuficiência renal aguda, icterícia e 

diátese hemorrágica. A variabilidade das manifestações pode ser explicada em parte pela 

virulência intrínseca dos diferentes sorovares. A forma grave é mais comumente 

relacionada ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, mas pode ser observada nas infecções por 

outros sorovares (FAINE. 1999; LEVETT. 2001; BHARTl et al. 2003). A hemorragia 

pulmonar é causa importante de óbito em algumas regiões e independe da presença de 

icterícia ou do sorovar infectante (TREVEJO et al. 1998; MAROTTO et al. 1999; 

VIJAYACHARI et al. 2003; VIJAYACHARI et al. 2004; SEGURA et al. 2005).

A patogenia da leptospirose ainda não é bem compreendida. As complicações mais 

graves surgem na fase imune -  após estabelecimento de uma resposta adaptativa - e é 

questão de discussão até que ponto as lesões dependem da ação tóxica das bactérias nos 

tecidos ou são agressões imunologicamente mediadas (BHARTl et al. 2003). Enquanto a 

doença renal parece depender da presença de componentes bacterianos tóxicos (YASUDA  

et al. 1986; ALVES et al. 1991), foram propostos mecanismos imunológicos para explicar 

os achados de uveíte (PARMA et al. 1985; LUCCHESI et al. 2002; RATHINAM. 2002), 

hemorragia pulmonar (NALLY et al. 2004) e diátese hemorrágica (REN et al. 2003). 

Alguns relatos sugerem um mecanismo de imunopatogênese relacionado à exacerbada 

resposta inata (TAJIKI & SALOMAO. 1996; KLIMPEL et al. 2003). Recentemente, o 

primeiro estudo sobre susceptibilidade genética relatou a associação do alelo HLA-DQ6 

com maior risco de infecção após exposição (LINGAPPA et al. 2004). Também não são 

conhecidos quais fatores da bactéria e do hospedeiro determinam porque 5-10% de todos 

indivíduos infectados desenvolverão a forma ictérica (LEVETT. 2001).
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Estudos da patologia humana e experimental da leptospirose caracterizam-a como uma 

doença generalizada associada à diátese hemorrágica (AREAN. 1962a; AREAN. 1962b; 

DE BRITO et al. 1966; NICODEMO et al. 1997). As alterações histopatológicas 

geralmente são desproporcionalmente brandas quando comparadas ao acentuado grau de 

perturbações fisiológicas. A perda de função do tecido antecede o surgimento de reação 

inflamatoria, que parece refletir apenas efeitos tóxicos ou alterações isquémicas secundárias 

ao dano vascular (AREAN. 1962a; AREAN. 1962b; DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et 

al. 1979; DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982).

O quadro morfológico renal é classicamente descrito como lesão do epitélio tubular 

associado à nefrite intersticial (AREAN. 1962a; AREAN. 1962b; DE BRITO et al. 1966; 

DE BRITO et al. 1967a; DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). Alterações degenerativas, 

como tumefação do epitélio tubular e das células endoteliais, são precoces (DAVILA DE 

ARRIAGA et al. 1982). A presença de necrose de células tubulares isoladas ou em grupos é 

descrita, mas não é um achado freqüente (DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et al. 1967a; 

DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982).

A associação da nefrite intersticial com a gravidade da doença clínica e é um tema 

controverso na leptospirose (DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). A inflamação do tecido 

renal é um achado tardio na evolução da doença, como observado em animais portadores 

crônicos com leptospirúria (PAINE. 1999). Numa série de 33 autópsias, alterações 

degenerativas tubulares foram observadas em pacientes que morreram na primeira semana 

de evolução; necrose tubular foi documentada nos pacientes mortos na segunda semana; e 

um quadro de nefrite intersticial difusa passava a ser observado nos pacientes que 

morreram a partir da terceira semana de doença (AREAN. 1962b). Isto sugere que a nefrite 

desenvolve-se nos pacientes que sobrevivem o tempo necessário para desenvolvê-la. Este 

quadro foi comparado ao da nefrite nefrotóxica por diversas etiologías, enfatizando a 

possibilidade de lesão mediada diretamente pela leptospira ou seus produtos (AREAN 

1962b; DE BRITO. 1968).

A icterícia é um achado típico nas formas graves de leptospirose, mas não está 

relacionada à necrose hepatocelular. O quadro histológico predominante é de perda de 

coesão das células hepáticas com alterações citológicas de aspecto regenerativo como 

mitoses, binucleação e multinucleação. A presença de colestase na zona centrolobular pode

11

1.2 PATOLOGIA DA LEPTOSPIROSE



ser um achado marcante. O infiltrado inflamatório tende a ser discreto e restrito às áreas 

portais (AREAN. 1962a; AREAN 1962b; DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et al. 1967b).

O achado de focos de inflamação do miocárdio é freqüente em autópsias, mas a 

manifestação clínica de miocardite é rara (AREAN. 1962b; DE BRITO et al. 1987). Além  

disso, anormalidades eletrocardiográflcas ocorrem freqüentemente contrastando com o 

achado incomum de disfunção cardíaca clinicamente detectável (WATT et al. 1990; 

SACRAMENTO et al. 2002). Da mesma forma, alterações inflamatórias no parênquima 

pancreático podem ser freqüentes em pacientes autopsiados, mas a pancreatite clinicamente 

identificável é infrequente, e essa associação clínica é mais difícil de ser caracterizada, pois 

a insuficiência renal pode explicar o aumento do nível sérico de amilase descrito em grupos 

de pacientes com leptospirose (AREAN. 1962b; DAHER et al. 2003).

Uma diátese hemorrágica de patogenia pouco compreendida é a uma manifestação 

grave da leptospirose (AREAN. 1962b; NICODEMO et al. 1997; SILVA J.J. et al. 2002; 

BHARTI et al. 2003). A leptospirose grave tem semelhanças com a sepse por gram 

negativos, e tanto a ativação leucocitária quanto a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

ocorrem em respostas a componentes da leptospira como lipoppolissacarídeo (LPS), extrato 

de glicolipoproteína (GLP) e proteoglicana (CINCO et al. 1996; WERTS et al. 2001; 

DIAMENT et al. 2002). Além disso, a trombocitopenia é achado freqüente da patologia 

humana e experimental (HIGGINS & COUSINEAU. 1977; NAVARRO & KOCIBA. 

1982; NICODEMO et al. 1990; DA SILVA et al. 1995). N o entanto, do ponto de vista 

físiopatológico, o quadro da leptospirose parece estar mais ligado à púrpura 

trombocitopênica trombótica (PPT) -  desencadeada por lesão endotelial e subseqüente 

ativação plaquetária -  do que à coagulação intravascular disseminada (CID) -  na qual 

predominam a ativação e o consumo dos fatores de coagulação como mecanismo 

deflagrador da doença (VAN GORP et al. 1999). O papel da lesão endotelial e ativação 

plaquetária é reforçado pelo achado em 12 autópsias de pacientes com manifestações 

hemorrágicas que evidenciou tumefação de células endoteliais pulmonares à microscopía 

eletrônica e outros achados interpretados como lesão de capilares da circulação pulmonar. 

Além disso, foram observados agregados de plaquetas nas luzes de capilares septais e 

alterações morfológicas plaquetárias que sugerem ativação (NICODEMO et al. 1997). 

Anticorpos antifosfolipídios podem ser freqüentes em algumas séries de pacientes, mas seu 

papel na patogenia da diátese hemorrágica da leptospirose não está claro (SANTIAGO et 

al. 2001; DE FRANCESCO DAHER et al. 2002; RODA. 2003).
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A hemorragia pulmonar vem recebendo atenção crescente como causa importante de 

óbito (LEVETT. 2001; BHARTI et al. 2003). O achado de hemorragia intra-alveolar 

microscópica é freqüente na leptospirose experimental e humana (AREAN. 1962b, NALLY  

et al. 2004; PEREIRA et al. 2005). N o entanto, o quadro clínico pode ser dramático com 

hemoptise maciça e insuficiência respiratória de curso rápido (SILVA et al. 2002). A forma 

grave e hemorrágica do acometimento pulmonar pode ocorrer em epidemias ou casos 

esporádicos, associada ou não com icterícia (TREVEJO et al. 1998; MAROTTO et al. 

1999; SILVA J.J et al. 2002; SEGURA et al. 2005).

A mialgia é um sintoma proeminente e freqüente da leptospirose aguda. Numa série de 

análises histopatológicas de 63 pacientes com leptospirose no Rio de Janeiro, demonstrou- 

se que a maioria dos casos exibia áreas de necrose hialina focal (GUEDES E SILVA et al. 

1980). A presença dessa lesão associa-se com o achado freqüente de aumento de creatina 

fosfoquinase (CPK) e mioglobina no soro (JOHNSON et al. 1975; WATT et al. 1990). No 

entanto, a rabdomiólise, apesar de ser freqüente, não parece ter associação com o quadro de 

insuficiência renal que acompanha a leptospirose grave (MARTINELLI et al. 1994). A 

tentativa experimental de reproduzir as lesões musculares gerou achados variáveis de 

inflamação, atrofia e degeneração das fibras (LAURAIN. 1955) sendo recentemente 

descritos inflamação branda e necrose focal de fibras na infecção experimental de primatas 

não humanos (PEREIRA et al. 2005).

A manifestação de sintomas de irritação meníngea é comum na leptospirose. Um quadro 

auto-limitado de meningite iinfocítica pode ocorrer mesmo em casos oligossintomáticos 

que não chegam a ser corretamente diagnosticados (FAINE. 1999; BHARTI et al. 2003). 

Um exemplo disso é a demonstração da presença de leptospiras, por PCR, num 

considerável número de pacientes com diagnóstico de meningite asséptica (ROMERO et al. 

1998; SILVA H.R. et al. 2002). Numa série de 103 pacientes estudados em São Paulo, o 

DNA de leptospiras foi amplificado do liquor de 39,8% dos casos, contrastando com baixos 

índices de sinais sorológicos de infecção (ROMERO et al. 2003). A base morfológica 

dessas manifestações não foi extensamente estudada. Na série de 33 necrópsias descritas 

por Arean, focos esparsos de infiltrado linfocítico perivascular são descritos no parênquima 

de todo sistema nervoso central (AREAN et al. 1962b). Utilizando um modelo 

experimental de macacos Cercopithecus aethiops, tentou-se reproduzir a leptospirose 

humana auto-limitada utilizando cepas dos sorovares Tarassovi e Balcanica, que não 

causam formas ictéricas e hemorrágicas graves em humanos. Estes animais desenvolvem
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um quadro de meningoencefalite não-supurativa que estende dos giros aos sulcos e fissuras 

profundas que resolvem entre o 26** e 33“ dia de infecção, sugerindo que essa pode ser a 

base morfológica para as manifestações neurológicas auto-limitadas que ocorrem nas 

formas benignas da leptospirose humana (MARSHALL et ai. 1980). Uma 

meningoencefalite linfocitica leve entre o 11“ e 14“ dia pós-infecção em suínos 

experimentalmente infectados com sorovar Pomona também já foi relatado (SLEIGHT et 

aí. 1960).

1.3 INFECÇÕES NATURAIS E MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DA  

LEPTOSPIROSE

O gênero Leptospira  é atualmente classificado em diferentes espécies genômicas e exibe 

mais de duzentos sorovares com diferente seletividade por hospedeiros mamíferos (FAINE. 

1999; BRENNER et al. 1999; BHARTl et al. 2003), como indicado na tabela I. A grande 

diversidade de hospedeiros naturais resultou na utilização de vários modelos experimentais 

para o estudo da leptospirose. Alguns modelos vêm sendo utilizados para investigações de 

aspectos específicos da infecção, como complicações imunologicamente mediadas ou 

ensaios de imunoproteção.

1.3.1 Roedores usados para reprodução de doença aguda

Algumas espécies de roedores usadas em laboratório são susceptíveis à infecção 

potencialmente fatal por leptospiras patogênicas, e reproduzem lesões de órgãos alvo da 

leptospirose humana grave. Entre os modelos mais estudados, a cobaia foi responsável pela 

maior parte do conhecimento acumulado sobre patogênese da leptospirose experimental 

(PAINE. 1957; YASUDA et al. 1986; ALVES et al. 1991; NALLY et al, 2004). Em recente 

publicação, o achado de depósitos lineares de imunoglobulina e complemento nos septos 

alveolares de cobaias com hemorragia pulmonar reforça uma antiga suspeita do papel da 

auto-imunidade nesta complicação (NALLY et al. 2004). Da mesma forma, os estudos 

clássicos da patologia experimental da leptospirose foram descritos neste modelo (AREAN. 

1962a; DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et al. 1979; DAVILA DE ARRIAGA et al. 

1982). Hamsters também são susceptíveis e vêm sendo usados recentemente para 

reprodução de lesões descritas em humanos e ensaios de imunoproteção, tratamento e
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comprovação de expressão in vivo de proteínas clonadas (MILLER & WILSON. 1967; 

MILLER et al. 1974; JOST et al. 1989; OLIVA et al. 1994; FAJARDO et al. 1998; 

BARNETT et al. 1999; TRUCCOLO et al. 2002). Gerbils também reproduzem a doença e 

são utilizados para estudos de intervenção terapêutica e imunoproteção (YUKAW A et al. 

1994; SONRIER et al. 2000; BRANGER et al. 2001).

1.3.2 Camundongos

Camundongos tendem a exibir resistência natural à doença e já foram usados em estudos 

que avaliam a seqüência de eventos envolvidos na colonização renal (MARSHALL. 1976). 

A infecção inadvertida destes animais em biotérios tende a ser assintomática causando 

ampla contaminação nas colônias (ALEXANDER. 1984). Camundongos BALB/c 

submetidos à imunossupressão humoral tomam-se susceptíveis à doença grave e esse 

modelo serviu de base para estudos de imunização ativa e passiva, que auxiliaram na 

compreensão da importância da resposta humoral na proteção contra infecção por 

leptospiras (ADLER & FAINE. 1976; ADLER & PAINE. 1977). Apesar da resistência 

conhecida para uma série de sorovares conhecidos, algumas cepas de leptospiras podem 

causar doença letal em camundongos. Camundongos Swiss podem desenvolver doença 

letal ou colonização assintomática após infecção por diferentes sorovares em função da 

idade do animal e do inóculo (PAINE. 1962). Cepas recuperadas de roedores de 

laboratório contaminados com sorovar Javanica, cujo hospedeiro natural é o rato, foram 

usadas para infecção experimental de ratos e camundongos. Enquanto ratos evoluíram com  

colonização renal sem sintomas em todos os casos, os camundongos Swiss evoluíram ou 

com doença letal ou sobrevivendo com eliminação das leptospiras do tecido renal 

(NATARAJASEENIVASAN & RATNAM. 1997). Essa observação favorece a noção de 

que a adaptação de diferentes sorovares tende a ser espécie-específíca, mesmo entre 

roedores tradicionalmente considerados como naturalmente resistentes.

Camundongos C3H/HeJ são caracterizados por pela homozigose de uma mutação 

pontual do receptor “Toll-like” 4 (TLR4), responsável pelo reconhecimento do 

lipopolissacarídeo da membrana externa da maioria das bactérias gram-negativas, abolindo 

o reconhecimento da endotoxina, o que os tomam resistente ao choque endotóxico 

(POLTORAK et al. 1998). Poucos sorovares foram avaliados neste modelo: enquanto os 

sorovares Icterohaemorrhagiae e Manilae podem induzir doença grave, estes animais são
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naturalmente resistentes ao sorovar Hebdomadis (PEREIRA et al. 1998; KOIZUMI & 

W ATANABE. 2004). Este modelo já foi utilizado para ensaio de imunoproteção por 

proteínas recombinantes de leptospiras (KOIZUMI & WATANABE. 2004). Apesar dos 

resultados encorajadores, eles devem ser interpretados com cautela, pois poucas cepas 

foram avaliadas neste modelo, e não são conhecidos completamente os mecanismos 

imunológicos de resistência na leptospirose, ou como eles são afetados pela alteração de 

camundongos C3H/HeJ. O reconhecimento do LPS de leptospiras difere daquele das 

bactérias gram negativas, pois depende do receptor “Toll-Iike 2” (TLR2) (WERTS et al.

2001). N o entanto, recentes estudos demonstram o papel do TLR4 como receptor de 

ligantes endógenos tais como hsp60, P-defensina 2 e proteína surfactante pulmonar A, o 

que pode interferir em outras vias da resposta imunológica (AKIRA ET AL. 2001; 

DABBAGH & LEWIS. 2003). Mesmo quando susceptíveis a doença, o modelo é limitado 

por requerer inóculos relativamente altos.

Camundongos transgênicos sem o gene do receptor “Toll-like 2” (TLR2) não sofrem os 

efeitos letais de injeções de lipopolissacarídeo (LPS) de leptospiras confirmando a 

importância in vivo  dos experimentos que demonstraram que o LPS de leptospiras difere da 

maioria das bactérias gram-negativas por ser reconhecido por uma via dependente de TLR2 

e não do TLR4 (WERTS et al. 2001).

1.3.3 Primatas não humano

Estudos em primatas não humanos foram realizados desde os primeiros isolados 

obtidos de pacientes humanos. Em 1916, autores alemães já testavam espiroquetas isoladas 

de pacientes em diferentes espécies animais, e obtiveram infecções oligossintomáticas nos 

modelos que usavam primatas. Enquanto isso, Noguchi identificava espécies de macacos 

do N ovo Mundo com maior ou menor susceptibilidade às formas graves e isolava 

espiroquetas com sucesso em seus experimentos, enquanto ainda acreditava estar estudando 

o agente etiológico da febre amarela e reproduzindo esta doença (MINETTE. 1966). De um 

modo geral, primatas mostraram ao longo de décadas de experimentos ser um grupo 

relativamente resistente às formas graves da infecção por leptospiras patogênicas 

(MINETTE. 1966; PALMER et al. 1987; MARSHALL et al. 1980). Minette realizou o 

maior estudo em primatas com diversas espécies descrevendo respostas sorológicas com 

reações cruzadas à microaglutinação, ausência de imunidade protetora na reinfecção por
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sorovares heterólogos, e identificando a espécie Saimirí sciureus (“squirrel monkey”) como 

susceptível e capaz de reproduzir a doença ictérica experimentalmente (MINETTE & 

SHAFFER. 1968). Macacos Cercopithecus infectados com sorovar Hardjo exibem  

leptospiremia e disseminação de espiroquetas em diversos tecidos, embora mantenham 

manifestações clínicas brandas (PALMER et al. 1987). Um estudo recente descreve a 

leptospirose experimental em sagüis (Callithrix jacchus) reproduzindo lesões descritas em 

humanos e cobaias, tais como hemorragia intra-alveolar, necrose tubular aguda, nefrite 

intersticial, necrose focal de hepatócitos, e degeneração muscular (PEREIRA et al. 2005). 

Uma limitação importante da literatura relacionada à leptospirose em primatas não- 

humanos é a variedade de espécies animais e cepas de leptospiras utilizadas tomando as 

observações incomparáveis.

1.3.4 Cães

O modelo experimental de cães contribui em diferentes campos do estudo da 

leptospirose. Estudo sorológico demonstra que o cão pode manter estado portador renal 

crônico com níveis indetectáveis de aglutininas, por isso, um teste sorológico negativo não 

exclui a possibilidade de exposição prévia e colonização renal (MENGES et al. 1960), de 

forma semelhante ao conhecido em primatas e ratos naturalmente infectados (MINETTE. 

1966.; MINETTE & SHAFFER. 1968; FARIA et al. 2000; SUNBUL et al. 2001). Cães 

apresentam leptospiremia e leptospirúria independentemente da gravidade das 

manifestações clínicas (KEENAN et al. 1978; BRANGER et al 2005). Um relato neste 

modelo relacionou a trombocitopenia com elevação transitória de produtos de fibrinólise 

(NAVARRO & KOCIBA. 1982), entretanto, a descrição da leptospirose humana e de 

outros modelos experimentais não sustentam a possibilidade de coagulação intravascular 

disseminada. (NICODEMO et al. 1990; DA SILVA et al. 1995; NICODEMO et al. 1997; 

NALLY et al. 2004). Quanto à patologia, a nefrite intersticial por linfócitos e histiócitos 

domina o quadro da doença aguda e pode permanecer no estado portador assintomático 

tanto no modelo experimental quanto nos cães naturalmente infectados (McINTYRE & 

MONTGOMERY. 1957; ANDERSON. 1967; TAYLOR et a. 1970; MORRISON & 

WRIGHT. 1976). Além disso, o uso de vacinas com leptospiras inativadas é de uso restrito 

em humanos, porém amplamente usada em cães domésticos. Neste particular, os estudos de 

avaliação de vacinas em cães reforçam na noção de que este tipo de imunização confere
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proteção específica para cada sorovar e freqüentemente não confere imunidade 

esterilizante, com persistência de excreção urinária crônica de leptospiras (ANDRE- 

FOINTAINE et al. 2003; KLAASEN et al. 2003).

1.3.5 Marsupiais

A infecção experimental em 20 gambás {Mephitis mephitis) capturados também confirma 

a observação de leptospiremia transitória com tendência ao acúmulos nos túbulos renais 

que durou por todo o tempo do estudo (197 dias). Da mesma forma, as alterações 

degenerativas tubulares são precoces enquanto a nefrite intersticial surge tardiamente após 

estabelecimento da colonização renal (TABEL & KARSTAD. 1967).

1.3.6 Equinos

Outras espécies são usadas para investigação de complicações específicas. O principal 

problema da infecção por leptospiras em eqüinos é a alta freqüência de uveíte recorrente e 

iridociclite, principais causas de cegueira nestes animais (PAINE. 1999). Os primeiros 

relatos de infecção experimental em eqüinos foram capazes de reproduzir lesões oculares 

diversas (MORTER et al. 1964; WILLIAMS et al. 1971). Investigações subseqüentes 

demonstraram que cavalos inoculados com córnea eqüina ou leptospiras mortas 

desenvolviam anticorpos capazes de ligar-se à córnea in vivo  e in vitro  (PARMA et al. 

1985). Esses auto-anticorpos foram detectados no soro, humor aquoso e lágrimas de 

eqüinos experimentalmente infectados (PARMA et al. 1987). Um estudo subseqüente 

documentou a presença de depósitos de complemento (C3) na córnea eqüina in vivo  após 

inóculo de leptospiras mortas e em células epiteliais da córnea in vitro quando incubadas 

com soro anú-Leptospira de eqüinos (PARMA et al. 1992a). Análises por Westem-blot 

identificaram 5 frações antigênicas da córnea e cristalino de eqüinos que reagem com soro 

anú-Leptospira  de eqüinos (PARMA et al. 1992b) e uma fração intracelular de leptospira 

que compartilha esses epítopos (PARMA et al. 1997). Investigações mais recentes de 

biologia molecular identificaram uma seqüência de DNA conservada entre diferentes 

sorovares que codifica uma proteína de 90 kDa implicada na reação cruzada com córnea 

eqüina (LUCCHESl &  PARMA. 1999; LUCCHESI et al. 2002). Entre diferentes 

mecanismos de natureza auto-imune que são postulados na leptospirose, a uveíte recorrente
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que ocorre em humanos e eqüinos é o mais bem documentado e estabelecido, em grande 

parte devido a este modelo experimental.

1.3.7 Bovinos, ovinos e suínos

Para bovinos, ovinos e suínos, o principal impacto da infecção consiste no prejuízo 

econômico relacionado à maior freqüência de abortos, prematuridade e natimortos (FAINE. 

1999; LANGONl et al. 1999). N o entanto, a reprodução experimental de abortos 

associados à leptospirose em ovelhas e vacas é raramente bem sucedida (ANDREANl et al. 

1983; SMITH et al. 1997). Assim como em cães, bovinos são alvo de programa de 

vacinação e recentes estudos nesta área apontam para importância da ativação da imunidade 

celular na proteção conferida contra o sorovar Hardjo, um dos principais sorovares 

relacionados à leptospirose em bovinos (NAIMAN et al. 2001; NAIMAN et al. 2002; 

BROWN et a l.2003).

A infecção experimental de suínos em geral promove uma doença febril transitória. A 

patologia descrita em geral está restrita à nefrite intersticial com linfócitos, histiócitos e 

plasmócitos com freqüência em localização periarterial (LANGHAM et al. 1958; 

SLEIGHT et al. 1960). A nefrite pode ter graus variáveis podendo ser de grau intenso a 

partir do oitavo dia de infecção (SLEIGHT et al. 1960) e pode durar por mais de sete meses 

(LANGHAM et al. 1958). Além disso, uma meningoencefalite linfocítica de grau leve foi 

relatada em todos animais infectados e examinados entre 11 e 14 dias após inóculo 

(SLEIGHT et al. 1960). A tentativa experimental de reproduzir a doença reprodutiva em 

porcas prenhas é capaz de demonstrar abortos e partos prematuros, embora com freqüência 

variável, o que provavelmente reflete diferenças relacionadas ao inóculos, cepas de 

leptospiras usadas, e estágios diferentes da prenhez ao momento da infecção (FERGUSON 

et al. 1956; FENNESTAD & BORG-PETERSEN. 1966; ROCHA et al. 1992). A avaliação 

de vacinas baseadas em leptospiras inativadas confirmam os achados de imunidade não 

esterilizante e ausência de proteção à longo prazo (WHYTE et al. 1982; ELLIS et al. 1989).

A documentação de colonização renal examinada à microscopía eletrônica também já foi 

relatada na infecção experimental de ovelhas (MARSHALL. 1974). Os achados confirmam 

observações de outros modelos tais como a colonização seletiva dos túbulos proximais (DE 

MARTINO et al. 1969) e a observação da passagem de leptospiras através de junções 

intercelulares (MARSHALL. 1976). Por outro lado, a ausência de leptospiras intracelulares
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é discordante com outros relatos (MILLER & WILSON. 1967; DE MARINO et al. 1969) e 

a relação encontrada entre lesões subcelulares de células epiteliais tubulares com a presença 

de leptospiras também não foi demonstrada em outros modelos (MILLER & WILSON. 

1967).
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1.4 RATOS COMO RESERVATORIOS E MODELO EXPERIMENTAL

I.4.I Histórico

O papel dos ratos como transmissores de leptospiras foi demonstrado por um grupo de 

investigadores japoneses no início do século XX. Um trabalho de revisão dos dados 

epidemiológicos do Japão da época associado ao relato de uma série de experimentos em 

animais serviram de base para esta publicação histórica do ano de 1917. Baseados na 

relação conhecida entre leptospirose e o solo ou água estagnada, Miyajima investigou a 

presença de espiroquetas no tecido renal de camundongos do campo (Microtus) observando 

a presença de organismos de morfologia idêntica às leptospiras patogênicas - conhecidas na 

época como Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Como o soro imune contra leptospiras que 

causavam doença humana era capaz de destruir as bactérias isoladas dos animais, concluiu- 

se que eram a mesma espiroqueta e que camundongos podiam participar da transmissão da 

infecção, ido et al examinaram diversas espécies de ratos e camundongos capturados em 

ambientes rurais e peridomiciliares, encontrando leptospiras nas emulsões de tecido renal 

destes animais. Posteriormente, demonstraram que a administração intraperitoneal em 

cobaias de uma emulsão de tecido renal ou urina de rato era capaz de reproduzir os achados 

de icterícia, hemorragia e ampla disseminação de leptospiras no fígado, de modo 

semelhante à doença de Weil descrita em humanos (IDO et al. 1917).

Em conjunto, as observações dos investigadores japoneses permitiram uma série de 

conclusões que seriam importantes para o conhecimento científico sobre a leptospirose: 1) 

ratos tomam-se portadores crônicos sem nenhum sinal clínico de doença e excretam 

leptospiras virulentas em sua urina; 2) o exame direto só encontra leptospiras no tecido 

renal e na urina de rato, e não em outros tecidos ou no sangue, sugerindo uma predileção 

pela colonização do tecido renal de modo semelhante ao que já era conhecido sobre a 

distribuição de leptospiras em cobaias convalescentes; 3) leptospiras de camundongos em



geral determinavam doenças menos graves em cobaias do que os organismos transmitidos 

por ratos, o que predizia o futuro reconhecimento da seletividade de diferentes sorovares 

por hospedeiros mamíferos (provavelmente dos sorogrupos Ballum e Icterohaemorrhagiae, 

respectivamente) e seus diferentes graus de virulência (tabela I); e 4) foi possível associar a 

proximidade de ratos e camundongos com as principais ocupações relacionadas à 

leptospirose no Japão, tais como cozinheiras urbanas em refeitórios de baixa higiene, 

trabalhadores rurais e mineradores. Do mesmo modo, os novos conhecimentos permitiram 

compreender a alta incidência da doença entre os soldados entrincheirados nos campos de 

batalha na Europa, na época em que o continente estava conflagrado na Primeira Guerra 

Mundial. Desde então, uma série de estudos relacionou a ocorrência da doença com a 

presença de ratos (FAINE et al. 1999).

1.4.2 Ratos como reservatórios

Na epidemia de 1996 em Salvador, Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi a 

principal causa da forma grave da doença nos indivíduos hospitalizados. Como o sorovar 

Copenhageni pertence ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, cujo principal hospedeiro é o 

rato (gênero Rattus), este achado ressalta a importância deste reservatório na epidemiología 

da leptospirose em nosso meio (KO et al. 1999).

Num estudo caso-controle realizado em Salvador, foram identificados como fatores de 

risco para leptospirose grave: residência próxima a canais de esgoto abertos, inundação 

desses canais, observação de cinco ou mais ratos peridomiciliares, e exposição ocupacional 

à água e solo contaminados. Esse estudo ressalta a proximidade de ratos e fontes de água 

contaminada como fatores independentes de risco, mesmo quando são comparados casos e 

controles que vivem na mesma área e compartilham o precário sistema sanitário e a 

infestação peridomiciliar de ratos (SARKAR et al. 2002).

A investigação de ratos capturados em Salvador tem dois relatos principais. Em 1954, 

foram relatados os achados de necropsia de um paciente com leptospirose demonstrando a 

presença de leptospiras nos tecidos pelo método de impregnação pela prata de Levaditi. 

Antes deste estudo, os casos de leptospirose na Bahia remontavam ainda aos pacientes com  

diagnóstico de febre amarela em que fora relatado isolamento de espiroquetas. Os autores 

sugeriram que a doença não era rara na cidade e possivelmente vinha sendo 

subdiagnosticada. Em estudo complementar, na mesma publicação, relataram o exame
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microscópico do tecido renal de 229 ratos capturados: 227 Rattus norvegicus e 2 Rattus 

rattus. A técnica de Levaditi permitiu a identificação de colonização renal em 29,25% de 

todos os animais, sendo que a taxa em animais adultos era de 41,4% (ANDRADE & 

OLIVEIRA. 1954).

Um estudo de reservatórios relacionados às epidemias de leptospirose em Salvador 

capturou 142 Rattus norvegicus em 11 bairros da cidade na vizinhaça de domicílios de 

casos índice entre maio de 1998 e março de 1999, observando 80% de colonização por 

leptospiras demonstrada pelo isolamento por cultura de urina ou macerado de tecido renal. 

Fêmeas e adultos tinham maior taxa de colonização. Dos 59 isolados que foram 

classificados, todos foram identificados como do sorogrupo Icterohaemorrhagiae e do 

sorovar Copenhageni (FARIA. 2000), o mesmo sorovar encontrado nos casos de 

leptospirose grave em Salvador (KO et al. 1999). Além disso, um estudo de validação de 

método de genotipagem de leptospira demonstrou que o padrão do “fingerprinting” das 5 

cepas isoladas dos ratos capturados foi idêntico ao de 21 dos 22 isolados de pacientes com  

leptospirose grave em Salvador, reforçando a importância deste reservatório para infecção 

humana nas epidemias de Salvador (BAROCCHI et al. 2001).

Em países desenvolvidos, ratos também têm papel importante na transmissão da doença 

humana. Na cidade de Baltimore, a proximidade de ratos foi sugerida como principal fator 

de risco para casos esporádicos de leptospirose urbana a partir de investigação que 

documentou alta prevalência do estado portador determinado por sorologia e PCR nos ratos 

que habitavam as vizinhanças dos invididuos infectados (VINETZ et al. 1996). Em outros 

ambientes como zonas rurais endêmicas da Turquia e nas proximidades de um canal em 

Rochefort-França, onde foi documentado surto de leptospirose relacionado a exposição 

recreacional, a investigação de ratos capturados fornece subsídios para relacionar a doença 

com  a presença do estado portador nestes animais (SUNBUL et al. 2001; PERRA et al.

2002). A maior investigação de estado portador em ratos capturados foi realizada em 

Detroit, Estados Unidos, e revelou que na população de 358 animais examinados, 75% 

tiveram cultura de tecido renal positiva, 92% tiveram colonização renal através da 

coloração pela prata em tecido e 90% tinham elevações dos títulos de microaglutinação 

(THIERMANN. 1977).

1.4.3 Estudos em ratos naturalmente infectados
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A primeira avaliação ultraestrutural de colonização renal de ratos por leptospiras surgiu 

num relato de caso: De Martino et al descreveram os achados ultraestruturais num animal 

que seria usado para estudos fisiológicos, mas que apresentou contaminação por 

leptospiras. A microscopía eletrônica de transmissão revelou maciça colonização de 

espiroquetas em íntimo contato com a superfície luminal das células epiteliais tubulares 

proximais e foi evidenciado o achado freqüente de leptospiras dentro do citoplasma destas 

células (DE MARTINO et al. 1969). A contaminação inadvertida de ratos de laboratório foi 

relatada como um problema freqüente em biotérios demonstrando a facilidade da espécie 

em tomar-se portador crônico, inclusive com  risco para transmissão aos humanos 

envolvidos na manutenção das colônias (NICOLESCU et al. 1973).

A avaliação ultraestrutural de ratos naturalmente infectados foi mais detalhadamente 

estudada nos ratos capturados de Detroit. De todos animais coletados durante investigação 

de campo (THIERMANN. 1977), foram selecionados para microscopía eletrônica de 

transmissão seis animais que apresentavam as maiores respostas sorológicas determinadas 

pelos títulos de microaglutinação. A coloração pela prata à microscopía óptica e a 

microscopía eletrônica de transmissão demonstraram intensa aderência de bactérias à 

superfície luminal dos túbulos contorcidos proximais. Neste estudo não foram observadas 

leptospiras nos túbulos distais e, raramente, algumas espiroquetas foram identificadas no 

citoplasma da célula tubular proximal imediatamente abaixo da borda em escova. Em ratos 

com respostas sorológicas mais intensas, supostamente refletindo infecções mais recentes, 

observou-se maior espessamento da membrana basal dos túbulos proximais, que assumia 

aspecto reticulado e por vezes com focos de partículas granulares (possivelmente depósitos 

de imunocomplexos), edema intersticial, e focos de infiltrado ínfiamatório de plasmócítos, 

linfócítos e hístiócitos. Com base nesses achados, foi considerada a possibilidade de que 

ratos podem desenvolver algum grau de lesão renal rapidamente reversível na fase mais 

precoce da infecção (STERLING & THIERMANN. 1981). N o entanto, informações sobre 

histopatologia de ratos experimentalmente ou naturalmente infectados disponíveis são 

escassas para confirmar esta hipótese.

O único relato que temos conhecimento sobre estudo histopatológico de ratos 

naturalmente infectados deriva de uma análise preliminar de 142 ratos capturados em 

Salvador entre 1998 e 1999 (FARIA. 2000). O estudo histopatológico demonstrou um 

amplo espectro de lesões tais como glomerulonefrite proliferatíva focal segmentar 

mesangial; degeneração tubular hialina-gotícular; necrose tubular; proteinúria cortical.
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glomerular e tubular; regeneração tubular; pielite crônica; pielonefrite aguda com  

abscessos; fibrose intersticial e calcificação multifocal. Dificilmente, todas essas alterações 

poderiam ser atribuídas a infecção por leptospiras visto que estes animais estão expostos à 

uma ampla gama de agressões tóxicas e infecções em seu habitat. De modo importante, 

uma nefrite intersticial mononuclear descrita nos modelos experimentais de leptospirose 

também foi detectada em 50% de todos os casos estudados. Por outro lado, a necrose 

tubular só foi observada em apenas 5% dos casos avaliados. Desta forma, o modelo 

experimental poderá auxiliar na compreensão das interações entre leptospiras e o 

hospedeiro reconhecido como resistente sem a interferência de patologias concomitantes.

O outro relato de estudo histopatológico de ratos capturados infectados por leptospiras 

remonta às descrições de Laurain da infecção natural em cães e ratos, e experimental em 

cobaias e hamsters. Em onze ratos capturados em Denver, Estados Unidos, quatro 

apresentavam nefrite intersticial leve sendo que em apenas um deles a infecção por 

leptospira foi comprovada através da impregnação pela prata no tecido renal. Além disso, 

os animais exibiam miocardite, abscessos, granulomas hepáticos por Capillaria hepatica e 

outras infecções parasitárias ressaltando a possibilidade de que os achados inflamatórios 

renais não poderiam ser creditados com segurança às leptospiras (LAURAIN. 1955). A 

observação de infecção experimental sem alterações histopatológicas concomitantes foi 

relatada recentemente (NALLY et al. 2005), embora esteja incluído num contexto de dados 

ainda não publicados.

1.4.4 Ratos como modelo experimental

A investigação da infecção experimental em ratos até o presente foi muito limitada e 

restrita às avaliações de microbiología (THIERMANN. 1981; NATARAJASEENIVASAN  

& RATNAM. 1997). N o primeiro estudo foi demonstrado que a infecção pelo sorovar 

Icterohaemorrhagiae promoveu colonização do tecido renal durando por todo período do 

experimento, 220 dias, enquanto outro sorovar não adaptado a ratos, o Grippotyphosa, 

causa apenas leptospirúria transitória (THIERMANN 1981). Por outro lado, no segundo 

estudo, ratos infectados com sorovar Javanica invariavelmente evoluíram para estador 

portador sem sintomas, enquanto camundongos tiveram outros desfechos incluindo doença 

letal ou sobrevivência com desaparecimento de leptospiras do tecido renal 

(NATARAJASEENIVASAN &. RATNAM. 1997).
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Além das descrições da história natural da infecção, o modelo de ratos já foi utilizado na 

tentativa de induzir doença e reconhecer mecanismos de resistência. Entretanto, apesar do 

potencial para compreensão das interações patógeno/hospedeiro, existe ainda grande campo 

de estudo nesta área.

Após sucessivas tentativas reproduzir doença aguda em ratos através de esplenectomia, 

tratamento com corticoesteróides, e dietas deficientes para diversos componentes, o 

investigador húngaro Bertók administrou dieta com suplemento de DL-etionina (S-etil- 

homocisteína) conseguindo induzir doença clínica com evolução fatal, culturas positivas, 

presença de leptospiras nos tecidos e achados morfológicos compatíveis com a leptospirose. 

Este antimetabólito etionina é um análogo inativo da metionina, um aminoácido 

fundamental para início da síntese protéica. Este achado sugeriu que a inibição da síntese 

protéica toma os ratos susceptíveis à leptospirose grave (BERTÓK et al. 1964).

Esta observação foi ampliada com Thiermann que demonstrou a susceptibilidade de 

ratos Sprague-Dawley tratados com ciclosfosfamida, evidenciando o papel da imunidade 

humoral na resistência natural á doença. Animais submetidos à terapia imunossupressora e 

inoculados com sorovar Icterohaemorrhagiae cepa 820K apresentavam maior quantidade de 

leptospiras ao exame direto da urina, fase de leptospiremia mais longa, maior taxa de 

replicação bacteriana e achados patológicos como hemorragia pulmonar e fibrose renal. De 

modo interessante, mesmo cepas atenuadas em culturas eram capazes de colonizar os rins 

de ratos após tratamento com ciclofosfamida (THIERMANN. 1980). Este estudo seguiu os 

relatos de aumento da susceptibilidade de camundongos á leptospirose grave por diversos 

sorovares após administração de ciclofosfamida (ADLER & FAINE. 1976; ADLER & 

FAINE. 1977). N esses experimentos, ratos tratados com 80-120 mg/Kg de ciclofosfamida 

exibiram sinais de queda de resistência, embora a morte seja um evento excepcional, 

enquanto camundongos que recebem 300 mg/kg desenvolvem doença aguda com alta 

letalidade (ADLER &  FAINE. 1976; ADLER & FAINE. 1977; THIERMANN. 1980).

O modelo experimental de ratos voltou a despertar interesse como ferramenta para estudo 

da patogênese da leptospirose recentemente com um estudo de comparação de expressão do 

antígeno O do LPS nos tecidos de cobaias e ratos infectados. Observou-se por westem-blot 

e por estudos de colocai ização que a doença letal em cobaias está associada com menor 

expressão do antígeno O quando comparadas às leptospiras que são cultivadas in vitro  ou 

purificadas de tecido renal de ratos cronicamente infectados (NALLY et al. 2005). Este 

estudo confirmou uma observação prévia que sugeria a capacidade de leptospiras de
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modular a expressão ou estrutura do LPS in vivo: o soro de hamsters infectados com  

macerado de tecido de outros hamsters previamente infectados apresentava menor 

capacidade de reagir com LPS de leptospiras ao westem-blot quando comparados com o 

soro de animais infectados com cepas cultivadas in vitro (BARNETT et al. 1999). Essas 

observações ressaltam a importância do estudo comparativo de modelos de doença aguda 

letal e modelos de infecção persistente para compreensão de mecanismos envolvidos na 

virulência e patogênese. N o entanto, assim como em trabalhos anteriores, o modelo de ratos 

foi caracterizado apenas parcialmente. A disponibilidade de novas tecnologias pode 

contribuir para o interesse no modelo experimental de ratos, que até hoje foi usado de 

forma episódica na pesquisa de leptospirose.

O modelo experimental de ratos apresenta ainda um importante campo de pesquisa com 

potencial contribuição para estudo dos mecanismos de disseminação, tropismo, persistência 

e resistência à doença. O interesse no modelo experimental de ratos é também 

impulsionado pela recente publicação do seqüenciamento do genoma do Rattus norvegicus, 

espécie usada em laboratório, e terceiro mamífero com genoma completamente decifrado 

(GIBBS et al. 2004). Em breve, fatores genéticos de resistência à infecção poderão começar 

a ser elucidados neste modelo.
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Tabela I. Classificação genômica e sorológica das principais leptospiras patogênicas de 

interesse médico e veterinário. (FONTE: adaptado de FAINE. 1999; BRENNER et al. 

1999; B H A R T leta l. 2003).

Espécie Sorogrupo Sorovar Principais hospedeiros

L.interrogans Icterohaeinorrhagiae Icterohaemorrhagiae* Rato {Rattus spp.)

(sensu stricto) Copenhageni

Lai

Rato {Rattus spp.) 

Camundongos do campo 

{Apodemits agrarius)

Pyrogenes Manilae Rato

Pomona Pomona* Porcos

Canicola Canicola Cães

Grippotyphosa Grippotyphosa* Marsupiais, guaxinim

Sejroe Hardjo* Bois, carneiros

Australis Bratislava Cavalos

L.kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa* Marsupiais, guaxinim

Cynopteri Cynopteri Morcegos

Autumnalis Bim Camundongos domésticos 

{Mtts spp.)

L. borgpetersenii Bali um Ballum Camundongos domésticos 

{Mus spp.')

Sejroe Hardjo* Bois, carneiros

Tarassovi Tarassovi Porcos

Javanica Javanica Ratos do campo

L.santarosai Shermani Shermani Rato (Rattus spp.)

L. inadai Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae* Rato (Rattus spp.)

L.noguchii Pomona Pomona* Porcos

L.meyeri Sejroe Hardjo* Bois, carneiros

Nota: * alguns sorovares estão distribuídos em mais de uma espécie genômica.



2. JUSTIFICATIVA

Uma série de questões fundamentais sobre a patogênese da leptospirose continua sem 

resposta. Os mecanismos de adaptação ao hospedeiro e os fatores que determinam a 

seletividade de diferentes sorovares a hospedeiros mamíferos distintos permanecem mal 

compreendidos. Muitos avanços recentes sobre fatores de virulência de leptospiras e 

mecanismos de resposta imune aumentaram nosso potencial para compreender a doença. A 

recente publicação do seqüenciamento do genoma da Leptospira interrogam  permitirá uma 

nova era na investigação da leptospirose (REN et al. 2003; NASCIMENTO et al. 2004)..

Neste contexto, um modelo de animais resistentes ganha importância para 

compreensão dos mecanismos de colonização e de resistência natural à doença. Ratos são 

freqüentemente estudados na cadeia epidemiológica da leptospirose, mas os relatos sobre a 

infecção experimental são escassos. Nesta nova era da pesquisa da leptospirose. as relações 

entre leptospiras e seu principal hospedeiro permanecem pouco compreendidas. Recente 

publicação ressalta o valor de estudos comparativos em modelos de doença aguda letal e 

infecção persistente pai-a compreensão dos mecanismos de doença (NALLY et al. 2005), no 

entanto, o modelo de ratos fi>i usado sem caracterização prévia do comportamento da 

infecção neste hospedeiro, A maioria dos estudos prévios usando ratos como modelo 

experimental foi limitada pela falta de caracterização paralela da cepa infecíante em modelo 

de animais susceptíveis ã doença letal. Para estabelecimento do modelo de ratos, realizamos 

também detalhado estudo da patologia de hamsters para caracterização do comportamento 

da mesma cepa padronizada nos dois modelos estudado^.

Os poucos relatos de infecção experimental de ratos também não focaram na 

avaliação de alterações associadas ao estabelecimento da colonização renal, ou ao tempo 

necessário para estabelecimento do estado portador. Em sua grande maioria, esses estudos 

concentram-se nos resultados de cultura, A compreensão do modelo experimental requer., 

portanto, mais profunda avaliação do tempo necessário para colonização dos rins e 

alterações associadas. Além disso, é de importância documentar se há diferença de 

susceptibilidade dos animais considerados resistentes em função de sua idade, já  que este 

parece ser o caso de outros roedores (ADI.ER et al. 1980; BARNETT et al. 1999).

Para estudos de disseminação, ratos também representam um atraente modelo visto que o 

processo de invasão dos tecidos não é influenciado por lesões concomitantes ou mesmo 

interrotnpido pelo óbito do animal experimentalmente infectado. No presente estudo,
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avaliamos a detecção de leptospiras num ensaio de cinética de disseminação como ponto de 

partida para avaliações quantitativas futuras.

Uma questão fundamental não respondida até o momento é se ratos são naturalmente 

resistentes à doença subletal ou podem exibir alterações histológicas que representem 

recuperação de uma leptospirose aguda. A única investigação disponível sobre este tema 

relata que, entre ratos urbanos capturados, aqueles com maiores títulos de microaglutinação 

apresentam focos de infiltrado mononuclear com predomínio de plasmócitos (STERLING 

& THIERMANN. 1981). Este achado sugeriu que infecções mais recentes estavam 

relacionadas às alterações que podem representar um passado de doença aguda. O contraste 

enlrc a intensa colonização rena! c ausência de indicadores de doença c um fenômeno 

amplamente rcconhccido, porem pouco investigado. Dados sobre estudos histopatológicos 

dc ratos experimentalmente infectados tanto da fase recente quanto da crônica da infecçào 

de ratos por leptospiras patogênicas sao escassos.

Um dos pontos fundamentais da pesquisa atua! cm doenças infecciosas e compreender 

que fatores do hospedeiro ou dos patógenos são capazes de transformar um processo dc 

colonização indolente em doença clínica grave (MERRELL & FALKOW. 2004). Este, 

inclusive, e um antigo questionamento no estudo da leptospirose: como ratos são portadores 

crônicos, mantem infecções cm populações humanas com excreção de grande quantidade 

dc leptospiras, e permanecem altamcritc resistentes à doença? O modelo de infecção

< ! t - í  f /'!:» ‘♦'•f'/'-».-;-' I • f ' í f  .'-s < i A í’i i ■'í i'' n> í*!;s n i'll »* ! ! rv»
V. , - V p V l  I I I I V l  I tC 4 í V.ÍV- t t o  I V Í H  í. V  d í V  I t i  I p t 4 i i 4  I J  p  V» 1 1 \J  V  1 íiiiiíi O V I I V

dc qucstõcí; sobre invasão c coionizaçào, que já  foi csíiídacío em ínodeíos /;? vííro e m vivo,

/\/TÍI I CD P' WTI \4ADÇ!I / \Ff
p v r i  V  í 31 í 1 1 í  ctJ 1 w  V  2 s J p v ' v í  w ?  i v j  3V 3 '-.íJ  7 9 1 j — : T - 1 ,  ; V 1,- V 1 v,-_7 i  1 ; \  .

10^1- N4TFTrr> lo-Ti. ^yf^^CTrAT^ m-r./c. o a í t  -vT:>r\ .̂ i io OíC. "rtjr\i\fAC
I . - ' / " T ,  i V M t . l  i . i v  V .L a u  IV  V IV . - )  I  l i  \  L . I . ,  I /  /  U ,  L7 TA, L  l - w - \  l \  LV  \ - l  0.1, l / O V J ,  I  I  I V . / I V  IT A . O  C V

IIIGBIC. 1900; B A R O C C ül et al. 2002; TRUCCOLO et ai. 2002). Da mesma forma, os

iTiCcanismos de resistência tem grande campo de investigação neste modelo, especialmente 

apos o eonhecImePito da seqüencía completa do genoma de I^cplospíríi itiicrro^^íitís (RETs' et 

al. 2003; NASCIM ENTO et al. 2004) e do Rattus nurvegicus (GIBBS et al. 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer o modelo de ratos experimentalmente infectados com leptospiras patogénicas

para estudos subseqüentes de colonização, tropismo e patogénese.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

3.2.1 Caracterizar a virulência da cepa Leptospira interrogans sorovar Copenhagen! 

cepa Ll 130 na passagem 4.7, descrever a patologia associada no modelo de 

doença aguda (hamster) e estabelecer uma cepa capaz de induzir doença letal ou 

infecção persistente nos modelos de hamster e ratos, respectivamente.

3.2.2 Identificar tempo para estabelecimento de colonização, tempo de persistência de 

colonização, e influência do inoculo neste processo focalizando o tecido renal no 

modelo experimental de ratos.

3.2.3 Identificar alterações histopatológicas no curso da infecção experimental de ratos 

por leptospiras patogênicas comparando-as com aquelas observadas em animais 

susceptíveis à doença aguda (hamsters). ,
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 BACTÉRIAS

A cepa utilizada nos experimentos foi Leptospira interrogans sensu stricto sorovar 

Copenhageni cepa FIOCRUZ L 1-130, isolada através de hemocultura de um paciente com  

leptospirose grave da cidade de Salvador durante a epidemia de 1996 (KO et al. 1999). A 

cepa foi mantida em culturas no meio EMJH (Ellinghausen e McCullough modificado por 

Johnson e Harris) (FAINE. 1999) e a recuperação da virulência foi obtida através de quatro 

passagens em hamsters. A cepa inoculada é de baixa passagem in vitro, sendo obtida após 7 

passagens em cultura. Em avaliações prévias, mais de 40 passagens são necessárias para 

atenuação da virulência desta cepa. A concentração de leptospiras em cada inoculação será 

aferida através de contagem em câmara de Petroff-Hausser.

4.2 ANIMAIS E EXPERIMENTOS

4.2.1 Hamsters

Para avaliação da virulência e patologia num modelo experimental^susceptível à doença 

aguda letal, foram utilizados hamsters da linhagem Golden Syrian com 9 semanas de idade. 

Os animais foram infectados por via intraperitoneal e  mantidos em microisoladores sendo 

necropsiados em intervalos determinados. Os animais controle foram inoculados com 1 ml 

de meio EMJH estéril. Em cada experimento, os animais foram sacrificados em câmara de 

gás carbônico e durante a necropsia foram coletadas amostras de tecidos fixados em 

solução de formol salino a 4%. N os experimentos para reprodução da doença aguda (grupo

3, abaixo), fragmentos de tecido renal foram imediatamente macerados em seringa estéril e 

misturados a meio EMJH, sendo repicados até 60 minutos para novo tubo com meio EMJH 

para reisolamento das cepas.

Desenho dos experimentos:

1) Cálculo da dose letal 50% (DL50%) e avaliação da patologia de hamsters 

convalescentes. Em quatro diferentes experimentos, grupos de 8 hamsters de nove

semanas, pareados por sexo, foram infectados por Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni cepa L1130 na passagem 4.7, pela via intraperitoneal. Nos dois
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primeiros experimentos, foram incluídos grupos inoculados com 10 ,̂ 10 ,̂ 10"̂ , 10 ,̂ 

10  ̂ e 10  ̂ leptospiras. N o terceiro experimento foram incluídos grupos de 10*, 10 ,̂ 

10 ,̂ lO'̂ , 10 ,̂ 10  ̂ leptospiras. No quarto experimento, foram incluídos grupos de 

10°, lO', I0“, 10 ,̂ IO'*, 10  ̂ leptospiras. N os experimentos B e C, os sobreviventes 

foram examinados após 28 dias para caracterização da patologia da leptospirose 

convalescente em hamsters.

2) Reprodução de doença aguda letal em hamsters de nove semanas infectados por 

inoculo de 10  ̂ Leptospira interrogans sorovar Copenhagen! cepa LI 130 na 

passagem 4.7, pela via intraperitoneal. Em dois experimentos, um grupo de 6 

hamsters foi comparado a dois animais controles inoculados apenas com Iml de 

meio EMJH estéril por via intraperitoneal.

3) Reprodução de doença aguda letal em hamsters de vinte semanas infectados por 

altos inóculos (10^-10^) de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa 

LI 130 na passagem 4.7, pela via intraperitoneal. Sete animais infectados foram 

comparados a três controles não infectados (tabela 2).

Para cálculo de dose letal 50% foi usada fórmula modificada de Reed-Muench

(REED&  M UENCll. 1938):
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Foram utilizados ratos da linhagem Wistar entre 3 e 5 semanas de vida. Os animais 

foram infectados por via intraperitoneaJ e mantidos em microisoladores sendo necropsiados 

em intervalos determinados. Os animais controle foram inoculados com 1 ml de meio 

EMJH estéril. Em cada experimento, os animais foram sacrificados em cámara de gás 

carbónico e durante a necropsia foram coletadas amostras de tecidos. As amostras tissulares 

foram congeladas e armazenadas em -70°C, enquanto outras foram fixadas em solução de 

formol salino a 4%. Fragmentos de tecido renal foram imediatamente macerados em 

seringa estéril e misturados a meio EMJH, sendo repicados até 60 minutos para novo tubo 

com meio EMJH para reisolamento das cepas. Em alguns experimentos, as amostras foram 

também fixadas apropriadamente para estudo de microscopía eletrônica de varredura, 

incluindo perfusão com solução fixadora para os casos que incluiram microscopia de 

varredura (adiante).

Desenho dos experimentos:

1) Experimentos pilotos para avaliação de colonização em ratos 28 dias após inóculo

intraperitoneal com 10* Leptospira interrogam sorovar Copenhagen! cepa LI 130 na

passagem 4.7. No primeiro experimento, foram usados animais de 3 semanas. No

segundo experimento, foram usados animais de 4 semanas. Em ambos, três ícmeas
t

infectadas foram comparadas à temea controle inoculada com 1 ml de meio EMJH 

esiérii.

2) Experimentos para avaliação do papel do inóculo na determinação de colonização 

renal após 28 dias da infecção intraperitoneal por diluições seriadas de I0“, lO"*, 10  ̂

e \ ( f  Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa LI 130 na passagem 4.7. No 

primeiro experimento, grupos de duas fêmeas por inóculos foram comparadas a 

duas ícmeas inoculados com I ml de meio EMJH estéril. No segundo experimento, 

grupos de quatro animais, pareados por sexo para cada inóculo, foram comparados a 

dois animais, pareados por sexo, inoculados com 1 ml dc meio EMJH estéril.

3) Experimento dc cinética de disseminação: 16 ratos de 4 semanas, ícmeas, infectadas 

com 10* Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 na passagem 4.7 

examinados cm iiitcrvalos de zero à 11 dias pós-inóculo para estudo de cinética de 

disseminação dc leptospiras nos tecidos (tabela 6).
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4) Experimento para avaliação do tempo necessário para estabelecimento de 

colonização renal: grupos de 4 ratos de 5 semanas, pareados por sexo, infectados 

10* Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 na passagem 4.7 

examinados em intervalos de sete dias para avaliação da persistência da colonização 

renal. Controles em cada intervalo semanal foram representados por animais 

inoculados com 1 ml de meio EMJH estéril.

5) Experimentos para determinação do tempo de persistência da colonização renal em 

animais inoculados com 10* Leptospira interrogans sorovíir Copenhageni cepa 

L1130 na passagem 4.7. No primeiro experimento, grupos de três fêmeas foram 

necropsiadas em intervalos de 1, 2, 3 e 4 meses e comparadas com uma fêmea 

controle ao final do 1° mês e do 4° mês de infecção. No segundo experimento, 

grupos de quatro ratos, pareados por sexo para cada intervalo mensal, foram 

comparados com um animal controle em cada intervalo.

Para cálculo da dose infectante capaz de induzir colonização do tecido renal de ratos 

após 28 dias foi utilizada a fórmula de Reed-Muench modificada.

4.3 MICROSCOPIA ÓPTICA E IMPREGNAÇÃO PELA PRATA

t

Tecidos de animais controle e infectados foram fixados em formaldeído salino a 4% e 

submetidos ao proccssamcnto dc rotina. Os blocos dc parafina foram cortados cm sccçõcs 

dc 4 um dc espessura c corados com hcmatoxilina c cosina (H&E). Lesões como focos dc 

hemorragia intra-alvcolar, ou presença dc polimorfonuclcarcs nas luzes tubulares renais 

foram classificadas dc maneira scmi-quantitativa segundo o seguinte critério; + (menos dc 1 

foco observado por campo dc 40X), + + {1 ou 2 focos observados por campo dc 40X), c 

+++ (mais dc 2 focos observados por campo dc 40X). Espccificamcnte cm relação a 

classificação scmi-quantitativa do infiltrado inflamatório linfo-hisíiociíário do tccido rcnai 

foram usados os seguintes critérios; + (menos dc 1 foco observado por campo dc 40X), ++ 

(1 ou 2 focos observados por campo de 40X ou focos maiores dc infiltrado linfo- 

histiocitário alem da localização restrita a zonas periarteriais e permeando segmentos 

tubulares), c +++ (mais dc 2 focos observados por campo dc 40X ou focos maiores com 

freqüentes potimorfonucleares neutrófilos intersticiais ou agregados nas fuzes tubulares)

34



A coloração de Warthin-Starry para visualização de espiroquetas foi padronizada a 

partir de seu protocolo descrito (FAINE. 1965; FAINE. 1982). Secções desparafinizadas 

foram imersas em solução de nitrato de prata 1% (Avi-Cenna) em ambiente escuro a 56°C 

por 60 minutos. As secções foram posteriormente imersas rapidamente, em ambiente 

escuro, na solução reveladora: 15 mi de gelatina 5% (Vetee), 8 mi de hidroquinona 0,3% 

(Nuclear) e 6 mi de nitrato de prata 2% (Avi-Cenna). As láminas foram lavadas em água 

corrente, desidratadas e montadas em lamínulas com bálsamo do Canadá.

4.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA

Para as amostras programadas para estudo em microscopía eletrônica de varredura, a 

perfusão foi realizada com solução de glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sodio 

0,1 M (pH 7.2). Animais selecionados foram anestesiados com solução de ketamina e 

xilazina e a perfusão foi feita por via intracardíaca utilizando escalpe n" 21 acoplado a um 

equipo de soro. A circulação da solução foi mantida pela secção da aorta abdominal abaixo 

dos vasos renais com desprezo do fixador. Rins fixados foram seccionados no maior eixo e 

secções incluindo a transição corticomedular foram mantidas na solução fixadora por uma 

hora. Em seguida, o material foi lavado em tampão cacodilato em três banhos de 10 

minutos. A pós-fixação foi realizada com tetróxido de ósmio 1% em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M (pH 7.2) por 30 minutos à temperatura ambiente, no escuro. O material foi 

lavado novamente três vezes em tampão cacodilato e desidratado 4°C em acetona 30%, 

50% e 70% por 10 minutos. As lamínulas foram aderidas ao suporte de varredura e a 

desidratação foi continuada com acetona a 90% por 10 minutos e dois banhos em acetona a 

100%, seguido de ponto critico e metalização com ouro. A análise e as micrografias foram 

realizadas no Instituto de Biofísica, Universidade Federal do Rio de Janeiro em 

microscópio eletrônico de varredura Jeol 5310 (ROCHA et a. 2004), As fotomicrografías 

documentadas incluíram magnificações de 100, 5000 e 15000X.

4.5 IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA

Amostras congeladas em -70°C foram cortadas em secções de 4-5 )j,m de espessura e 

aderidas a lâminas tratadas com poli-L-lisína (Sigma). Os cortes foram fixados em acetona, 

lavados três vezes em solução salina tamponada fosfatada (PBS), e submetidos a bloqueio
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de reação inespecífica com solução de albumina de soro bovino BSA (Sigma) 4mg/ml duas 

vezes por 20 minutos. Os tecidos foram lavados novamente em PBS e incubados por uma 

hora, em temperatura ambiente, com anticorpo primário policlonal (diluição 1:400), 

preparado a partir da imunização de coelhos N ew  Zealand White com antígeno bruto de 

Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae cepa RGA. Os anticorpos foram 

diluídos em BSA (Sigma) 4mg/ml. Os antisoros selecionados exibiam títulos de 

microaglutinação superiores a 12.000. As secções foram lavadas em PBS e incubadas com  

anticorpo monoclonal anti-IgG de coelho conjugado com FITC (Jackson Immunoresearch) 

na diluição 1:400, por uma hora. As lâminas foram montadas com lamínuias em glicerol. 

Controles negativos consistiram em cortes congelados de tecidos de animais não infectados 

submetidos ao mesmo procedimento. Além disso, em cada experimento, cortes de tecidos 

com infecção previamente confirmada foram incubados com soro não imune de coelho para 

exclusão de reação inespecífica.
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5.1 PATOLOGIA EXPERIMENTAL EM HAMSTERS

Quatro experimentos para avaliar a virulência da cepa estudada foram realizados. 

Conforme listado na tabela 1, os dois primeiros experimentos (A e B) indicaram que a dose 

letal 50% para Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L 1-130 na 

passagem 4.7, em hamsters de nove semanas, é menor que 10  ̂ leptospiras. Nos dois 

experimentos seguintes (C e D) foram calculadas doses letais 50% de lO'”̂ (equivalente a 

32) leptospiras e em lO'’̂  ̂ (equivalente a 56) leptospiras, respectivamente.

A fím de comprovar que as leptospiras patogénicas usadas para infecção experimental 

de ratos são capazes de reproduzir os achados histopatológicos da leptospirose em animais 

susceptíveis, foram realizadas necropsias de hamsters experimentalmente infectados. A 

alta letalidade foi confirmada nos controles dos ensaios de imunoproteção, embora 2 de 12 

animais sobreviveram (tabela 2). A maior parte dos óbitos distribuíram-se entre o 8° e 11° 

dia pós-infecção. Desta maneira, os resultados da tabela 1 permitem observar alterações 

histopatológicas características da leptospirose aguda. A tumefação multifocal do epitélio 

tubular renal, a dissociação das células hepáticas desorganizando a arquitetura trabecular, e 

a hemorragia intra-alveolar são os achados mais marcantes destes grupos de animais. A 

tumefação do epitélio tubular ocorreu em 8 de 12 animais (67%), estando presente em 8 dos 

10 (80%) animais que apresentaram doença letal. A dissociação difusa de hepatócitos foi 

observada em 7 de 11 hamsters (64%), e 7 de 9 (78%) com doença letal.

O experimento subseqüente avaliou as alterações observadas em hamsters infectados com  

inóculos mais altos - 10  ̂ e 10  ̂ - aproximando-se do que seria utilizado para o modelo de 

ratos. Um óbito foi observado no quarto dia pós-infecção enquanto todos os outros animais 

inoculados foram sacrificados por apresentar-se em estado moribundo no quinto dia. Em 

comparação com os experimentos com doses menores, o tempo de evolução para o óbito 

foi encurtado nesses animais (tabela 3). Entre os achados patológicos foram documentados 

a tumefação celular do epitélio tubular proximal do rim (figura 1), hemorragias no tecido 

renal (figura 2), desarranjo da arquitetura trabecular hepática (figura 3) e hemorragia intra- 

alveolar (figura 4). Além disso, freqüentes leptospiras puderam ser detectadas em íntima 

relação com a superfície luminal de células tubulares proximais do rim (figura 7).
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Tabela 1 -  Experimentos de dose letal 50"% em hamsters de nove semana infectados com 

diluições seriadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L l-130, na passagem 

4.7, por via intraperitoneal.

Experimento A

Concentração

10"
10'’
10̂
10̂
10̂
10"

Experim ento B

Concentração

10"
10*’
10̂
10̂
10̂
10"

Experimento C

Concentração

10'’
10̂
10"
10̂
10"
10'

Experim ento D

Concentração

10̂
10“
10'
10"
10'
10°

Obitos 

em fêmeas 

3/4 

4/4 

3/4 

4/4 

4/4 

4/4 

Óbitos 

em fêmeas 

4/4 

4/4 

3/4 

4/4 

4/4 

2/4 

Óbitos 

em fêmeas 

4/4 

4/4 

3/4 

4/4 

2/4 

1/4 

Óbitos 

em fêmeas 

4/4 

4/4 

4/4 

2/4 

0/4 

0/4

Letal idade

75%

100%

75%

100%

100%

100%

Letalidade

100%

100%

75%

100%

100%

50%

Letalidade

100%

100%

75%

100%

50%

25%

Letalidade

100%

100%

100%

50%

0%

0%

Óbitos 

em machos 

4/4 

2/4 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

Óbitos 

em machos 

4/4 

3/4 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

Óbitos 

em machos 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

3/4 

2/4 

Óbitos 

em machos 

4/4 

4/4 

4/4 

3/4 

1/4 

0/4

Letalidade

100%

50%

100%

100%

100%

100%

Letalidade

100%

75%

100%

100%

100%

100%

Letalidade

100%

100%

100%

100%

75%

50%

Letalidade

100%

100%

100%

75%

25%

0%

Dias para o óbito 

fêmeas machos 

6 ,6,8 6 ,6 ,6,10 

6,7,7,9 13,14

7,8,10 8,8,9,15 

10,10,11,18 9,10,10,11 

9,12,12,17 12,12,14,14 

11,12,13,14 11,11,11,12 

Dias para o óbito 

fêmeas machos 

7,8,9,15 7,7,10,10

7,7,8,11

8 ,8,12

10,10,10,12

6,7,8

8.8.8.9

8.9.9.9

11,11,11,11 10,10,11,11
13.14  ̂ 11,11,11,13 

Dias para o óbito 

fêmeas machos

6,7,7,9 7,7,7,7 

7,7,8,8 7,8,10,11

8.9.12 8,8,8,9

10.10.12.13 10,11,11,12

11.12  10 , 11,11 

11 11,12

Dias para o óbito 

fêmeas machos

10.11.11.14 8,8,10,10

10.10.10.10 9,9,10,10

10.11.11.11 10,11,13,14

14.14 11,11,12
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Tabela 2 -  Alterações histopatológicas observadas em hamsters de 9 semanas infectados 

com 10  ̂ Leptospira interrogans sorovar Copenhagen! cepa FIOCRUZ L I-130 por via 

intraperitoneal.

Experimento E Experimento F

Infectados Controles Infectados Controles 

n(%) n(%) n(%) n(%) 

Óbitos 4 /6 (6 7 ) 0 /2 (0 ) 6 /6 (100 ) 0 /2 (0 )

Rim

39

Tumefação multifocal do epitélio tubular 3/6 (50) 0/2 (0) 5/6 (83) 0/2 (0)

Regeneração focal ou multifocal 1/6(17) 0/2 (0) 1/6(17) 0/2 (0)

Nefrite intersticial 2/6 (33) 0/2 (0) 3/6 (50) 0/2 (0)

Warthin-Starry do tecido renal 2/6 (33) 0/2 (0) 3/6 (50) 0/2 (0)

Fígado -  dissociação difusa dos hepatócitos 2/5 (40) 0/2 (0) 5/6 (83) 0/2 (0)

Pulmões

Hemorragia intra-alveolar ++ ou +++ 1/5 (20) 0/2 (0) 4/5 (80) 0/2 (0)

Hemorragia intra-alveolar + 0/5 (0) 0/2 (0) 0/5 (0) 0/2 (0)

Nota: todos animais são machos no experimento 1 e fêmeas no experimento 2. Os animais 

sobreviventes foram necropsiados após 28 dias de infecção.
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Tabela 3 -  Alterações histopatológicas observadas em hamsters de 20 semanas infectados 

com altos inóculos úq Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L I-130 

por via intraperitoneal.

10^ 10'’ Controles

n(%) n(%) n(%)

Número total de hamsters 02(100) 05(100) 03(100)

Machos 02 (100) 02 (40) 01 (33)

Fêmeas 00 (0) 03 (60) 02 (67)

Óbitos l/2*(50) 0/5 (0) 00 (0)

Estado moribundo 1/2 (50) 5/5 (100) 00 (0)

Rim

Tumefação multifocal do epitélio tubular 1/2 (50) 4/5 (80) 0/3 (0)

Hemorragia intersticial renal ++ ou +++ 2/2 (100) 1/5 (20) 0/3 (0)

Nefrite intersticial (infiltrado linfo-histiocitário) + 1/2 (50) 4/5 (80) 0/3 (0)

Warthin-Starry do tecido renal 2 /2 (100) 5/5 (100) 0/3 (0)

Fígado -  dissociação difusa dos hepatócitos 2 /2 (100) 5 /5(100) 0/3 (0)

Pulmões

Hemorragia intra-alveolar ++ ou +++ 2/2 (100) 3/5 (60) 0/3 (0)

Hemorragia intra-alveolar + 0/2 (0) 1/5 (20) 0/3 (0)

estado moribundo no 5° dia pós-infecção, quando foram realizadas as necropsias.
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Figura 1. Tecido renal de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias 

após infecção com 10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal



(A-F) e hamster controle após 5 dias do inoculo com meio EMJH estéril por via 

intraperitoneal (G e H). A tumefação das células tubulares proximais é proeminente e pode 

ser observada em vários segmentos tubulares proximais coexistindo com áreas preservadas 

(A: aumento de lOOx; B: aumento de 200x). Em comparação com as células adjacentes, as 

células tumefeitas exibem acentuada palidez citoplasmática (C e D: aumento de 400x). O 

detalhe da morfologia das células degeneradas é mostrado no aumento de lOOOx (E e F), 

sendo que num túbulo pode-se identificar necrose de uma célula tubular proximal isolada 

destacada da membrana basal (F). Nas secções de córtex do tecido renal do animal controle, 

os segmentos tubulares proximais exibem eosinofilia citoplasmática características, sem 

achados patológicos (G: aumento de 200x; H: aumento de 400x).
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Figura 2. Tecido renal de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias 

após infecção com 10̂  Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal 

(A-D) e hamster controle após 5 dias do inoculo com meio EMJH estéril por via 

intraperitoneal (E e F). O quadro hemorrágico é exemplificado pelas freqüentes áreas de 

hemorragia intersticial no tecido renal. Em alguns casos, é freqüentemente observada 

hemorragia no espaço de Bowman glomerular e também no interior das luzes tubulares (A: 

aumento lOOx; B e C: aumento de 200x; D: aumento de 400x). O tecido renal dos animais 

controle não exibe zonas de hemorragia (E: aumento de 200x; F: aumento de 400x).
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Figura 3. Tecido hepático de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias 

após infecção com 10̂  Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ LI-130 via intraperitoneal 

(A-D) e hamster controle após 5 dias do inoculo com meio EMJH estéril por via 

intraperitoneal (E e F). Um característica marcante da patologia hepática da leptospirose 

aguda é a perda de coesão dos hepatócitos com dissociação da arquitetura trabecular 

habitual, como mostrando em área centrolobular (A) e no interior do parénquima (B), ao 

aumento de 200x. Os hepatócitos apresentam aspecto regenerativo com variação do 

tamanho do citoplasma, freqüentes imagens de binucleação e atipias nucleares reativas (C e
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D, aumento de 400x). No tecido hepático do animal controle, a área centrolobular (E) e o 

interior do parênquima (F) exibem traves hepáticas organizadas e hepatócitos de aspecto 

citológico habitual (E: aumento de 200x; F: aumento de 400x).
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Figura 3. Tecido pulmonar de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias 

após infecção com 10̂  Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ Ll-130 via intraperitoneai 

(A-D) e hamster controle após 5 dias do inóculo com meio EMJH estéril por via 

intraperitoneai (E e F). O tecido pulmonar exibe focos de hemorragia intra-alveolar (A e B: 

aumento de lOOx; C: aumento de 200x; D: aumento de 400x). O parênquima pulmonar do 

animal controle não exibe áreas de hemorragia (E: aumento de lOOx; F: aumento de 200x).
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De dois experimentos de dose letal 50%, foram examinados apenas animais que 

sobreviveram após 28 dias. Neste caso, foi aproveitada a oportunidade para avaliar 

alterações histológicas características da fase convalescente.

As necropsias incluíram exame dos rins, cérebro, coração, pulmões, fígado, baço e 

músculo esquelético. No entanto, apenas no tecido renal foram observadas alterações. Os 

sobreviventes apresentam com freqüência focos de regeneração tubular (figura 5). Foram 

observadas áreas de regeneração em 3/6 hamsters convalescentes (50%) infectados com 

inóculos iguais ou maiores que 10 ,̂ contrastando com apenas 2 dos 19 (10%) examinados 

nos experimentos para reprodução de leptospirose aguda (tabelas 2 e 3). Além disso, um 

dos animais do experimento E que sobreviveu e foi examinado após 28 dias, assim como os 

hamsters convalescentes dos experimentos de DL50%, apresentaram múltiplas áreas de 

regeneração do epitélio tubular.

Um quadro de nefrite subaguda com infiltrado predominante de linfócitos e histiócitos, 

por vezes com coexistência de polimorfonucleares neutrófilos foi um achado marcante dos 

hamsters convalescentes. Nos dois experimentos, 03 de 06 animais infectados com inóculos 

iguais ou maiores que 10  ̂apresentaram nefrite (50%) em comparação com 10 de 19 (53%) 

hamsters dos experimentos para reprodução da doença aguda. Chama atenção à presença de 

nefrite moderada ou intensa (++ ou +++) nos cinco hamsters convalescentes e em nenhum 

dos animais com doença aguda letal. A inflamação ocorre na zona cortical ou transição 

corticomedular e tende a apresentar adensamentos em áreas periarteriais e periglomerulares 

(figura 6). Em avaliações histopatológicas de animais sobreviventes após desafio em 

experimentos de imunoproteção, a frequência de nefrite subaguda moderada ou intensa é 

variável, mas sempre maior que 50% (dados não publicados).
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Figura 5. Tecido renal de hamster convalescente sacrificado após 28 dias de infecção com  

10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L l-130  via intraperitoneal (A-D) e hamster 

sacrificado após 28 dias de infecção com 10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L l-  

130 via intraperitoneal sem leptospiras detectadas em exame de cultura ou Warthin-Starry 

(E e F). O córtex renal exibe zonas focais ou multifocais de regeneração nos animais 

convalescentes, observados freqüentemente nas áreas subcapsulares. Um foco de 

regeneração tubular é mostrada em localização subcapsular (A: aumento de lOOx). O 

epitélio regenerativo é baixo, com núcleos hipercromáticos e escasso citoplasma quando 

comparados com as células tubulares dos segmentos proximais vizinhos que apresentam-se



preservados (B: aumento de 200x; C e D: aumento de 400x). O tecido renal de hamster que 

não desenvolveu colonização renal após 28 dias mostra ausência de achados patológicos 

como demonstrado nas imagens da zona cortical (E: aumento de 200x; F: aumento de 

400x).
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Figura 6. Tecido renal de hamster convalescente sacrificado após 28 dias de infecção com  

10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal (A-D) e hamster 

sacrificado após 28 dias de infecção com 10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L l-  

130 via intraperitoneal sem leptospiras detectadas em exame de cultura ou Warthin-Starry 

(E e F). O infiltrado inflamatorio com predomínio de linfócitos e histiócitos é um achado 

fi'eqüente nos animais convalescentes e tende a estar localizado em tomo de artérias de 

pequeno calibre (A: aumento de 400x) ou em tomo de glomérulos (B: aumento de 400x). 

Um infiltrado rico em histiócitos e plasmócitos pode ser observado em íntima relação com



a parede de uma artéria (C: aumento de iOOOx). Em casos com maior intensidade de 

inflamação, é freqüente a observação de polimorfonucleares neutrófílos no interstício ou 

em aglomerados nas luzes tubulares (D: aumento de lOOOx). Áreas periarteriolares e 

periglomerulares correspondentes de um animal que não desenvolveu infecção mostram 

ausência de achados inflamatórios (E e F: aumento de 400x).
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Figura 7. Tecido renal de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias 

após infecção com 10  ̂ Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L l-130  via intraperitoneal 

(A-C). A coloração de Warthin-Starry exibe fundo castanho a amarelo claro com núcleos 

exibindo cromatina de coloração marrom. Hamsters com leptospirose aguda exibem  

organismos com forma encurvada de coloração negra em íntima associação com células
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tubulares proximais (A-C: aumento de 2000x). Leptospiras não são identificadas nos 

túbulos de hamsters controles não infectados (D: aumento de 2000x).



5.2 AUSÊNCIA DE DOENÇA AGUDA EM RATOS EXPERIMENTALMENTE 

INFECTADOS.

Um achado consistente em todos os experimentos com ratos foi a ausência de doença 

clínica durante todos os intervalos examinados. Os achados histopatológicos são raros após 

28 dias de infecção e, quando presentes, são discretos (ver item 5.9). Por outro lado, o 

exame de ratos infectados após 4 a 11 dias de infecção, período de óbito dos hamsters 

letalmente infectados, não mostra nenhuma alteração histológica nos tecidos examinados 

(ver item 5.6).

5.3 EXPERIMENTOS PILOTOS PARA ESTABELECIMENTO DO ESTADO  

PORTADOR EM RATOS.

Dois experimentos foram realizados para confirmar o estabelecimento de colonização 

renal após 28 dias, desta vez apenas com os inóculos mais altos. Os resultados reforçam 

que ratos de 3 e 4 semanas desenvolvem o estado portador sem sinais de doença (tabela 4). 

Mesmo em animais com apenas 3 semanas de idade, os ratos mostram-se resistentes à 

doença. A colonização da superfície epitelial ocorre seletivamente nos túbulos proximais 

(figura 8).

Tabela 4 - ratos inoculados com 10* Leptospira interrogam  sorovar Copenhageni cepa 

Fiocruz L I-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados após 28 dias.
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Intervalo Cultura Warthin-Starry Histologia

n(%) n(%) n(%)

Experimento 3 -  ratos, fêmeas, de 4 semanas.

10* 3 /3 (100 ) 3 /3 (100) sem alterações (0)

Controle O/l (0) 0/1 (0) sem alterações (0)

Experimento 4 -  ratos, fêmeas, de 3 semanas

Intervalo Cultura Warthin-Starry Histopatologia

10* 2 /3 (6 7 ) 2/3 (67) sem alterações (0)

Controle 0/1 (0) 0/1 (0) sem alterações (0)
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Figura 8. Detecção de leptospiras colonizando túbulos renais de um rato de 3 semanas
%

infectado com 10* Leptospira interrogam  cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal. 

Leptospiras com forma típica em espiral são observadas nas luzes tubulares através da 

coloração de Warthin-Starry. Em A, uma colônia de leptospiras está intimamente 

relacionada à superfície luminal das células tubulares proximais (A: aumento de 400x, 

indicado na seta). Formas espiraladas individuais podem ser vistas em aumentos maiores 

(B: aumento de 2000x, indicado na seta). Freqüentemente, emaranhados de leptospiras são 

vistos no interior de túbulos proximais (C: aumento de lOOOx, indicado na seta). Um animal 

controle inoculado com Iml de meio EMJH estéril não exibe espiroquetas à coloração de 

Warthin-Starry (D: aumento de lOOOx). Nesta coloração, o fiindo é corado de castanho 

amarelado em tonalidade variável, núcleos são corados em marrom e espiroquetas são 

identificadas por sua forma características e pela pigmentação engrecida derivada da reação 

com nitrato de prata.



5.4 COLONIZAÇÃO RENAL AVALIADA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA.

Um dos animais colonizados indicados na tabela 5 foi submetido à perfusâo com solução 

de fixação para microscopia eletrônica e preparado para microscopía eletrônica de 

varredura (figuras 9 a 12). As fotomicrografías revelam íntima associação de formas 

espiraladas com as superfícies do hospedeiro e, na figura 12, chama a atenção o intenso 

grau de colonização da luz de um túbulo renal (figura 12).
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Figura 9. Microscopia eletrônica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com 10* 

Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal, 28 dias após inóculo. 

Leptospiras com forma típica em espiral são observadas. A seta aponta para uma leptospira 

com forma espiral típica (aumento de 15000X).
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Figura 10. Microscopía eletrônica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com 

10* Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L 1-130 via intraperitoneal, 28 dias após 

inoculo. Leptospiras com forma típica em espiral são observadas. A seta aponta para uma 

leptospíra com forma espiral típica (aumento de 15000X).

Figura 11. Microscopía eletrônica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com 

10* Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L 1-130 vía intraperitoneal, 28 días após



inoculo. No aumento de lOOX é possível distinguir a arquitetura do tecido renal com 

glomérulos (g) abaixo da superfície capsular e ductos coletores (d) convergindo para pelve 

renal onde o quadrado limita área de intensa colonização por leptospiras ampliada na figura 

12.
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Figura 12. Microscopía eletrônica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com 

10* Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ Ll-130 via intraperitoneal, 28 dias após 

inoculo. Colonização renal por múltiplas leptospiras em associação com as superfícies do 

hospedeiro (aumento de 5000X).
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5.5 INFLUENCIA DO INOCULO PARA ESTABELECIMENTO DO ESTADO 

PORTADOR EM RATOS.

Dois diferentes experimentos foram realizados para determinar a influência do inoculo 

para esíabelucimento do estado portador renal após 28 dias. No primeiro experimento 

foram utilizados ratos fêmeas de 4 semanas. O segundo experimento foi repetido com 

fêmeas de 5 semanas (tabela 5). Os altos inóculos (10^ e 10®) são capazes promover 

colonização renal em todos os animais de modo reproduzível. Vale destacar que os ratos 

atravessam o período de estudo sem sintomas e os achados histopatológicos, quando 

presentes, são discretos. No maior experimento (experimento 2 -  tabela 4), a dose 

infectante 50% para colonização renal foi calculada em lO'*’̂ *, equivalente a 47863 

leptospiras.

Tabela 5 - ratos inoculados com 10 ,̂ 10"* , 10  ̂ e 10* Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni cepa Fiocruz Ll-130 4.7 vía intraperitoneal necropsiados após 28 dias. 

Intervalo Cultura Warthin-Starry Histologia 

n(%) n(%) n(%)

Experimento 1 -  Ratos, fêmeas, de 4 semanas

10* 2/2(100) 1/2 (50) Nefrite + 1/2 (50)

Nefrite++ 1/2(50)

10^ 2/2(100) 1/2 (50) Nefrite + 1/2 (50)

10^ 1/2(50) 2/2(100) Nefrite 0/2 (0)

10̂ 0/2 (0) 0/2 (0) Nefrite 0/2 (0)

Controle 0/2 (0) 0/2 (0) Nefrite 0/2 (0)

Experimento 2 -  Ratos, pareados por sexo, de 5 semanas

10* 3/4* (75) 4/4(100) Nefrite + 2/4 (50)

10^ 4/4 (100) 2/4 (50) Nefrite 0/4 (0)

10^ 1/4 (25) 1/4 (25) Nefrite 0/4 (0)

10^ 0/4 (0) 0/4 (0) Nefrite + 1/4 (25)

Controle 0/2 (0) 0/2 (0) Nefrite 0/2 (0)

Nota: * cultura excluida por contaminação.



5.6 ESTUDO DA CINÉTICA DE DISSEMINAÇÃO EM RATOS.

Em experimento piloto para investigação da cinética de disseminação de leptospiras nos 

tecidos renal, hepático, pulmonar e esplénico do hospedeiro; ratos do sexo feminino foram 

necropsiados em intervalos determinados após alto inóculo intraperitoneal. Foram coletados 

amostras de rim, fígado, pulmão e baço. A análise histológica dos tecidos não demonstra 

alterações em nenhum intervalo. Por outro lado, a coloração de Warthin-Starry detectou 

leptospiras nos túbulos renais dos animais necropsiados no 8°, 9° e 11° dia pós-infecção 

(tabela 6).

A contagem de leptospiras com formas típicas marcadas por imunofluorescência indireta 

foi medida em campos de 400x. Em nenhum intervalo anterior a 24 horas pós-inóculo 

foram detectados leptospiras nos quatro tecidos avaliados. A densidade maior de leptospiras 

foi detectada no tecido hepático entre o primeiro e o sétimo dia de infecção, com pico de 20 

leptospiras por campo no quarto dia (figura 13). A presença de leptospiras pôde ser 

documentada no tecido pulmonar, embora tenha sido detectada apenas após 2 e 4 dias do 

inóculo (tabela 6). No tecido esplénico, a contagem de leptospiras foi prejudicada pelo 

predomínio de sinais fluorescentes de padrão granular sem morfologia compatível com 

leptospiras viáveis.

No rim, a detecção de leptospiras entre os intervalos de um a sete dias pós-infecção pôde 

ser quantificada através da contagem de espiroquetas distribuídas difusamente no tecido 

renal (tabela 6). Entretanto, a partir do oitavo dia, as leptospiras deixaram de apresentar 

distribuição difusa tendendo a concentrar-se em áreas de contorno tubular, identificadas 

como a luz de segmentos tubulares (figura 13). De modo interessante, a observação deste 

padrão de colonização tubular observado nos dias 8, 9, 10 e 11 da infecção correlacionou 

com a positividade da impregnação pela prata nos dias 8, 9 e 11.

Em todos os intervalos estudados, o exame histopatológico dos tecidos renal, hepático e 

cardíaco não apresentou particularidades. O baço apresentou um quadro de congestão a 

partir do T dia pós-infecção.
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Figura 13. Detecção de leptospiras no tecido renal e hepático de ratos por 

imunofluorescéncia indireta. O tecido hepático de um rato de 5 semanas infectado com 10* 

Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 4 dias após a infecção, 

exibe densidade máxima de leptospiras (A: aumento de 400x). A observação ao maior 

aumento permite identificar leptospiras individuais aderidas às traves hepáticas (B: 

aumento de lOOOx). No tecido renal de um rato de 5 semanas após 4 dias do mesmo 

inoculo, leptospiras podem ser vistas esparsamente distribuídas (C: aumento de 400x). A



partir do oitavo dia, é possível observação a tendência de acúmulo de leptospiras em 

limitadas às superfices tubulares (D: aumento de lOOOx). Imagens típicas de leptospiras não 

são observadas nos tecidos hepático e renal dos ratos sacrificados imediatamente após o 

inóculo (E: tecido hepático, 400x; F: tecido renal, 400x).
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Tabela 6 -  ratos Wistar fêmeas, um animal por intervalo, inoculados com 10 Leptospira 

interrogam sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L I-130 necropsiados em intervalos 

determinados para estudo de disseminação nos tecidos.

Intervalo WS rim Imunofluorescência

Rim Fígado Pulmão

0 min Negativo Negativo Negativo Negativo

30 min Negativo Negativo Negativo Negativo

2 horas Negativo Negativo Negativo Negativo

4 horas Negativo Negativo Negativo Negativo

12 horas Negativo Negativo Negativo Negativo

24 horas Negativo 3 / campo 5 / campo Negativo

48 horas Negativo 2 / campo 12 / campo < 1 / campo

72 horas Negativo 3 / campo 15 / campo Negativo

4 dias Negativo 7 / campo 20 / campo < 1 / campo

5 dias Negativo 4 / campo 13 / campo Negativo

6 dias Negativo 5 / campo 6 / campo Negativo

7 dias Negativo 5 / campo 1 / campo Negativo

8 dias Positivo Colonização Negativo Negativo

9 dias Positivo Colonização Negativo Negativo

10 dias Negativo Colonização Negativo Negativo

11 dias Positivo Colonização Negativo Negativo

Nota: WS = Warthin-Starry do tecido renal; a contagem é feita por campo de 400X.



5.7 TEMPO PARA O ESTABELECIMENTO DO ESTADO PORTADOR EM RATOS.

Para investigar o tempo necessário para estabelecimento da colonização renal, foi 

desenhado um experimento no qual 16 ratos infectados com alto inoculo foram examinados 

em intervalos de uma semana. Mais um método de detecção de leptospiras nos tecidos, a 

imunofluorescéncia, foi adicionado para aumentar a sensibilidade visto que os outros 

métodos podem não ser tão sensíveis durante a fase de estabelecimento da colonização 

renal. Para a maioria (75%) dos ratos, uma semana é o período requerido para colonização 

dos túbulos renais (tabela 7). Após um mês, os túbulos renais apresentam intensa emissão 

de fluorescência de onde podem ser identificadas espiroquetas individualizadas (figura 14). 

A impregnação pela prata mostra colonização de túbulos proximais, sendo negativa nos 

outros tecidos avaliados: fígado, pulmão e baço.

Tabela 7 - ratos Wistar machos e fêmeas de 5 semanas inoculados com 10  ̂ Leptospira 

interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L 1-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados 

a cada 7 dias.
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Intervalo Infectados

Cultura WS IHF Histologia

n(%) n(%) n(%) n(%)

1 sem 3/4 (75) 3/4 (75) 3/4** (75) Nefrite+ 1/4 (25)

2 sem 4/4(100) 4/4(100) 4/4(100) Nefrite 0/4 (0)

3 sem 3/4*(75) 4/4(100) 4/4(100) Nefrite 0/4 (0)

4 sem 3/4*(75) 4/4(100) 4/4(100) Nefrite 0/4 (0)

Nota: * cultura excluída por contaminação.

** IHF (imunofluorescéncia) detectou apenas leptospiras esparsas no tecido renal. 

Para todos os intervalos, um animal controle não infectado foi examinado 

apresentando todos os testes negativos.
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Figura 14. Detecção de leptospiras no tecido renal de ratos por ¡munofluorescéncia 

indireta. O tecido renal de um rato de 5 semanas infectado com Leptospira interrogans 

cepa FIOCRUZ L 1-130 via intraperitoneal, 4 semanas após a infecção, exibe intensa 

emissão de fluorescência concentrada em urna área tubular (A: aumento de lOOOx). 

Leptospiras isoladas podem ser identificadas no mesmo tecido, assim como agregados 

exibem emissões de fluorescência de contorno esférico (B: aumento de lOOOx). Urna forma 

espiralada típica pode ser observada num aumento maior (C: aumento de 2000x). Não há 

detecção de nenhuma fluorescência além da emissão de fundo no tecido renal do rato 

controle inoculado com meio EMJH estéril e necropsiado após 4 semanas (D: aumento de 

lOOOx).



5.8 TEMPO DE PERSISTÊNCIA DA COLONIZAÇÃO RENAL EM RATOS.

Para determinar o tempo de persistência de colonização renal, dois experimentos foram 

desenhados com ratos de 4 e de 5 semanas (tabela 8). A combinação de avaliação por 

cultura e impregnação pela prata permitiram confirmar a colonização renal em 100% dos 

animais, em cada intervalo mensal, nos dois experimentos. A impregnação pela prata 

mostra densa colonização de túbulos proximais, sendo negativa nos outros tecidos 

avaliados: fígado, pulmão e baço. No experimento 6, os resultados positivos do tecido renal 

foram também obtidos por imunofluorescência, mostrando tendência a denso acúmulo focal 

de leptospiras no tecido renal, de aspecto similar ao mostrado na figura 14A. As alterações 

patológicas, quando presentes, são restritas à discreto infiltrado linohistiocitário em tomo 

de pequenas artérias, com exceção de um caso com nefrite intersticial moderada em animal 

necropsiado 2 meses após inoculo (ver item 5.9).
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Tabela 8 - ratos Wistar fêmeas de 4 semanas inoculados com 10 Leptospira interrogam 

sorovar Copenhageni cepa Fiocruz Ll-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados a cada mês.

Intervalo Infectados Controles

Cultura WS Histologia Cultura WS Histologia

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

Experimento 5 -  ratos, fêmeas, de 4 semanas.
Após 1 mês 3/3 (100) 3/3 (100) Nefrite 0/3 (0) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)

Após 2 meses 2/3 *(67) 3/3(100) Nefrite+ 3/3 (100) — — —

Após 3 meses 2/3 (67) 3/3 (100) Nefrite + 1/3 (33) — — —

Após 4 meses 3/3 (100) 3/3 (100) Nefrite 0/3 (0) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)

Experimento 6 -  ratos, pareados por sexo, de 5 semanas.
Após 1 mês 4/4(100) 3/4 (75) Nefrite + 1/4(25) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)

Após 2 meses 2/4 (50) 4/4(100) Nefrite + 2/4(50) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)
Nefrite ++ 1/4 (25)

Após 3 meses 3/4 (75) 4/4(100) Nefrite + 4/4(100) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)

Após 4 meses 3/4 (75) 4/4(100) Nefrite + 1/4 (25) 0/1 (0) 0/1 (0) Nefrite 0/1 (0)

Nota: * cultura excluída por contaminação. WS = Warthin-Starry do tecido renal
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5.9 HISTOPATOLOGIA DE RATOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Em todos experimentos foram realizados exames histopatológicos dos ratos infectados. 

Apesar de inflamação discreta ter sido documentada em uma necropsia realizada uma 

semana após infecção (tabela 7), tal achado é mais freqüente nos animais examinados em 

intervalos de um mês ou mais após infecção (tabelas 5 e 8). Uma observação marcante é 

que o processo de disseminação precoce evoluiu e a colonização renal é estabelecida sem 

nenhum achado histopatológico associado (tabela 6). A lesão mais observada são focos 

esparsos de infiltrado linfo-histiocitário em tomo de pequenas artérias e arteríolas, de 

pequena intensidade e mínimo dano ao tecido cortical adjacente (figura 15). Um animal, 

todavia, exibiu inflamação mais intensa (tabela 8, figura 16) embora jamais atinja a 

intensidade de alguns casos de tecido renal de hamsters convalescentes com nefrite 

subaguda intensa associada a infiltração intersticial de polimorfonucleares neutrófilos que 

por vezes apresentam-se também em agregados nas luzes luminais (figura 6).

Os achados histopatológicos em ratos experimentalmente infectados por leptospiras 

patogênicas apresentaram-se restritos ao tecido renal e apresentam padrão semelhante ao 

observado em hamster, com disposição tipicamente periarterial ou periglomerular, na zona 

cortical ou transição corticomedular. Um total de 22 casos (24,4%) com nefrite foi 

identificado entre os 90 ratos experimentalmente infectados em intervalos que variaram de

1 semana à 4 meses de acompanhamento. Do conjunto de 18 controles inoculados com 

meio EMJH estéril, nenhum deles apresentou tal tipo de lesão.

Nenhum animal, infectado experimentalmente ou controle, exibiu outras alterações 

renais tais como abscessos, pielonefrite ou necrose tubular -  alterações previamente 

descritas em ratos capturados de Salvador (FARIA. 2000).
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(continua na página seguinte)
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Figura 15. Histopatologia de ratos experimentalmente infectados com 10* Leptospira 

interrogam cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal. O achado mais freqüente é um 

infiltrado linfo-histiocitário periarteriolar com mínimo dano ao parênquima cortical 

adjacente como exemplificado na secção de rato necropsiado 1 mês após infecção (A: 

lOOx; B: 200x; C: 300x; D: lOOOx). O detalhe do infiltrado inflamatório demonstra 

predomínio de macrófagos (D). Uma lesão semelhante é observada num rato necropsiado 2 

meses após infecção (E: lOOx; F: 200x; G: 300x; H: lOOOx). A mesma lesão de distribuição 

focal é observada em outro rato necropsiado 2 meses após infecção (I: aumento de 400x). 

Uma área correspondente do córtex de um animal controle necropsiado após 2 meses do 

inóculo com meio EMJH estéril não exibe achados inflamatórios (J: aumento de 400x).
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Figura 16. Histopatologia de rato experimentalmente infectado com 10* Leptospira 

interrogans cepa FIOCRUZ L I-130 via intraperitoneal necropsiado após 2 meses que
%

apresentou nefrite intersticial graduada como ++. Focos de infiltrado linfo-histiocitário são 

observados no parênquima cortical (A: aumento de lOOx; B: aumento de 200x). A 

inflamação é de maior intensidade e não está restrita a áreas periateriais. No interior destes 

focos é possível observar lesão de segmentos tubulares proximais (C: aumento de 400x). O 

detalhe do infiltrado inflamatorio permite identificar freqüentes macrófagos exibindo 

menor quantidade de linfócitos (D: aumento de lOOOx).



6. DISCUSSÃO

Os achados experimentais confirmam amplamente a resistência natural do Rattus 

norvegicus à doença por leptospiras patogênicas. Além disso, o estabelecimento do estado 

portador renal pode ser documentado em virtualmente todos os casos. A fim de comprovar 

que nossas cepas eram capazes de reproduzir a doença em modelos susceptíveis, foram 

realizados estudos de acompanhamento clínico e histopatologia da infecção experimental 

em hamsters. Recentemente, a comparação entre a patologia da infecção experimental em 

cobaias e ratos foi relatada como ponto de partida para investigação sobre a expressão de 

antígeno O do LPS na superfície de leptospiras em diferentes hospedeiros (NALLY et al. 

2005).

A investigação da patologia experimental em hamsters confirmou largamente os 

achados previamente relatados por outros autores em diferentes hospedeiros susceptíveis 

(AREAN.1962a; DE BRITO et al. 1966; WAKAMATSU et al. 1990; PEREIRA et al. 

2005).

A investigação de histopatologia em ratos infectados experimentalmente com leptospiras 

patogênicas só foi relatada recentemente como parte de estudos ainda não publicados 

(NALLY et al. 2005). Neste relato, não se observou achado histopatológico algum na 

infecção pelas mesmas cepas que causam doença letal em cobaias. Entre as observações 

indiretas, um estudo ultraestrutural de ratos capturados descreve edema do córtex e 

infiltrados com predomínio de plasmócitos, em especial nos animais com respostas 

sorológicas mais altas (STERLING & THIERMANN. 1981). Esta observação foi 

interpretada como evidência de que ratos podem desenvolver a doença aguda mas 

recuperam-se rapidamente. Em humanos, a nefrite subaguda observada na leptospirose não 

é precoce e parece ocorrer apenas naqueles indivíduos que sobrevivem o bastante para 

desenvolvê-la (AREAN 1962b). Os mesmos achados são relatados na leptospirose 

experimental (DE BRITO et al. 1967; DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). Os resultados 

de nosso experimento de disseminação documentaram estabelecimento de colonização 

renal sem nenhuma alteração morfológica identificável. Da mesma forma, outros autores 

descrevem que, mesmo em animais susceptíveis, não há relação direta entre a presença de 

leptospiras e o dano do epitélio tubular do hospedeiro (MILLER & WILSON. 1967).
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Ratos com colonização estabelecida por períodos de tempo maiores, entre semanas e 

meses, apresentaram infiltrados com predomínio de linfócitos e histiócitos. Em nossos 

experimentos, observamos que estes infiltrados são predominantemente de discreta 

intensidade e tendem a estar acumulados em tomo de artérias, arteríolas e glomérulos na 

zona cortical ou transição corticomedular. Não foram observados focos inflamatórios na 

pel ve renal. Apesar de ocorrer numa minoria dos casos (24,4%), as alterações inflamatórias 

não são observadas nos controles. Este achado, portanto, auxilia na compreensão da história 

natural da infecção em ratos, excluindo uma série de outras lesões observadas em rins de 

ratos capturados provavelmente causadas por diversos outros fatores ambientais (FARIA.

2000). No entanto, estudos subseqüentes de colocalização de antígenos serão importantes 

para compreender o papel da estimulação antigênica de leptospiras e de outros 

determinantes da resposta, como expressão de citocinas, neste processo.

Em contrapartida a nefrite leve observada em ratos, hamsters sobreviventes tendem a 

exibir um quadro de nefrite muito mais exuberante de maior intensidade, freqüentemente 

acompanhados por polimorfonucleares neutrófílos e zonas focais ou multifocais de 

regeneração tubular. Ratos parecem ser resistentes aos efeitos tóxicos agudos da 

disseminação de leptospiras nos tecidos, mas alguns componentes da membrana externa 

bacteriana liberados após a morte das leptospiras podem ser responsáveis pelo recrutamento 

inflamatório observado em alguns animais. Neste particular, um extrato de glicoliproteína 

liberado pela lise de leptospiras já  foi relacionado à uma resposta inflamatória tardia não 

associada as alterações funcionais graves da infecção precoce (SANTOS et al. 1989; 

ALVES etal. 1991; ALVES et al. 1992).

Em nossos experimentos, a resistência natural à infecção não pareceu ser afetada pela 

idade do animal no momento do inóculo, pois altos inóculos em animais de três, quatro e 

cinco semanas foram capazes de induzir colonização renal quase que universalmente sem 

patologia. Esta observação contrasta com a susceptibilidade aumentada de outros roedores 

de laboratório, cuja resistência aumenta com a maturação do sistema imune (ADLER et al. 

1980; BARNETT et al. 1999).

A investigação sobre a interferência do inóculo para estabelecimento da colonização 

renal permitiu a observação de que os altos inóculos (10^ e 10*) são capazes de promover 

estado portador em virtualmente todos os casos. Este achado é intrigante, pois inóculos de 

¡O'* promovem estado portador em poucos casos, e em nenhum caso observamos

71



colonização renal com o inoculo de 10 .̂ Comparativamente, o inóculo da mesma cepa que 

causa doença letal em hamsters em metade dos hamsters foi calculada em lO'’̂  - (32- 

56) leptospiras e o inóculo de 10̂  causa doença letal em 88% de todos os animais. Na 

natureza, é possível que nem todos os ratos tomem-se portadores, visto que a taxa de 

colonização renal varia muito entre ratos capturados (THIERMANN. 1977; PEREIRA & 

ANDRADE. 1988; FARIA. 2000), mas as cepas derivadas de ratos podem, mesmo em 

pequenos inóculos, promover doença letal em hospedeiros resistentes.

No presente trabalho, a colonização renal pôde ser demonstrada de modo reproduzível 

em intervalos de até 4 meses pós-inóculo. Apesar de ser amplamente aceito que ratos 

podem permanecer excretando leptospiras na urina por toda a vida, apenas dois estudos 

experimentais estão disponíveis. Thiermann observou que ratos Sprague-Dawley jovens 

(com cerca de 300g) mantinham rins colonizados pelas cepas 549K e 538Br do sorovar 

Icterohaemorrhagiae por até 220 dias, o máximo intervalo estudado (THIERMANN. 1981). 

Por outro lado, ratos Sprague-Dawley jovens (130-150g, 6 semanas de idade) infectados 

com cepa RJ 16441 do sorovar Copenhageni mantém excreção urinária que dura 72 dias 

(NALLY et al. 2005). As observações descritas no presente modelo favorecem a hipótese 

de uma infecção mais duradoura. No entanto, os achados discordantes do último relato 

podem ser analisados com as seguintes ressalvas; 1) enquanto Naily et al descrevem a 

excreção urinária de leptospiras detectadas por exame direto da urina em microscopía de 

campo escuro, os achados aqui descritos bem como os de Thiermann são baseados em 

positividade em culturas de rim ou urina, o que aumenta a sensibilidade para detecção de 

organismos viáveis; 2) apesar de pertecerem ao mesmo sorogrupo, a diferença de cepas 

podem representar relações menos evoluídas entre uma cepa e um hospedeiro 

(NATARAJASEENIVASAN & RATNAM. 1997); e 3) alguns achados do recente relato 

são descritos como parte de estudos ainda não publicados e os dados sobre todos os 

resultados e metodologias aplicadas não estão completamente disponíveis.

Quanto a questão dos métodos de detecção de leptospiras em tecidos, a cultura mostrou- 

se uma abordagem satisfatória na maioria dos casos. Leptospiras exibem crescimento lento 

requerendo com frequência algumas semanas para detecção à microscopía de campo 

escuro. Além disso, a freqüente contaminação por outras bactérias é um problema 

importante na investigação microbiológica de leptospiras (FAINE et al. 1999). Em nosso 

estudo, a cultura foi capaz de detectar a maioria dos casos positivos por outros métodos nas 

amostras que não sofreram contaminação. A impregnação pela prata através da técnica de
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Warthín-Starry é uma abordagem tradicional de detecção de leptospiras em tecidos, mas 

sofre com a variabilidade dos resultados sendo relatadas baixa sensibilidade e 

especificidade (FAINE. 1965; AL VES et al. 1987). Neste estudo, a técnica permitiu 

identificação da colonização em túbulos renais em casos de cultura negativa ou 

contaminada. No entanto, alguns casos de infecções comprovadas por outras metodologias 

não foram detectados pelo método. Em particular, a técnica falhou em detectar leptospiras 

nas fases mais precoces da infecção. Desta forma, a imunofluorescência foi adicionada 

como alternativa mais sensível para estudos de disseminação precoce. A concordância entre 

cultura e Warthin-Starry foi maior na investigação em ratos do que em hamsters, o que 

pode ser explicada por uma maior colonização do tecido em hospedeiros mais adaptados 

sem patologia subjacente. Sobre a questão da reprodutibilidade, a maior dificuldade na 

técnica de Warthin-Starry é a intensidade da coloração de fundo, que mostrou-se variável 

de amarelo quase incolor até fundo amarelo acastanhado intenso. Esta variabilidade é uma 

dificuldade conhecida nesta técnica (BRIDGES & LUNA.; FAINE. 1965; ELLIOT. 1988). 

A morfologia da colonização renal confirma amplamente os relatos prévios de íntima 

associação com superfícies tubulares proximais em diferentes modelos experimentais e 

animais naturalmente infectados, incluindo os estudos prévios em ratos capturados 

(ANDRADE 8l OLIVEIRA. 1954; STERLING & THIERMANN. 1981; FARIA. 2000).

O estudo sobre a disseminação detectado por imunofluoresência demonstrou que, após 

uma fase de disseminação precoce caracterizada pela observação de leptospiras isoladas 

esparsas no tecido renal, ocorre uma tendência de concentração em zonas tubulares por 

volta do 8“ dia infecção. Esse padrão de concentração da infecção no tecido renal é 

semelhante ao observado por um estudo, que através de imunohistoquímica em cobaias, 

demonstrou a presença de antígeno de leptospiras (sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar 

Monymusk) no interstício renal no quarto dia de infecção, seguida por migração entre as 

células epiteliais, até predominar nas luzes tubulares a partir do sexto dia (ALVES et al. 

1991). O uso de imunofluorescência indireta em tecidos para estudo de disseminação foi 

previamente utilizado para quantificar a disseminação de leptospiras em diferentes tecidos 

de cobaias até 96 horas pós-infecção com \0  ̂L.interrogam serovar icterohaemorrhagiae 

via subcutânea, observando densidades iguais ou maiores de 100 leptospiras por campo de 

400 vezes no fígado e maior que 10 em baço, coração e pulmão no 4° dia (MERIEN et al.

1998). Neste trabalho, também observamos uma maior densidade de leptospiras no tecido
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hepático durante os primeiros dias da infecção, embora contagens maiores que 100 por 

campo não foram documentadas. Recente estudo em modelo experimental de primatas -  

Callithrix jacchus -  foi capaz de demonstrar a presença de leptospiras no tecido pulmonar 

por imunofluorescéncia, embora esta detecção tenha sido infreqüente quando comparada ao 

tecido hepático e renal (PEREIRA et al. 2005). Do mesmo modo, a disseminação de 

leptospiras no fígado foi relatada como muito mais ampia do que no pulmão no modelo de 

hamster (MILLER et al. 1974). Em conjunto, essas observações reforçam a concepção de 

que uma disseminação hematogênica de leptospiras no primeiro dia de infecção, com 

grandes densidade no sangue e tecido hepático, são seguidas por uma colonização seletiva 

do tecido renal tanto em animais resistentes, e que servem como modelo de persistência da 

infecção, quanto animais susceptíveis à doença grave como hamsters, cobaias e sagüis.

A imunofluorescéncia oferece a avaliação da morfologia típica de leptospiras, o que 

permite uma avaliação da potencial viabilidade dos organismos observados. Além disso, 

este método já  foi utilizado em outros modelos experimentais da leptospirose facilitando a 

comparação de resultados. Por outro lado, no caso do tecido renal, a agregação nas 

superfícies luminais tubulares em dado momento da infecção impede a contagem 

tradicional permitindo apenas classifícar como um padrão de colonização. Métodos 

baseados na detecção qualitativa do DNA de leptospiras não se baseiam necessariamente na 

presença de organismos vivos, e podem produzir dados difíceis de interpretar. Por exemplo, 

estudo em amostras de pacientes humanos já  relataram detecção do DNA de leptospiras na 

urina de pacientes mais de um ano após a fase aguda ou até 56 dias após inícios de sintomas 

em amostras de sangue, o que não corresponde ao conhecimento prévio sobre a evolução da 

infecção (BAL et al. 1994; MERIEN et al. 1995). Os primeiros relatos de abordagens 

quantitativas de detecção do DNA de leptospiras em humanos, realizados em número 

reduzido de amostras clínicas e em séries não controladas, sugeriram que um ponto de corte 

de 10“* leptospiras/ml no sangue como um fator prognóstico crítico, visto que todos os 

pacientes com densidades maiores apresentaram evolução fatal (TRUCCOLO et al. 2001; 

SEGURA et al. 2005).

Esses achados ressaltam a importância do modelo de persistência para estudos futuros 

que utilizem técnicas para detecção quantitativa do leptospiras nos tecidos. Novas 

metodologias tais como ensaio de PCR semi-quantitativo e Real-Time PCR já foram 

aplicadas no modelo de hamsters (TRUCCOLO et al. 2002; PALANIAPPAN et al. 2005). 

No entanto, o modelo de hamster não é apropriado para estudo de cinética de disseminação
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visto que uma patologia aguda e letal freqüentemente é superposta ao processo. A 

quantificação da transcrição de genes envolvidos na adaptação ao hospedeiro por “Real 

Time RT-PCR” é também uma promissora abordagem no campo da leptospirose, visto que 

até o momento a incapacidade de manipular geneticamente leptospiras dificulta o estudo de 

seus fatores de virulência.

Desta forma, estabelecemos uma cepa de leptospira patogênica capaz de induzir doença 

letal em modelo susceptível (hamster) e infecção persistente (ratos). A maior parte dos 

estudos prévios usando o modelo experimental de ratos foi limitada pela ausência de 

estudos paralelos em modelos susceptíveis para comprovar a virulência das cepas avaliadas. 

Neste estudo, o modelo de hamsters foi detalhadamente avaliado quanto à capacidade de 

reproduzir doença letal e achados patológicos associados.

Com bases nestes resultados, concluímos que o modelo da infecção experimental de 

ratos pode ser usado para uma série de estudos sobre mecanismos de colonização e 

resistência. O estado portador é facilmente reproduzível em laboratório e tende a ser 

estabelecido em tomo de uma semana após inóculo. Ratos são naturalmente resistentes e a 

disseminação de leptospiras não estão associadas com doença subletal. Alterações 

inflamatórias, quando presentes, são discretas. Os achados do experimento de cinética de 

disseminação avaliada por imunofluorescência sugerem que a colonização resulta de 

sobrevivência seletiva de leptospiras no tecido renal, ao invés de um tropismo seletivo para 

os rins, vistos que outros órgãos, como o fígado, podem exibir densidade muito maior na 

fase de leptospiremia. O estudo experimental comparativo de modelos de susceptibilidade à 

doença aguda letal e infecção persistente tem grande potencial para auxiliar a compreensão 

dos mecanismos básicos de doença na leptospirose.
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