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RESUMO

ESTUDO EXPERIMENTAL COMPARATIVO DA INFECCAO POR LEPTOSPIRAS
PATOGENICAS NO HAMSTER E NO RATO. DANIEL ABENSUR ATHANAZIO. A
leptospirose persiste como uma doenga cuja patogénese € pouco compreendida. O modelo
experimental de ratos é atraente para compreensdo de mecanismos envolvidos na
disseminagdo ¢ tropismo de leptospiras, persisténcia da colonizagdo renal e fatores
relacionados a resisténcia a doenca. No entanto, os relatos experimentais em ratos sio
escassos. O presente trabalho tem como objetivo validar o modelo de ratos
experimentalmente infectados para estudos subseqlientes de colonizagdo, tropismo e
patogénese, avaliando a influéncia do inéculo, idade do animal, tempo de persisténcia e
tempo requerido para colonizagdo renal, e achados de histopatologia relacionados ao
processo de disseminagiio e colonizagdo. Ratos Wistar foram infectados com Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ 1.1-130 e avaliados em diferentes
intervalos até o miaximo de 4 meses. A detec¢do de leptospiras nos tecidos foi realizada por
cultura, impregnagdo pela prata e imunofluorescéncia. A comportamento da infecgio e
patologia associada foram comparadas no modelo de hamsters e ratos. A dose infectante
para estabelecimento de colonizagdo renal em 50% dos ratos foi calculada em 10" ou
47863 leptospiras. Em diferentes experimentos, a persisténcia da colonizagao renal durou
até quatro meses, o ultimo intervalo estudado. Apds uma semana de inéculo, 75% dos ratos
apresentam colonizagiio de leptospiras nos rins. Num estudo de cinética da colonizagdo
renal, um padrido de colonizacido tubular pode ser detectado a partir do oitavo dia. O
processo de coloniza¢lo ndo € acompanhado por achados histopatolégicos no rim. Todavia,
apds intervalos iguais ou maiores de um més, demonstrou-se nefrite intersticial
linfohistiocitaria de grau discreto. Concluimos que a colonizagdo renal é facilmente
reproduzida neste modelo persistindo por até 4 meses apos o inéculo e em 75% dos ratos
requer menos de | semana para ser estabelecida. A andlise histolégica nio identifica lesoes
relacionadas com o processo de colonizagdo, mas uma nefrite intersticial tardia pdde ser
observada. Concluimos que o modelo experimental de ratos pode contribuir para estudos
relacionados i patogénese da leptospirose.

PALAVRAS-CHAVE: leptospirose; Rattus norvegicus; experimental; colonizagdo;
patogénese.



ABSTRACT

A COMPARATIVE EXPERIMENTAL STUDY OF LEPTOSPIRAL INFECTION IN
THE HAMSTER AND IN THE RAT. DANIEL ABENSUR 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 L1-130. 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 10%% 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. REVISAO DE LITERATURA

1.1 A LEPTOSPIROSE HUMANA

A leptospirose € uma zoonose de importancia global causada por leptospiras patogénicas
transmitidas através do contato com reservatdrios animais ou dgua contaminada. A
epidemiologia da doenga estd associada ao contato humano com roedores ou animais
domésticos e selvagens, numa ampla variedade de ocupacdes rurais e urbanas, e as estagoes
chuvosas e enchentes nos paises em desenvolvimento com precdrio saneamento (FAINE.
1999; LEVETT. 2001; BHARTI et al. 2003).

A leptospirose foi por muito tempo reconhecida como uma doenga rural ou associada as
ocupagdes que envolviam risco de contidgio com dgua contaminada ou contato com
reservatdrios, como atividades militares, criacdo de animais e lavouras de arroz (FAINE.
1999). Apesar de atualmente a leptospirose manter-se associada a exposi¢do ocupacional
em ambientes rurais de paises desenvolvidos ou regides endémicas do Sudeste Asidtico, a
sua epidemiologia estd mudando. Em paises desenvolvidos, a doenca vem sendo
relacionada a pratica de esportes aqudticos (HAAKE et al. 2002; MEITES et al. 2004). Nos
paises em desenvolvimento, a leptospirose ocorre em ambientes urbanos como epidemias
associadas a estagdes chuvosas e enchentes. Essa relagio ja foi documentada nas principais
cidades brasileiras como Salvador, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Belo Horizonte e
Florianopolis (KO et al. 1999; KUPEK et al. 2000; BARCELLOS & SABROZA. 2001;
COSTA et al. 2001; DE FIGUEIREDO et al. 2001; ROMERO et al. 2003), ¢ em outros
outros centros urbanos como na India, ou em dreas rurais da Nicardgua (TREVEJO et al.
1998; BHARADWAJ et al. 2002). A mudancga do contexto rural para urbano também
ocorre em paises desenvolvidos como EUA e Israel, com paralelo aumento da freqiiéncia
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 contaminagdo da dgua para transmissdo da infecgdo aos humanos (FAINE. 1999;
BHARTI et al. 2003).

No Brasil e em Salvador, a leptospirose estd relacionada a pobreza e ocorre
principalmente nas estagdes chuvosas acompanhadas por alagamento de zonas urbanas de
baixas condi¢bes sanitirias. Neste contexto, as cepas da espécie gendmica Leptospira
interrogans sensu stricto do sorogrupo Icterohaemorrhagiae sio as principais causadoras de

leptospirose grave e, tradicionalmente, os sorovares deste grupo s@o mais associados as
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formas ictéricas (graves) da doenga (VERONESI et al. 1991), embora esta concep¢do vem
sendo desafiada por evidéncias mais recentes (LEVETT. 2001; VINETZ. 2001). A
mortalidade da forma grave da leptospirose varia entre 5-15% e estd relacionada ao
desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (BHARTI et al. 2003). O advento do
tratamento desta condi¢do com dialise peritoneal aumentou a importdncia de outras
complicagdes possivelmente fatais, como a hemorragia pulmonar grave, que vem
despertando atengdo crescente dos investigadores no Brasil e no mundo (TREVEJO et al.
1998; MAROTTO et al. 1999; SILVA 1.J. et al. 2002).

A descrigdo da forma ictérica grave da doenca descrita por Weil em 1886 representa
uma minoria dos casos. A infecgdo humana tem amplo espectro de manifestagdes clinicas
que variam do curso subclinico ou sintomas semelhantes ao resfriado comum, até a forma
grave classica (doenga de Weil) caracterizada por insuficiéncia renal aguda, ictericia e
diatese hemorragica. A variabilidade das manifestagdes pode ser explicada em parte pela
viruléncia intrinseca dos diferentes sorovares. A forma grave € mais comumente
relacionada ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, mas pode ser observada nas infecgdes por
outros sorovares (FAINE. 1999; LEVETT. 2001; BHARTI et al. 2003). A hemorragia
pulmonar ¢ causa importante de Obito em algumas regides e independe da presenca de
ictericia 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 ndo ¢ bem compreendida.‘As complica¢Ges mais
graves surgem na fase imune — apds estabelecimento de uma resposta adaptativa - e é
questdo de discussdo até que ponto as lesdes dependem da agfo toxica das bactérias nos
tecidos ou sdo agressdes imunologicamente mediadas (BHARTI et al. 2003). Enquanto a
doenca renal parece depender da presenga de componentes bacterianos toxicos (YASUDA
et al. 1986; ALVES et al. 1991), foram propostos mecanismos imunolégicos para explicar
os achados de uveite (PARMA et al. 1985; LUCCHESI et al. 2002; RATHINAM. 2002),
hemorragia pulmonar (NALLY et al. 2004) e diatese hemorragica (REN et al. 2003).
Alguns relatos sugerem um mecanismo de imunopatogénese relacionado a exacerbada
resposta inata (TAJIKI & SALOMAOQO. 1996; KLIMPEL et al. 2003). Recentemente, o
primeiro estudo sobre susceptibilidade genética relatou a associagdo do alelo HLA-DQ6
com maior risco de infec¢do apos exposicdo (LINGAPPA et al. 2004). Também ndo sdo
conhecidos quais fatores da bactéria e do hospedeiro determinam porque 5-10% de todos

individuos infectados desenvolverdo a forma ictérica (LEVETT. 2001).



1.2 PATOLOGIA DA LEPTOSPIROSE

Estudos da patologia humana e experimental da leptospirose caracterizam-a como uma
doenga generalizada associada a diatese hemorragica (AREAN. 1962a; AREAN. 1962b;
DE BRITO et al. 1966; NICODEMO et al. 1997). As alteragdes histopatologicas
geralmente sdo desproporcionalmente brandas quando comparadas ao acentuado grau de
perturbacdes fisiologicas. A perda de fungdo do tecido antecede o surgimento de reagéo
inflamatdria, que parece refletir apenas efeitos toxicos ou alteragdes isquémicas secunddrias
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 morfologico renal é classicamente descrito como lesdo do epitélio tubular
associado a nefrite intersticial (AREAN. 1962a; AREAN. 1962b; DE BRITO et al. 1966;
DE BRITO et al. 1967a; DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). Alteragdes degenerativas,
como tumefagdo do epitélio tubular e das células endoteliais, sdo precoces (DAVILA DE
ARRIAGA et al. 1982). A presenga de necrose de células tubulares isoladas ou em grupos é
descrita, mas ndo é um achado freqiiente (DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et al. 1967a;
DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982).

A associagdo da nefrite intersticial com a gravidade da doenga clinica ¢ é um tema
controverso na leptospirose (DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). A inflamagéo do tecido
renal € um achado tardio na evolu¢do da doenga, como observado em animais portadores
cronicos com leptospirGria (FAINE. 1999). Numa série de 33 autdpsias, alteragdes
degenerativas tubulares foram observadas em pacientes que morreram na primeira semana
de evolugdo; 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 doenga (AREAN. 1962b). Isto sugere que a nefrite
desenvolve-se nos pacientes que sobrevivem o tempo necessario para desenvolvé-la. Este
quadro foi comparado ao da nefrite nefrotoxica por diversas etiologias, enfatizando a
possibilidade de lesdo mediada diretamente pela leptospira ou seus produtos (AREAN
1962b; DE BRITO. 1968).

A ictericia € um achado tipico nas formas graves de leptospirose, mas ndo esta
relacionada a necrose hepatocelular. O quadro histologico predominante € de perda de
coesdo das células hepaticas com alteragdes citoldgicas de aspecto regenerativo como

mitoses, binucleagdo e multinucleag@o. A presenga de colestase na zona centrolobular pode
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ser um achado marcante. O infiltrado inflamatdrio tende a ser discreto e restrito as areas
portais (AREAN. 1962a; AREAN 1962b; DE BRITO et al. 1966; DE BRITO et al. 1967b).

O achado de focos de inflamagdo do miocardio € freqiiente em autépsias, mas a
manifestagdo clinica de miocardite € rara (AREAN. 1962b; DE BRITO et al. 1987). Além
disso, anormalidades eletrocardiograficas ocorrem freqlientemente contrastando com o
achado incomum de disfun¢do cardiaca clinicamente detectadvel (WATT et al. 1990;
SACRAMENTO et al. 2002). Da mesma forma, altera¢es inflamatdrias no parénquima
pancreatico podem ser fregiientes em pacientes autopsiados, mas a pancreatite clinicamente
identificavel € infrequente, e essa associagdo clinica é mais dificil de ser caracterizada, pois
a insuficiéncia renal pode explicar o aumento do nivel sérico de amilase descrito em grupos
de pacientes com leptospirose (AREAN. 1962b; DAHER et al. 2003).

Uma diatese hemorragica de patogenia pouco compreendida ¢ a uma manifestagio
grave da leptospirose (AREAN. 1962b; NICODEMO et al. 1997; SILVA J.J. et al. 2002;
BHARTI et al. 2003). A leptospirose grave tem semelhangas com a sepse por gram
negativos, e tanto a ativag@o leucocitaria quanto a secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias
ocorrem em respostas a componentes da leptospira como lipoppolissacarideo (LPS), extrato
de glicolipoproteina (GLP) e proteoglicana (CINCO et al. 1996; WERTS et al. 2001;
DIAMENT et al. 2002). Além disso, a trombocitopenia ¢ achado freqiiente da patologia
humana e experimental (HIGGINS & COUSINEAU. 1977; NAVARRO & KOCIBA.
1982; NICODEMO et al. 1990; DA SILVA et al. 1995). No enfanto, do ponto de vista
fisiopatologico, o quadro da leptospirose parece estar mais ligado a purpura
trombocitopénica tromboética (PPT) — desencadeada por lesdo endotelial e subseqiiente
ativagdo plaquetaria — do que a coagulagfo intravascular disseminada (CID) — na qual
predominam a ativagdo e o consumo dos fatores de coagulagdo como mecanismo
deflagrador da doenca (VAN GORP et al. 1999). O papel da lesdo endotelial e ativagdo
plaquetéria € refor¢ado pelo achado em 12 autdpsias de pacientes com manifestagdes
hemorragicas que evidenciou tumefagdo de células endoteliais pulmonares a microscopia
eletrdnica e outros achados interpretados como lesdo de capilares da circulagéo pulmonar.
Além disso, foram observados agregados de plaquetas nas luzes de capilares septais e
alteragdes morfoldgicas plaquetarias que sugerem ativagdo (NICODEMO et al. 1997).
Anticorpos antifosfolipidios podem ser freqiientes em algumas séries de pacientes, mas seu
papel na patogenia da diatese hemorragica da leptospirose nédo esta claro (SANTIAGO et

al. 2001; DE FRANCESCO DAHER et al. 2002; RODA. 2003).
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A hemorragia pulmonar vem recebendo atengdo crescente como causa importante de
obito (LEVETT. 2001; BHARTI et al. 2003). O achado de hemorragia intra-alveolar
microscdpica € freqiiente na leptospirose experimental e humana (AREAN. 1962b, NALLY
et al. 2004; PEREIRA et al. 2005). No entanto, o quadro clinico pode ser dramatico com
hemoptise maciga e insuficiéncia respiratdria de curso rapido (SILVA et al. 2002). A forma
grave e hemorragica do acometimento pulmonar pode ocorrer em epidemias ou casos
esporadicos, associada ou ndo com ictericia (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 freqiiente da leptospirose aguda. Numa série de
analises histopatologicas de 63 pacientes com leptospirose no Rio de Janeiro, demonstrou-
se que a maioria dos casos exibia areas de necrose hialina focal (GUEDES E SILVA et al.
1980). A presenga dessa lesdo associa-se com o achado freqiiente de aumento de creatina
fosfoquinase (CPK) e mioglobina no soro (JOHNSON et al. 1975; WATT et al. 1990). No
entanto, a rabdomidlise, apesar de ser freqiiente, ndo parece ter associagdo com o quadro de
insuficiéncia renal que acompanha a leptospirose grave (MARTINELLI et al. 1994). A
tentativa experimental de reproduzir as lesdes musculares gerou achados variaveis de
inflamagdo, atrofia e degeneracdo das fibras (LAURAIN. 1955) sendo recentemente
descritos inflamagdo branda e necrose focal de fibras na infec¢do experimental de primatas
ndo humanos (PEREIRA et al. 2005).

A manifesta¢do de sintomas de irritagdo meningea ¢ comum na léptospirose. Um quadro
auto-limitado de meningite linfocitica pode ocorrer mesmo em casos oligossintomaticos
que ndo chegam a ser corretamente diagnosticados (FAINE. 1999; BHARTI et al. 2003).
Um exemplo disso é a demonstragdo da presenga de leptospiras, por PCR, num
consideravel nimero de pacientes com diagnéstico de meningite asséptica (ROMERO et al.
1998; SILVA H.R. et al. 2002). Numa série de 103 pacientes estudados em Sdo Paulo, o
DNA de leptospiras foi amplificado do liquor de 39,8% dos casos, contrastando com baixos
indices de sinais soroldgicos de infeccdo (ROMERO et al. 2003). A base morfoldgica
dessas manifestacdes ndo foi extensamente estudada. Na série de 33 necropsias descritas
por Arean, focos esparsos de infiltrado linfocitico perivascular sdo descritos no parénquima
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 ndo

causam formas ictéricas e hemorragicas graves em humanos. Estes animais desenvolvem
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um quadro de meningoencefalite ndo-supurativa que estende dos giros aos sulcos e fissuras
profundas que resolvem entre o 26° ¢ 33° dia de infecgdo, sugerindo que essa pode ser a
base morfologica para as manifestagdes neuroldgicas auto-limitadas que ocorrem nas
formas benignas da leptospirose humana (MARSHALL et al. 1980). Uma
meningoencefalite linfocitica leve entre o 11° e 14° dia pds-infecgdo em suinos
experimentalmente infectados com sorovar Pomona também ja foi relatado (SLEIGHT et

al. 1960).

1.3 INFECCOES NATURAIS E MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DA
LEPTOSPIROSE

O género Leptospira é atualmente classificado em diferentes espécies gendmicas e exibe
mais de duzentos sorovares com diferente seletividade por hospedeiros mamiferos (FAINE.
1999; BRENNER et al. 1999; BHARTI et al. 2003), como indicado na tabela I. A grande
diversidade de hospedeiros naturais resultou na utilizagdo de varios modelos experimentais
para o estudo da leptospirose. Alguns modelos vém sendo utilizados para investigagdes de
aspectos especificos da infecgdo, como complicagdes imunologicamente mediadas ou

ensaios de imunoprotegéo.

1.3.1 Roedores usados para reprodugdo de doenga aguda

Algumas espécies de roedores usadas em laboratorio sdo susceptiveis a infecgdo
potencialmente fatal por leptospiras patogénicas, e reproduzem lesdes de 6rgdos alvo da
leptospirose humana grave. Entre os modelos mais estudados, a cobaia foi responsével pela
maior parte do conhecimento acumulado sobre patogénese da leptospirose experimental
(FAINE. 1957; YASUDA et al. 1986; ALVES etal. 1991; NALLY et al, 2004). Em recente
publicagdo, o achado de depositos lineares de imunoglobulina e complemento nos septos
alveolares de cobaias com hemorragia pulmonar reforca uma antiga suspeita do papel da
auto-imunidade nesta complicagdo (NALLY et al. 2004). Da mesma forma, os estudos
classicos 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 sdo susceptiveis € vém sendo usados recentemente para

reproducdo de lesdes descritas em humanos e ensaios de imunoprotegdo, tratamento e
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comprovagdo de expressdo in vivo de proteinas 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 doenga e
sdo utilizados para estudos de intervengdo terapéutica e imunoprotecdo (YUKAWA et al.

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

Camundongos tendem a exibir resisténcia natural & doencga e ja foram usados em estudos
que avaliam a seqiiéncia de eventos envolvidos na colonizagdo renal (MARSHALL. 1976).
A infecgdo inadvertida destes animais em biotérios tende a ser assintomatica causando
ampla contaminagcdo nas colonias (ALEXANDER. 1984). Camundongos BALB/c
submetidos a imunossupressdo humoral tornam-se susceptiveis a doenga grave e esse
modelo serviu de base para estudos de imunizagfo ativa e passiva, que auxiliaram na
compreensdo da importancia da resposta humoral na protegdo contra infecgdo por
leptospiras (ADLER & FAINE. 1976; ADLER & FAINE. 1977). Apesar da resisténcia
conhecida para uma série de sorovares conhecidos, algumas cepas de leptospiras podem
causar doenga letal em camundongos. Camundongos Swiss podem desenvolver doenga
letal ou colonizag@o assintomatica apds infecgdo por diferentes sorovares em fungdo da
idade do animal e do inoculo (FAINE. 1962). Cepas recupefadas de roedores de
laboratério contaminados com sorovar Javanica, cujo hospedeiro natural é o rato, foram
usadas para infecg¢@o experimental de ratos e camundongos. Enquanto ratos evoluiram com
colonizagdo renal sem sintomas em todos os casos, os camundongos Swiss evoluiram ou
com doencga letal ou sobrevivendo com eliminagdo das leptospiras do tecido renal
(NATARAJASEENIVASAN & RATNAM. 1997). Essa observagdio favorece a nogdo de
que a adaptagdo de diferentes sorovares tende a ser espécie-especifica, mesmo entre
roedores tradicionalmente considerados como naturalmente resistentes.

Camundongos C3H/HeJ sdo caracterizados por pela homozigose de uma mutagdo
pontual do receptor “Toll-like” 4 (TLR4), responsavel pelo reconhecimento do
lipopolissacarideo da membrana externa da maioria das bactérias gram-negativas, abolindo
o reconhecimento da endotoxina, o que os tornam resistente ao choque endotéxico
(POLTORAK et al. 1998). Poucos sorovares foram avaliados neste modelo: enquanto os

sorovares Icterohaemorrhagiae e Manilae podem induzir doenga grave, estes animais sdo
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naturalmente resistentes ao sorovar Hebdomadis (PEREIRA et al. 1998; KOIZUMI &
WATANABE. 2004). Este modelo ja foi utilizado para ensaio de imunoprotegdo por
proteinas recombinantes de leptospiras (KOIZUMI & WATANABE. 2004). Apesar dos
resultados encorajadores, eles devem ser interpretados com cautela, pois poucas cepas
foram avaliadas neste modelo, e ndo s3o conhecidos completamente os mecanismos
imunoldgicos de resisténcia na leptospirose, ou como eles sdo afetados pela alteragdo de
camundongos C3H/HelJ. O reconhecimento do LPS de leptospiras difere daquele das
bactérias gram negativas, pois depende do receptor “Toll-like 2 (TLR2) (WERTS et al.
2001). No entanto, recentes estudos demonstram o papel do TLR4 como receptor de
ligantes enddgenos tais como hsp60, B-defensina 2 e proteina surfactante pulmonar A, o
que pode interferir em outras vias da resposta imunolégica (AKIRA ET AL. 2001;
DABBAGH & LEWIS. 2003). Mesmo quando susceptiveis a doenga, o modelo ¢ limitado
por requerer inoculos relativamente altos.

Camundongos transgénicos sem o gene do receptor “Toll-like 2” (TLR2) néo sofrem os
efeitos letais de inje¢cdes de lipopolissacarideo (LPS) de leptospiras confirmando a
importancia 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 ndo do TLR4 (WERTS et al. 2001).
1.3.3 Primatas ndo humano

Estudos em primatas ndo humanos foram realizados desde os primeiros isolados
obtidos de pacientes humanos. Em 1916, autores alemées ja testavam espiroquetas isoladas
de pacientes em diferentes espécies animais, e obtiveram infecg¢des oligossintométicas nos
modelos que usavam primatas. Enquanto isso, Noguchi identificava espécies de macacos
do Novo Mundo com maior ou menor susceptibilidade as formas graves e isolava
espiroquetas com sucesso em seus experimentos, enquanto ainda acreditava estar estudando
o agente etiologico da febre amarela e reproduzindo esta doenga (MINETTE. 1966). De um
modo geral, primatas mostraram ao longo de décadas de experimentos ser um grupo
relativamente resistente as formas graves da infecgdo por leptospiras patogénicas
(MINETTE. 1966; PALMER et al. 1987; MARSHALL et al. 1980). Minette realizou o
maior estudo em primatas com diversas espécies descrevendo respostas sorologicas com

reagdes cruzadas a microaglutinagdo, auséncia de imunidade protetora na reinfecgdo por
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sorovares heterologos, e identificando a espécie Saimiri sciureus (“squirrel monkey”) como
susceptivel e capaz de reproduzir a doenga ictérica experimentalmente (MINETTE &
SHAFFER. 1968). Macacos Cercopithecus infectados com sorovar Hardjo exibem
leptospiremia e disseminagdo de espiroquetas em diversos tecidos, embora mantenham
manifestagbes clinicas brandas (PALMER et al. 1987). Um estudo recente descreve a
leptospirose experimental em sagiiis (Callithrix jacchus) reproduzindo lesdes descritas em
humanos e cobaias, tais como hemorragia intra-alveolar, necrose tubular aguda, nefrite
intersticial, necrose focal de hepatocitos, € degeneragdo muscular (PEREIRA et al. 2005).
Uma limitagdo importante da literatura relacionada a leptospirose em primatas ndo-
humanos € a variedade de espécies animais e cepas de leptospiras utilizadas tornando as

observagdes incomparaveis.
1.3.4 Caes

O modelo experimental de cdes contribui em diferentes campos do estudo da
leptospirose. Estudo soroldgico demonstra que o cdo pode manter estado portador renal
cronico com niveis indetectaveis de aglutininas, por isso, um teste soroldgico negativo ndo
exclui a possibilidade de exposigdo prévia e colonizagdo 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). Caes
apresentam leptospiremia e leptospiriria independentemente da gravidade das
manifestagdes clinicas (KEENAN et al. 1978; BRANGER et al 2005). Um relato neste
modelo relacionou a trombocitopenia com elevagdo transitoria de produtos de fibrindlise
(NAVARRO & KOCIBA. 1982), entretanto, a descricdo da leptospirose humana e de
outros modelos experimentais ndo sustentam a possibilidade de coagula¢do intravascular
disseminada. (NICODEMO et al. 1990; DA SILVA et al. 1995; NICODEMO et al. 1997;
NALLY et al. 2004). Quanto a patologia, a nefrite intersticial por linfocitos e histiocitos
domina o quadro da doenga aguda e pode permanecer no estado portador assintomatico
tanto no modelo experimental quanto nos cdes naturalmente infectados (MCINTYRE &
MONTGOMERY. 1957; ANDERSON. 1967; TAYLOR et a. 1970; MORRISON &
WRIGHT. 1976). Além disso, o uso de vacinas com leptospiras inativadas € de uso restrito
em humanos, porém amplamente usada em cdes domésticos. Neste particular, os estudos de

avalia¢do de vacinas em cies reforgam na no¢do de que este tipo de imunizagdo confere
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protecdo especifica para cada sorovar e freqiientemente ndo confere imunidade
esterilizante, com persisténcia de excre¢do urinaria cronica de leptospiras (ANDRE-

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

A infecgdo experimental em 20 gambas (Mephitis mephitis) capturados também confirma
a observagdo de leptospiremia transitdria com tendéncia ao aciimulos nos tibulos renais
que durou por todo o tempo do estudo (197 dias). Da mesma forma, as alteragdes
degenerativas tubulares sdo precoces enquanto a nefrite intersticial surge tardiamente apos

estabelecimento da colonizagéo renal (TABEL & KARSTAD. 1967).
1.3.6 Equinos

Outras espécies sdo usadas para investigacdo de complicagdes especificas. O principal
problema da infec¢do por leptospiras em eqiiinos € a alta freqii€ncia de uveite recorrente e
iridociclite, principais causas de cegueira nestes animais (FAINE. 1999). Os primeiros
relatos de infec¢do experimental em eqilinos foram capazes de reproduzir lesdes oculares
diversas (MORTER et al. 1964; WILLIAMS et al. 1971). Investigagdes subseqiientes
demonstraram que cavalos inoculados com coémea eqilina ou leptospiras mortas
desenvolviam anticorpos capazes de ligar-se a cérnea in vivo e in vitro (PARMA et al.
1985). Esses auto-anticorpos foram detectados no soro, humor aquoso e lagrimas de
eqiiinos experimentalmente infectados (PARMA et al. 1987). Um estudo subseqiiente
documentou a presenga de depoésitos de complemento (C3) na cornea eqiiina in vivo apos
inoculo de leptospiras mortas € em células epiteliais da cornea in vitro quando incubadas
com soro anti-Leptospira de eqiiinos (PARMA et al. 1992a). Analises por Western-blot
identificaram 5 fragdes antigénicas da cdrnea e cristalino de eqiiinos que reagem com soro
anti-Leptospira de eqiiinos (PARMA et al. 1992b) e uma fragdo intracelular de leptospira
que compartilha esses epitopos (PARMA et al. 1997). Investigagcbes mais recentes de
biologia molecular identificaram uma seqiiéncia de DNA conservada entre diferentes
sorovares que codifica uma proteina de 90 kDa implicada na reagéo cruzada com cérnea
eqiiina (LUCCHESI & PARMA. 1999; LUCCHESI et al. 2002). Entre diferentes

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

parte devido a este modelo experimental.
1.3.7 Bovinos, ovinos € suinos

Para bovinos, ovinos e suinos, o principal impacto da infec¢do consiste no prejuizo
econdmico relacionado a maior freqiiéncia de abortos, prematuridade e natimortos (FAINE.
1999; LANGONI et al. 1999). No entanto, a reproducdo experimental de abortos
associados a leptospirose em ovelhas e vacas € raramente bem sucedida (ANDREANI et al.
1983; SMITH et al. 1997). Assim como em cdes, bovinos sdo alvo de programa de
vacinagdo e recentes estudos nesta area apontam para importancia da ativacdo da imunidade
celular na protegdo conferida contra o sorovar Hardjo, um dos principais sorovares
relacionados a leptospirose em bovinos (NAIMAN et al. 2001; NAIMAN et al. 2002;
BROWN et al. 2003).

A infec¢do experimental de suinos em geral promove uma doenga febril transitéria. A
patologia descrita em geral esta restrita a nefrite intersticial com linfécitos, histiocitos e
plasmocitos com freqiiéncia em localizagdo periarterial (LANGHAM et al. 1958;
SLEIGHT et al. 1960). A nefrite pode ter graus variaveis podendo ser de grau intenso a
partir do oitavo dia de infecgdo (SLEIGHT et al. 1960) e pode durar por mais de sete meses
(LANGHAM et al. 1958). Além disso, uma meningoencefalite linfocitica de grau leve foi
relatada em todos animais infectados e examinados entre 11 e 14 dias apos indculo
(SLEIGHT et al. 1960). A tentativa experimental de reproduzir a doenga reprodutiva em
porcas prenhas € capaz de demonstrar abortos e partos prematuros, embora com freqiiéncia
variavel, o que provavelmente reflete diferengas relacionadas ao indculos, cepas de
leptospiras usadas, e estagios diferentes da prenhez ao momento da infecgdo (FERGUSON
et al. 1956; FENNESTAD & BORG-PETERSEN. 1966; ROCHA et al. 1992). A avaliagdo
de vacinas baseadas em leptospiras inativadas confirmam os achados de imunidade nfo
esterilizante e auséncia de protegdo a longo prazo (WHYTE et al. 1982; ELLIS et al. 1989).

A documentagdo de colonizagdo renal examinada & microscopia eletrdnica também ja foi
relatada na infecgdo experimental de ovelhas (MARSHALL. 1974). Os achados confirmam
observagdes de outros modelos tais como a colonizagdo seletiva dos tibulos proximais (DE
MARTINO et al. 1969) e a observagdo da passagem de leptospiras através de jungdes

intercelulares (MARSHALL. 1976). Por outro lado, a auséncia de leptospiras intracelulares
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¢ discordante com outros relatos (MILLER & WILSON. 1967; DE MARINO et al. 1969) e
a relacdo encontrada entre lesdes subcelulares de células epiteliais tubulares com a presenga
de leptospiras também ndo foi demonstrada em outros modelos (MILLER & WILSON.
1967).

1.4 RATOS COMO RESERVATORIOS E MODELO EXPERIMENTAL
[.4.1 Historico

O papel dos ratos como transmissores de leptospiras foi demonstrado por um grupo de
investigadores japoneses no inicio do século XX. Um trabalho de revisdo dos dados
epidemiolégicos do Japdo da época associado ao relato de uma série de experimentos em
animais serviram de base para esta publicagdo histérica do ano de 1917. Baseados na
relagdo conhecida entre leptospirose € o solo ou agua estagnada, Miyajima investigou a
presenga de espiroquetas no tecido renal de camundongos do campo (Microtus) observando
a presenga de organismos de morfologia idéntica as leptospiras patogénicas - conhecidas na
época como Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Como o soro imune contra leptospiras que
causavam doenga humana era capaz de destruir as bactérias isoladas dos animais, concluiu-
se que eram a mesma espiroqueta e que camundongos podiam partiéipar da transmisséo da
infecgdo. Ido et al examinaram diversas espécies de ratos e camundongos capturados em
ambientes rurais e peridomiciliares, encontrando leptospiras nas emulsdes de tecido renal
destes animais. Posteriormente, demonstraram que a administragdo intraperitoneal em
cobaias de uma emulsdo de tecido renal ou urina de rato era capaz de reproduzir os achados
de ictericia, hemorragia e ampla disseminacdo de leptospiras no figado, de modo
semelhante a doenga de Weil descrita em humanos (IDO et al. 1917).

Em conjunto, as observagdes dos investigadores japoneses permitiram uma série de
conclusdes que seriam importantes para o conhecimento cientifico sobre a leptospirose: 1)
ratos tornam-se portadores cronicos sem nenhum sinal clinico de doenga € excretam
leptospiras virulentas em sua urina; 2) o exame direto s6 encontra leptospiras no tecido
renal ¢ na urina de rato, e ndo em outros tecidos ou no sangue, sugerindo uma predilegéo
pela coloniza¢do do tecido renal de modo semelhante ao que ja era conhecido sobre a

distribui¢do de leptospiras em cobaias convalescentes; 3) leptospiras de camundongos em
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geral determinavam doengas menos graves em cobaias do que os organismos transmitidos
por ratos, o que predizia o futuro reconhecimento da seletividade de diferentes sorovares
por hospedeiros mamiferos (provavelmente dos sorogrupos Ballum e Icterohaemorrhagiae,
respectivamente) e seus diferentes graus de viruléncia (tabela I); e 4) foi possivel associar a
proximidade de ratos e camundongos com as principais ocupac¢des relacionadas a
leptospirose no Japdo, tais como cozinheiras urbanas em refeitérios de baixa higiene,
trabalhadores rurais € mineradores. Do mesmo modo, os novos conhecimentos permitiram
compreender a alta incidéncia da doenga entre os soldados entrincheirados nos campos de
batalha na Europa, na época em que o continente estava conflagrado na Primeira Guerra
Mundial. Desde entdo, uma série de estudos relacionou a ocorréncia da doenga com a

presenga de ratos (FAINE et al. 1999).
1.4.2 Ratos como reservatorios

Na epidemia de 1996 em Salvador, Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi a
principal causa da forma grave da doenga nos individuos hospitalizados. Como o sorovar
Copenhageni pertence ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, cujo principal hospedeiro € o
rato (género Rattus), este achado ressalta a importancia deste reservatorio na epidemiologia
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: residéncia proxima a canais de esgoto abertos, inundagio
desses canais, observagdo de cinco ou mais ratos peridomiciliares, e exposigdo ocupacional
a agua e solo contaminados. Esse estudo ressalta a proximidade de ratos e fontes de agua
contaminada como fatores independentes de risco, mesmo quando sdo comparados casos €
controles que vivem na mesma area e compartilham o precario sistema sanitario e a
infestagdo peridomiciliar de ratos (SARKAR et al. 2002).

A investigagdo de ratos capturados em Salvador tem dois relatos principais. Em 1954,
foram relatados os achados de necropsia de um paciente com leptospirose demonstrando a
presenga de leptospiras nos tecidos pelo método de impregnagdo pela prata de Levaditi.
Antes deste estudo, os casos de leptospirose na Bahia remontavam ainda aos pacientes com
diagnéstico de febre amarela em que fora relatado isolamento de espiroquetas. Os autores
sugeriram que a doenga ndo era rara na cidade e possivelmente vinha sendo

subdiagnosticada. Em estudo complementar, na mesma publicagdo, relataram o exame
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microscopico do tecido renal de 229 ratos capturados: 227 Rattus norvegicus € 2 Rattus
rattus. A técnica de Levaditi permitiu a identificagdo de colonizagdo 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 reservatérios relacionados as epidemias de leptospirose em Salvador
capturou 142 Rattus norvegicus em |1 bairros da cidade na vizinhagca de domicilios de
casos indice entre maio de 1998 ¢ margo de 1999, observando 80% de colonizagdo por
leptospiras demonstrada pelo isolamento por cultura de urina ou macerado de tecido renal.
Fémeas e adultos tinham maior taxa de coloniza¢do. Dos 59 isolados que foram
classificados, todos foram identificados como do sorogrupo Icterohaemorrhagiaec 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 validagdo de
método de genotipagem de leptospira demonstrou que o padrdo do “fingerprinting” das 5
cepas isoladas dos ratos capturados foi idéntico ao de 21 dos 22 isolados de pacientes com
leptospirose grave em Salvador, reforcando a importancia deste reservatdrio para infecgdo
humana nas epidemias de Salvador (BAROCCHI et al. 2001).

Em paises desenvolvidos, ratos também tém papel importante na transmissdo da doenga
humana. Na cidade de Baltimore, a proximidade de ratos foi sugerida como principal fator
de risco para casos esporadicos de leptospirose urbana a partir de investigagdo que
documentou alta prevaléncia do estado portador determinado por sorblogia e PCR nos ratos
que habitavam as vizinhangas dos invididuos infectados (VINETZ et al. 1996). Em outros
ambientes como zonas rurais endémicas da Turquia e nas proximidades de um canal em
Rochefort-Franga, onde foi documentado surto de leptospirose relacionado a exposigéo
recreacional, a investigagdo de ratos capturados fornece subsidios para relacionar a doenga
com a presenga do estado portador nestes animais (SUNBUL et al. 2001; PERRA et al.
2002). A maior investigagdo de estado portador em ratos capturados foi realizada em
Detroit, Estados Unidos, e revelou que na populagdo de 358 animais examinados, 75%
tiveram cultura de tecido renal positiva, 92% tiveram colonizagéo renal através da
coloragdo pela prata em tecido e 90% tinham elevagdes dos titulos de microaglutinagéo

(THIERMANN. 1977).

1.4.3 Estudos em ratos naturalmente infectados
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A primeira avaliagdo ultraestrutural de colonizagdo 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 fisioldgicos, mas que apresentou contamina¢do por
leptospiras. A microscopia eletronica de transmissdo revelou macica colonizagio de
espiroquetas em intimo contato com a superficie luminal das células epiteliais tubulares
proximais e foi evidenciado o achado freqiiente de leptospiras dentro do citoplasma destas
células (DE MARTINO et al. 1969). A contaminagio inadvertida de ratos de laboratério foi
relatada como um problema freqiiente em biotérios demonstrando a facilidade da espécie
em tornar-se portador cronico, inclusive com risco para transmissdo aos humanos
envolvidos na manutengdo das colonias (NICOLESCU et al. 1973).

A avaliagdo ultraestrutural de ratos naturalmente infectados foi mais detalhadamente
estudada nos ratos capturados de Detroit. De todos animais coletados durante investigacdo
de campo (THIERMANN. 1977), foram selecionados para microscopia eletronica de
transmissdo seis animais que apresentavam as maiores respostas soroldgicas determinadas
pelos titulos de microaglutinagdo. A coloragdo pela prata a microscopia Optica € a
microscopia eletronica de transmissdo demonstraram intensa aderéncia de bactérias a
superficie luminal dos tibulos contorcidos proximais. Neste estudo ndo foram observadas
leptospiras nos tubulos distais e, raramente, algumas espiroquetas foram identificadas no
citoplasma da célula tubular proximal imediatamente abaixo da borda em escova. Em ratos
com respostas sorologicas mais intensas, supostamente refletindo in‘fecg:(”)es mais recentes,
observou-se maior espessamento da membrana basal dos tibulos proximais, que assumia
aspecto reticulado e por vezes com focos de particulas granulares (possivelmente depdsitos
de imunocomplexos), edema intersticial, e focos de infiltrado inflamatério de plasmdcitos,
linfocitos e histidcitos. Com base nesses achados, foi considerada a possibilidade de que
ratos podem desenvolver algum grau de lesdo renal rapidamente reversivel na fase mais
precoce da infecgdo (STERLING & THIERMANN. 1981). No entanto, informagdes sobre
histopatologia de ratos experimentalmente ou naturalmente infectados disponiveis sdo
escassas para confirmar esta hipotese.

O Junico relato que temos conhecimento sobre estudo histopatolégico de ratos
naturalmente infectados deriva de uma analise preliminar de 142 ratos capturados em
Salvador entre 1998 e 1999 (FARIA. 2000). O estudo histopatolégico demonstrou um
amplo espectro de lesdes tais como glomerulonefrite proliferativa focal segmentar

mesangial;, degeneragdo tubular hialina-goticular; necrose tubular; proteinuria cortical,
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glomerular e tubular; regeneragdo tubular; pielite crénica; pielonefrite aguda com
abscessos; fibrose intersticial e calcificagdo multifocal. Dificilmente, todas essas alteragdes
poderiam ser atribuidas a infecgdo por leptospiras visto que estes animais estdo expostos a
uma ampla gama de agressdes toxicas e infecgdes 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 s6 foi observada em apenas 5% dos casos avaliados. Desta forma, o modelo
experimental poderd auxiliar na compreensdo das interagcdes entre leptospiras e o
hospedeiro reconhecido como resistente sem a interferéncia de patologias concomitantes.

O outro relato de estudo histopatologico de ratos capturados infectados por leptospiras
remonta as descrigées de Laurain da infecgdo natural em cdes e ratos, € 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 infecg¢io por
leptospira foi comprovada através da impregnagéo pela prata no tecido renal. Além disso,
os animais exibiam miocardite, abscessos, granulomas hepaticos por Capillaria hepatica e
outras infec¢des parasitarias ressaltando a possibilidade de que os achados inflamatérios
renais ndo poderiam ser creditados com seguranga as leptospiras (LAURAIN. 1955). A
observagdo de infecgdo experimental sem alteragdes histopatoldgicas concomitantes foi
relatada recentemente (NALLY et al. 2005), embora esteja incluido num contexto de dados

A}

ainda ndo publicados.

1.4.4 Ratos como modelo experimental

A investiga¢do da infec¢do experimental em ratos até o presente foi muito limitada e
restrita as avaliagdes de microbiologia (THIERMANN. 1981; NATARAJASEENIVASAN
& RATNAM. 1997). No primeiro estudo foi demonstrado que a infec¢do pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae promoveu colonizagdo do tecido renal durando por todo periodo do
experimento, 220 dias, enquanto outro sorovar ndo adaptado a ratos, o Grippotyphosa,
causa apenas leptospiruria transitoria (THIERMANN 1981). Por outro lado, no segundo
estudo, ratos infectados com sorovar Javanica invariavelmente evoluiram para estador
portador sem sintomas, enquanto camundongos tiveram outros desfechos incluindo doenga
letal ou sobrevivéncia com desaparecimento de leptospiras do tecido renal

(NATARAJASEENIVASAN & RATNAM. 1997).
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Além das descrigdes da histéria natural da infecg¢@o, o modelo de ratos ja foi utilizado na
tentativa de induzir doenga e reconhecer mecanismos de resisténcia. Entretanto, apesar do
potencial para compreensdo das interagdes patdogeno/hospedeiro, existe ainda grande campo
de estudo nesta area.

Ap0s sucessivas tentativas reproduzir doenga aguda em ratos através de esplenectomia,
tratamento com corticoesterdides, e dietas deficientes para diversos componentes, o
investigador hungaro Bertok administrou dieta com suplemento de DL.-etionina (S-etil-
homocisteina) conseguindo induzir doenga clinica com evolugdo fatal, culturas positivas,
presenca de leptospiras nos tecidos e achados morfolégicos compativeis com a leptospirose.
Este antimetabolito etionina € um analogo inativo da metionina, um aminoacido
fundamental para inicio da sintese protéica. Este achado sugeriu que a inibi¢do da sintese
protéica torna os ratos susceptiveis a leptospirose grave (BERTOK et al. 1964).

Esta observagdo foi ampliada com Thiermann que demonstrou a susceptibilidade de
ratos Sprague-Dawley tratados com ciclosfosfamida, evidenciando o papel da imunidade
humoral na resisténcia natural 4 doenga. Animais submetidos & 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
replicagdo bacteriana e achados patolégicos como hemorragia pulmonar e fibrose renal. De
modo interessante, mesmo cepas atenuadas em culturas eram capazes de colonizar os rins
de ratos ap6s tratamento com ciclofosfamida (THIERMANN. 1980).‘Este estudo seguiu os
relatos de aumento da susceptibilidade de camundongos 4 leptospirose grave por diversos
sorovares apOs administragdo de ciclofosfamida (ADLER & FAINE. 1976; ADLER &
FAINE. 1977). Nesses experimentos, ratos tratados com 80-120 mg/Kg de ciclofosfamida
exibiram sinais de queda de resisténcia, embora a morte seja um evento excepcional,
enquanto camundongos que recebem 300 mg/kg desenvolvem doen¢a 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 patogénese da leptospirose recentemente com um estudo de comparaggo de expressdo do
antigeno O do LPS nos tecidos de cobaias e ratos infectados. Observou-se por western-blot
e por estudos de colocalizagdo que a doenga letal em cobaias estd associada com menor
expressdo do antigeno O quando comparadas as leptospiras que so cultivadas in vitro ou
purificadas de tecido renal de ratos cronicamente infectados (NALLY et al. 2005). Este

estudo confirmou uma observagdo prévia que sugeria a capacidade de leptospiras de
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modular a expressdo 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 western-blot quando comparados com o
soro de animais infectados com cepas cultivadas in vitro (BARNETT et al. 1999). Essas
observagdes ressaltam a importdncia do estudo comparativo de modelos de doenga aguda
letal ¢ modelos de infecgdo persistente para compreensido de mecanismos envolvidos na
viruléncia e patogénese. No 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 episodica na pesquisa de leptospirose.

O modelo experimental de ratos apresenta ainda um importante campo de pesquisa com
potencial contribuigio para estudo dos mecanismos de disseminagéo, tropismo, persisténcia
e resisténcia a doenga. O interesse no modelo experimental de ratos € também
impulsionado pela recente publicagdo do seqiienciamento do genoma do Rattus norvegicus,
espécie usada em laboratorio, e terceiro mamifero com genoma completamente decifrado
(GIBBS et al. 2004). Em breve, fatores genéticos de resisténcia a infec¢io poderdo comegar

a ser elucidados neste modelo.
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Tabela 1. Classificagdo genomica e soroldgica das principais leptospiras patogénicas de
interesse médico e veterinario. (FONTE: adaptado de FAINE. 1999; BRENNER et al.

1999; BHARTI et al. 2003).

Espécie Sorogrupo Sorovar Principais hospedeiros
L.interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae* Rato (Rattus spp.)
(sensu stricto) Copenhageni Rato (Rattus spp.)

Lai Camundongos do campo
(Apodemus agrarius)
Pyrogenes Manilae Rato
Pomona Pomona* Porcos
Canicola Canicola Cdes
Grippotyphosa Grippotyphosa* Marsupiais, guaxinim
Sejroe Hardjo* Bois, carneiros
Australis Bratislava Cavalos
L.kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa* Marsupiais, guaxinim
Cynopteri Cynopteri Morcegos
Autumnalis Bim Camundongos domésticos
(Mus spp.)
L.borgpetersenii Ballum 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 estio distribuidos em mais de uma espécie gendémica.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma série de questdes fundamentais sobre a patogénese da leptospirose continua sem
resposta. Os mecanismos de adaptagdo ao hospedeiro e os fatores que determinam a
seletividade de diferentes sorovares a hospedeiros mamiferos distintos permanecem mal
compreendidos. Muitos avangos recentes sobre fatores de viruléncia de leptospiras e
mecanismos de resposta imune aumentaram nosso potencial para compreender a doenga. A
recente publicagdo do seqiienciamento do genoma da Leptospira interrogans permitird uma
nova era na investigagdo da leptospirose (REN et al. 2003; NASCIMENTO et al. 2004)..

Neste contexto, um modelo de animais resistentes ganha importdncia para
compreensdo dos mecanismos de colonizagdo e de resisténcia natural a doenga. Ratos sio
freqiientemente estudados na cadeia epidemioldgica da leptospirose, mas os relatos sobre a
infecgdo experimental s8o escassos. Nesta nova era da pesquisa da leptospirose, as relagdes
entre leptospiras e seu principal hospedeiro permanecem pouco compreendidas. Recente
publicagfio ressalta o valor de estudos comparativos em modelos de doenga aguda letal
infecgdo persistente para compreensdo dos mecanismos de doenga (NALLY et al. 2005), no
entantn, o modelo de ratos i usado sem caracterizag3o prévia do comportamento da
infecgdo neste hospedeiro. A maioria dos estudos prévios usando ratos como modelo
experimental foi limitada pela falta de caracterizag3o paralela da cepa infectante em modelo

.
de animais susceptiveis 3 doenga letal. Para estabelecimento do modelo de ratos, realizamos
também detathado estudo da patolosia de hamsters para caracterizagio do comportamento
da mesma cepa padronizada nos dois modelos estudados.

Os poucos relatos de infecgdo experimental de ratos também ndo focaram na
avaliagfio de alteragdes associadas ao estabelecimento da colonizagdo renal, ou ao tempo
necessério para estabelecimento do estado portador. T'm sua grande maioria, esses estudos
concentram-se nos resultados de cultura. A compreensio do modelo experimental requer,
portanto, mais profunda avaliagio do tempo necessario para colonizagfo dos rins e
alteragdes associadas. Além disso, € de importincia documentar se ha diferenca de
susceptibilidade dos animais considerados resistentes em fungdo de sua idade, j& que este
parece ser o caso de outros roedores (ADLER et al. 1980; BARNETT et al. 1999).

Para estudos de disseminagfo, ratos também representam um atraente modelo visto que o
processo de invasdo dos tecidos ndo é influenciado por lesdes concomitantes ou mesmo

interrompido pelo 6bito do animal experimentalmente infectado. No presente estudo,



29

avaliamos a detec¢do de leptospiras num ensaio de cinética de disseminagdo como ponto de
partida para avaliagdes quantitativas futuras.

Uma questdo fundamental ndo respondida até o momento € se ratos séo naturalmente
resistentes a doenga subletal ou podem exibir alteragdes histoldgicas que representem
recuperagdo de uma leptospirose aguda. A unica investigagdo disponivel sobre este tema
relata que, entre ratos urbanos capturados, aqueles com maiores titulos de microaglutinagio
apresentam focos de infiltrado mononuclear com predominio de plasmécitos (STERLING
& THIERMANN. 1981). Este achado sugeriu que infecgdes mais recentes estavam

relacionadas as alteragdes que podem representar um passado de doenga aguda. O contraste

amplamente reconhecido, pordm pouco investigado. Dados sobre estudos histopatoldgicos
de ratos experimentalmente infectados tanto da fase recente quanto da crdnica da infecgdo

de ratos por leptospiras patogénicas sdo cscassos.
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que fatores do hospedeiro ou dos patdgenos sdo capazes de transformar um proce
colonizagdo indolente em doenga clinica grave (MERRELL & FALKOW. 2004). Este,
~ A

inclusive, ¢ um antigo questionamento no estudo da leptospirose: como ratos séio portadores

cronicos, mantém infecgdes em populagdes humanas com excregfio de grande quantidade
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer o modelo de ratos experimentalmente infectados com leptospiras patogénicas

para estudos subseqiientes de colonizagdo, tropismo e patogénese.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Caracterizar a viruléncia da cepa Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
cepa L1130 na passagem 4.7, descrever a patologia associada no modelo de
doenga aguda (hamster) e estabelecer uma cepa capaz de induzir doenga letal ou
infecgo persistente nos modelos de hamster e ratos, respectivamente.

3.2.2 Identificar tempo para estabelecimento de colonizagéo, tempo de persisténcia de
colonizagdo, e influéncia do inoculo neste processo focalizando o tecido renal no
modelo experimental de ratos.

3.2.3 Identificar alteragdes histopatoldgicas no curso da infecg¢do experimental de ratos
por leptospiras patogénicas comparando-as com aquelas observadas em animais

susceptiveis a doenga aguda (hamsters).

A}
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 BACTERIAS

A cepa utilizada nos experimentos foi Leptospira interrogans sensu stricto sorovar
Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130, 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 recuperagdo da viruléncia foi obtida através de quatro
passagens em hamsters. A cepa inoculada ¢ de baixa passagem in vitro, sendo obtida ap6s 7
passagens em cultura. Em avaliagdes prévias, mais de 40 passagens sdo necessarias para
atenuagdo da viruléncia desta cepa. A concentrag@o de leptospiras em cada inoculagdo sera

aferida através de contagem em cdmara de Petroff-Hausser.

4.2 ANIMAIS E EXPERIMENTOS

4.2.1 Hamsters

Para avaliag@o da viruléncia e patologia num modelo experimental susceptivel a doenga
aguda letal, foram utilizados hamsters da linhagem Golden Syrian com 9 semanas de idade.
Os animais foram infectados por via intraperitoneal ¢ mantidos em microisoladores sendo
necropsiados em intervalos determinados. Os animais controle foram inoculados com 1 mi
de meio EMJH estéril. Em cada experimento, os animais foram sacrificados em cdmara de
gas carbonico e durante a necropsia foram coletadas amostras de tecidos fixados em
solugdo de formol salino a 4%. Nos experimentos para reprodugdo da doenga 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) Calculo da dose letal 50% (DL50%) e avaliagdo 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 incluidos grupos inoculados com 10%, 10° , 104, 10°,
10° e 107 leptospiras. No terceiro experimento foram incluidos grupos de 10', 107,
10°, 10%, 10°, 10° leptospiras. No quarto experimento, foram incluidos grupos de
10°, 10", 10% 10°, 10%, 10° leptospiras. Nos experimentos B e C, os sobreviventes
foram examinados apés 28 dias para caracterizagdo da patologia da leptospirose
convalescente em hamsters.

2) Reprodugdo de doenga aguda letal em hamsters de nove semanas infectados por
inoculo de 10° Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 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) Reprodugdo de doenga aguda letal em hamsters de vinte semanas infectados por
altos indculos (10°-107) de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa
L1130 na passagem 4.7, pela via intraperitoneal. Sete animais infectados foram

comparados a trés controles ndo infcctados (tabela 2).

Para cdlculo de dose letal 50% foi usada formula modificada de Reed-Muench

(REED & MUENCT!. 1938):

% de Obitos entre hamsters na mais °
. - : 50%
I baixa concentragio cuja mortalidade
— | € maior que 50% —

[ ]
% de Obitos entre hamsters na mais % de Obitos entre hamsters na mais
baixa concentragdo cuja mortalidade alta concentragdo cuja mortalidade
¢ maior que 50% " | é menor que 50%

log da menor concentragdo na qual I x log do fator de

a mortalidade é maior que 50% — | diluigdo

DL 50%| _
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4.2.2 Ratos

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar entre 3 e 5 semanas de vida. 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
EMIJH estéril. Em cada experimento, os animais foram sacrificados em cdmara de gas
carbonico e durante a necropsia foram coletadas amostras de tecidos. As amostras tissulares
foram congeladas e armazenadas em -70°C, enquanto outras foram fixadas em solugdo 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 microscopia eletrdnica de varredura,
incluindo perfusdo com solugdo fixadora para os casos que incluiram microscopia de
varredura (adiante).

Desenho dos ecxperimentos:

1) Experimentos pilotos para avaliagdo de colonizagdo em ratos 28 dias apds inoculo
intraperitoneal com 10® Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 na
passagem 4.7. No primeiro experimento, foram usados animais de 3 semanas. No
scgundo experimento, foram usados animais de 4 semanas. Em ambos, trés fémeas
infectadas foram comparadas a fémea controle inoculada com I ml de meio EMJH
estéril.

2) Experimentos para avaliagdo do papel do indculo na determinagdo de colonizagdo
renal apos 28 dias da infecgfo intraperitoneal por diluigdes seriadas de 107, 10, 10°
¢ 10* Leprospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 na passagem 4.7. No
primeiro experimento, grupos dc duas fémeas por inéculos foram comparadas a
duas fimeas inoculados com 1 ml de meio EMJH estéril. No segundo experimento,
grupos dc quatro animais, parcados por sexo para cada indculo, foram comparados a
dois animais, parcados por scxo, inoculados com | m! de meio EMIH estéril.

Experimento dc cinética de disscminagdo: 16 ratos de 4 semanas, fmeas, infectadas

LUS]
N’

8 — .
com 107 Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1130 na passagem 4.7
cxaminados ¢m intcrvalos de zero 4 11 dias pds-indculo para estudo de cindética de

disseminagdo dc leptospiras nos tecidos (tabela 6).
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4) Experimento para avaliagio do tempo necessdrio para estabelecimento de
colonizagdo 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 avaliagdo da persisténcia da colonizagéo
renal. Controles em cada intervalo semanal foram representados por animais
inoculados com | ml de meio EMJH estéril.

5) Experimentos para determinagdo do tempo de persisténcia da colonizagdo renal em
animais inoculados com 10° Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa
L1130 na passagem 4.7. No primeiro experimento, grupos de trés fémeas foram
necropsiadas em intervalos de 1, 2, 3 ¢ 4 meses € comparadas com uma fémea
controle ao final do 1° més e do 4° més de infecgdo. No segundo experimento,
grupos de quatro ratos, pareados por sexo para cada intervalo mensal, foram

comparados com um animal controle em cada intervalo.

Para célculo da dose infectante capaz de induzir colonizag@o do tecido renal de ratos

apo6s 28 dias foi utilizada a formula de Reed-Muench modificada.

4.3 MICROSCOPIA OPTICA E IMPREGNACAO PELA PRATA

Al

Tecidos de animais controle e infectados foram fixados em formaldeido salino a 4% e
submctidos ao processamcento dc rotina. Os blocos dc parafina foram cortados cm sccgdes
dc 4 um dc cspessura ¢ corados com hematoxilina ¢ cosina (H&E). Lesdes como focos de
hcmorragia intra-alveolar, ou presenga de polimorfonuclearcs nas luzes tubulares renais
foram classificadas dc mancira scmi-quantitativa scgundo o scguintc critério: + (mcnos dc 1
foco obscrvado por campo dc 40X), ++ (I ou 2 focos obscrvados por campo dc 40X), ¢
+++ (mais dc 2 focos obscrvados por campo dc 40X). Espccificamente cm rclagdo a
classificagdo scmi-quantitativa do infiltrado inflamatério linfo-histiocitério do tecido renal
foram usados os scguintcs critérios: + (mcnos dc 1 foco obscrvado por campo de 40X), ++
(1 ou 2 focos obscrvados por campo dc 40X ou focos maiores de infiltrado linfo-
histiocitario além da localizagdo restrita a zonas periarteriais ¢ permecando scgmentos
tubulares), ¢ +++ (mais dc 2 focos obscrvados por campeo dc 40X ou focos maiores com

freqiicntes polimorfonucleares neutréfilos intersticiais ou agregados nas luzes tubulares)



35

A coloragdo de Warthin-Starry para visualizagdo de espiroquetas foi padronizada a
partir de seu protocolo descrito (FAINE. 1965; FAINE. 1982). Sec¢des desparafinizadas
foram imersas em solugdo de nitrato de prata 1% (Avi-Cenna) em ambiente escuro a 56°C
por 60 minutos. As secgdes foram posteriormente imersas rapidamente, em ambiente
escuro, na solugdo reveladora: 15 ml de gelatina 5% (Vetec), 8 ml de hidroquinona 0,3%
(Nuclear) e 6 ml de nitrato de prata 2% (Avi-Cenna). As laminas foram lavadas em agua

corrente, desidratadas e montadas em laminulas com balsamo do Canada.
4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

Para as amostras programadas para estudo em microscopia eletronica de varredura, a
perfusdo foi realizada com solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio
0,1 M (pH 7.2). Animais selecionados foram anestesiados com solug@o de ketamina e
xilazina e a perfusdo foi feita por via intracardiaca utilizando escalpe n° 21 acoplado a um
equipo de soro. A circulag@o da solugdo foi mantida pela sec¢do da aorta abdominal abaixo
dos vasos renais com desprezo do fixador. Rins fixados foram seccionados no maior eixo e
sec¢des incluindo a transi¢do corticomedular foram mantidas na solugdo fixadora por uma
hora. Em seguida, o material foi lavado em tampdo cacodilato em trés banhos de 10
minutos. A pos-fixagdo foi realizada com tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato de
sodio 0,1 M (pH 7.2) por 30 minutos a temperatura ambiente, no e;scuro. O material foi
lavado novamente trés vezes em tampdo cacodilato e desidratado 4°C em acetona 30%,
50% e 70% por 10 minutos. As laminulas foram aderidas ao suporte de varredura ¢ a
desidratagdo foi continuada com acetona a 90% por 10 minutos e dois banhos em acetona a
100%, seguido de ponto critico e metalizagdo com ouro. A analise e as micrografias foram
realizadas no Instituto de Biofisica, Universidade Federal do Rio de Janeiro em
microscopio eletronico de varredura Jeol 5310 (ROCHA et a. 2004). As fotomicrografias

documentadas incluiram magnifica¢des de 100, 5000 e 15000X.
4.5 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Amostras congeladas em -70°C foram cortadas em secgdes de 4-5 um de espessura e
aderidas a laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma). Os cortes foram fixados em acetona,

lavados trés vezes em solugdo salina tamponada fosfatada (PBS), e submetidos a bloqueio
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de reagdo inespecifica com solugdo 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 primario policlonal (diluigdo 1:400),
preparado a partir da imunizagdo de coelhos New Zealand White com antigeno bruto de
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae cepa RGA. Os anticorpos foram
diluidos em BSA (Sigma) 4mg/ml. Os antisoros selecionados exibiam titulos de
microaglutinagdo superiores a 12.000. As sec¢des foram lavadas em PBS e incubadas com
anticorpo monoclonal anti-IgG de coelho conjugado com FITC (Jackson Immunoresearch)
na diluigdo 1:400, por uma hora. As ldminas foram montadas com laminulas em glicerol.
Controles negativos consistiram em cortes congelados de tecidos de animais néo infectados
submetidos a0 mesmo procedimento. Além disso, em cada experimento, cortes de tecidos
com infecg¢do previamente confirmada foram incubados com soro ndo imune de coelho para

exclusdo de reagdo inespecifica.
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5. RESULTADOS
5.1 PATOLOGIA EXPERIMENTAL EM HAMSTERS

Quatro experimentos para avaliar a viruléncia 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 LI1-130 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 10'~ (equivalente a
32) leptospiras e em 10""° (equivalente a 56) leptospiras, respectivamente.

A fim de comprovar que as leptospiras patogénicas usadas para infecg¢fo experimental
de ratos sdo capazes de reproduzir os achados histopatologicos da leptospirose em animais
susceptiveis, foram realizadas necropsias de hamsters experimentalmente infectados. A
alta letalidade foi confirmada nos controles dos ensaios de imunoprotegdo, embora 2 de 12
animais sobreviveram (tabela 2). A maior parte dos obitos distribuiram-se entre o 8° e 11°
dia pds-infecgdo. Desta maneira, os resultados da tabela | permitem observar alteragbes
histopatoldgicas caracteristicas da leptospirose aguda. A tumefagdo multifocal do epitélio
tubular renal, a dissociagdo das células hepaticas desorganizando a arquitetura trabecular, e
a hemorragia intra-alveolar sdo os achados mais marcantes destes grupos de animais. A
tumefagdo do epitélio tubular ocorreu em 8 de 12 animais (67%), estando presente em 8 dos
10 (80%) animais que apresentaram doenga letal. A dissociagdo difusa de hepatdcitos foi
observada em 7 de 11 hamsters (64%), ¢ 7 de 9 (78%) com doenga letal.

O experimento subseqiiente avaliou as alteragdes observadas em hamsters infectados com
indculos mais altos - 107 e 10° - aproximando-se do que seria utilizado para o modelo de
ratos. Um ébito foi observado no quarto dia pds-infecgdo enquanto todos os outros animais
inoculados foram sacrificados por apresentar-se em estado moribundo no quinto dia. Em
comparagdo com os experimentos com doses menores, o tempo de evolugdo para o 6bito
foi encurtado nesses animais (tabela 3). Entre os achados patologicos foram documentados
a tumefagdo celular do epitélio tubular proximal do rim (figura 1), hemorragias no tecido
renal (figura 2), desarranjo da arquitetura trabecular hepatica (figura 3) e hemorragia intra-
alveolar (figura 4). Além disso, freqiientes leptospiras puderam ser detectadas em intima

relagdo com a superficie 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

dilui¢des seriadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130, na passagem

4.7, por via intraperitoneal.

Experimento A Obitos
Concentragdo em fémeas

107 3/4

10° 4/4

10° 3/4

10* 4/4

10° 4/4

10° 4/4
Experimento B Obitos
Concentragédo em fémeas

107 4/4

10° 4/4

10° 3/4

10* 4/4

10° 4/4

10° 2/4
Experimento C  Obitos
Concentragado em fémeas

10° 4/4

10° 4/4

10* 3/4

10° 4/4

10° 2/4

10' 1/4
Experimento D Obitos
Concentragio em fémeas

10° 4/4

10 4/4

10° 4/4

10° 2/4

10' 0/4

10° 0/4

Letalidade

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%

Obitos
em machos
4/4
2/4
4/4
4/4
4/4
4/4
Obitos
em machos
4/4
3/4
4/4
4/4
4/4
4/4
Obitos
em machos
4/4
4/4
4/4
4/4
3/4
2/4
Obitos
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 obito

fémeas 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 6bito
fémeas machos
7,8,9,15 7,7,10,10
7,7,8,11 6,7.8
8.,8,12 8.,8,8,9
10,10,10,12 8,9,9.9
11,11,11,11 10,10,11,11
13,14 11,11,11,13
Dias para o obito
fémeas machos
6,7,7,9 7,7,7,7
7,7,8.8 7,8,10,11
89,12 8.8,8,9
10,10,12,13 10,11,11,12
11,12 10,11,11

11 11,12
Dias para o 6bito
machos

8,8,10,10
9,9,10,10

fémeas
10,11,11,14
10,10,10,10
10,11,11,11 10,11,13,14
14,14 11,11,12
- 11
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Tabela 2 — Alteragdes histopatoldgicas observadas em hamsters de 9 semanas infectados
com 10° Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 por via

intraperitoneal.

Experimento E Experimento F

Infectados Controles Infectados Controles
n(%) n(%) n(%) n(%)

Obitos 4/6 (67) 0/2(0) 6/6(100) 0/2(0)
Rim
Tumefagdo multifocal do epitélio tubular  3/6 (50) 0/2(0) 5/6(83) 0/2(0)
Regeneragdo 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) 02(0) 3/6(50) 0/2(0)

Figado — dissociagfo difusa dos hepatocitos 2/5(40) 0/2(0) 5/6(83) 0/2(0)
Pulmdes
Hemorragia intra-alveolar ++ ou +++ 1/520) 0/20) 4/5@80) 0720
Hemorragia intra-alveolar + 0/5 (0) 0/2 (0) 0/5 (0) 0/2 (0)

Nota: todos animais sdo machos no experimento 1 e fémeas no experimento 2. Os animais

sobreviventes foram necropsiados apds 28 dias de infecgéo.
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Tabela 3 — Alteragdes histopatoldgicas observadas em hamsters de 20 semanas infectados
com altos in6culos de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130

por via intraperitoneal.

10’ 10°  Controles
n(%) n(%) n(%)
Numero total de hamsters 02 (100) 05(100) 03 (100)
Machos 02 (100) 02(40) 01 (33)
Fémeas 00 (0) 03(60) 02(67)
Obitos 1/2*%(50)  0/5 (0) 00 (0)
Estado moribundo 172 (50) 5/5(100) 00 (0)
Rim
Tumefagdo multifocal do epitélio tubular 172(50) 4/5@80) 0/3(0)
Hemorragia intersticial renal ++ ou +++ 2/2 (100) 1/520) 0/3(0)
Nefrite intersticial (infiltrado linfo-histiocitario) + 1/2(50) 4/5(80)  0/3(0)
Warthin-Starry do tecido renal 2/2 (100) 5/5(100) 0/3 (0)
Figado — dissociagdo difusa dos hepatdcitos 2/2 (100) 5/5(100) 0/3 (0)
Pulmdes
Hemorragia intra-alveolar ++ ou +++ 2/2 (100) 3/5(60) 0/3(0)
Hemorragia intra-alveolar + 072 (0) 1/5 (20) 0/3 (0)

Nota: um animal foi a dbito no 4° dia pos-infec¢dio e todos os infectados apresentavam

estado moribundo no 5° dia pés-infecgdo, quando foram realizadas as necropsias.



Figura 1. Tecido renal de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias

ap6s infecgdio com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal
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(A-F) e hamster controle apds 5 dias do indculo com meio EMJH estéril por via
intraperitoneal (G e H). A tumefagdo das células tubulares proximais ¢ proeminente ¢ pode
ser observada em varios segmentos tubulares proximais coexistindo com areas preservadas
(A: aumento de 100x; B: aumento de 200x). Em comparag¢do com as células adjacentes, as
células tumefeitas exibem acentuada palidez citoplasmatica (C e D: aumento de 400x). O
detalhe da morfologia das células degeneradas ¢ mostrado no aumento de 1000x (E ¢ F),
sendo que num tabulo pode-se identificar necrose de uma célula tubular proximal isolada
destacada da membrana basal (F). Nas sec¢des de cortex do tecido renal do animal controle,
os segmentos tubulares proximais exibem eosinofilia citoplasmatica caracteristicas, sem

achados patologicos (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
ap6s infecgdio com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal
(A-D) e hamster controle ap6s 5 dias do inéculo com meio EMJH estéril por via
intraperitoneal (E e F). O quadro hemorragico ¢ exemplificado pelas freqiientes areas de
hemorragia intersticial no tecido renal. Em alguns casos, é freqiientemente observada
hemorragia no espago de Bowman glomerular e também no interior das luzes tubulares (A:
aumento 100x; B e C: aumento de 200x; D: aumento de 400x). O tecido renal dos animais

controle néo exibe zonas de hemorragia (E: aumento de 200x; F: aumento de 400x).



Figura 3. Tecido hepatico de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias
ap6s infecgdo com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal
(A-D) e hamster controle ap6s 5 dias do indculo com meio EMJH estéril por via
intraperitoneal (E e F). Um caracteristica marcante da patologia hepatica da leptospirose
aguda é a perda de coesdo dos hepatécitos com dissociagdo da arquitetura trabecular
habitual, como mostrando em érea centrolobular (A) e no interior do parénquima (B), ao
aumento de 200x. Os hepatdcitos apresentam aspecto regenerativo com variagdo do

tamanho do citoplasma, freqiientes imagens de binucleagdo e atipias nucleares reativas (C e
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D, aumento de 400x). No tecido hepatico do animal controle, a area centrolobular (E) e o
interior do parénquima (F) exibem traves hepaticas organizadas e hepatocitos de aspecto

citoldgico habitual (E: aumento de 200x; F: aumento de 400x).



Figura 3. Tecido pulmonar de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias
ap6s infecgdo com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal
(A-D) e hamster controle ap6s 5 dias do in6culo com meio EMJH estéril por via
intraperitoneal (E e F). O tecido pulmonar exibe focos de hemorragia intra-alveolar (A e B:
aumento de 100x; C: aumento de 200x; D: aumento de 400x). O parénquima pulmonar do

animal controle ndo exibe areas de hemorragia (E: aumento de 100x; F: aumento de 200x).
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De dois experimentos de dose letal 50%, foram examinados apenas animais que
sobreviveram apos 28 dias. Neste caso, foi aproveitada a oportunidade para avaliar
alteragdes histologicas caracteristicas da fase convalescente.

As necropsias incluiram exame dos rins, cérebro, coragdo, pulmdes, figado, bago e
musculo esquelético. No entanto, apenas no tecido renal foram observadas alteracdes. Os
sobreviventes apresentam com freqiiéncia focos de regeneragéio tubular (figura 5). Foram
observadas areas de regeneragdo em 3/6 hamsters convalescentes (50%) infectados com
in6culos iguais ou maiores que 107, contrastando com apenas 2 dos 19 (10%) examinados
nos experimentos para reprodugdo de leptospirose aguda (tabelas 2 e 3). Além disso, um
dos animais do experimento E que sobreviveu e foi examinado apds 28 dias, assim como os
hamsters convalescentes dos experimentos de DL50%, apresentaram multiplas areas de
regeneragdo do epitélio tubular.

Um quadro de nefrite subaguda com infiltrado predominante de linfécitos e histidcitos,
por vezes com coexisténcia de polimorfonucleares neutréfilos foi um achado marcante dos
hamsters convalescentes. Nos dois experimentos, 03 de 06 animais infectados com in6culos
iguais ou maiores que 10 apresentaram nefrite (50%) em comparag¢do com 10 de 19 (53%)
hamsters dos experimentos para reproducéo da doenga aguda. Chama ateng@o a presenga de
nefrite moderada ou intensa (++ ou +++) nos cinco hamsters convalescentes ¢ em nenhum
dos animais com doenga aguda letal. A inflamagio ocorre na zona‘cortical ou transi¢do
corticomedular e tende a apresentar adensamentos em areas periarteriais e periglomerulares
(figura 6). Em avaliagdes histopatoldgicas de animais sobreviventes apds desafio em
experimentos de imunoprotecio, a frequéncia de nefrite subaguda moderada ou intensa €

variavel, mas sempre maior que 50% (dados ndo publicados).
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Figura 5. Tecido renal de hamster convalescente sacrificado ap6s 28 dias de infec¢do com
10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal (A-D) e hamster
sacrificado ap6s 28 dias de infecgdo com 10% Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-
130 via intraperitoneal sem leptospiras detectadas em exame de cultura ou Warthin-Starry
(E e F). O cortex renal exibe zonas focais ou multifocais de regeneragdo nos animais
convalescentes, observados freqiientemente nas dreas subcapsulares. Um foco de
regeneragdo tubular é mostrada em localizagdo subcapsular (A: aumento de 100x). O
epitélio regenerativo é baixo, com niicleos hipercromaticos e escasso citoplasma quando

comparados com as células tubulares dos segmentos proximais vizinhos que apresentam-se
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preservados (B: aumento de 200x; C e D: aumento de 400x). O tecido renal de hamster que
ndo desenvolveu colonizagio renal apds 28 dias mostra auséncia de achados patologicos

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

400x).



Figura 6. Tecido renal de hamster convalescente sacrificado apés 28 dias de infecgdo com

10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal (A-D) e hamster

sacrificado ap6s 28 dias de infecgdo com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-

130 via intraperitoneal sem leptospiras detectadas em exame de cultura ou Warthin-Starry
(E e F). O infiltrado inflamatério com predominio de linfécitos e histiécitos € um achado
freqiiente nos animais convalescentes e tende a estar localizado em torno de artérias de
pequeno calibre (A: aumento de 400x) ou em torno de glomérulos (B: aumento de 400x).

Um infiltrado rico em histidcitos e plasmocitos pode ser observado em intima relagdo com
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a parede de uma artéria (C: aumento de 1000x). Em casos com maior intensidade de
inflamagdo, é freqiiente a observagdo de polimorfonucleares neutréfilos no intersticio ou
em aglomerados nas luzes tubulares (D: aumento de 1000x). Areas periarteriolares e
periglomerulares correspondentes de um animal que ndo desenvolveu infecgdo mostram

auséncia de achados inflamatérios (E ¢ F: aumento de 400x).
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Figura 7. Tecido renal de hamster com leptospirose aguda em estado moribundo 5 dias
apos infecgdo com 10° Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal
(A-C). A coloragdo de Warthin-Starry exibe fundo castanho a amarelo claro com nucleos
exibindo cromatina de coloragdo marrom. Hamsters com leptospirose aguda exibem

organismos com forma encurvada de coloragéo negra em intima associagdo com células
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tubulares proximais (A-C: aumento de 2000x). Leptospiras ndo sdo identificadas nos

tabulos de hamsters controles ndo infectados (D: aumento de 2000x).
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52 AUSENCIA DE DOENCA AGUDA EM RATOS EXPERIMENTALMENTE
INFECTADOS.

Um achado consistente em todos os experimentos com ratos foi a auséncia de doenga
clinica durante todos os intervalos examinados. Os achados histopatolégicos sdo raros apds
28 dias de infecgdo e, quando presentes, sdo discretos (ver item 5.9). Por outro lado, o
exame de ratos infectados apds 4 a 11 dias de infecgdo, periodo de ébito dos hamsters
letalmente infectados, ndo mostra nenhuma alteragfo histolégica 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 colonizagdo
renal apds 28 dias, desta vez apenas com os indculos mais altos. Os resultados reforgam
que ratos de 3 e 4 semanas desenvolvem o estado portador sem sinais de doenga (tabela 4).
Mesmo em animais com apenas 3 semanas de idade, os ratos mostram-se resistentes a
doenga. A colonizag¢do da superficie epitelial ocorre seletivamente nos tibulos proximais

(figura 8).

Tabela 4 - ratos inoculados com 10° Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa

Fiocruz L.1-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados apds 28 dias.

Intervalo  Cultura  Warthin-Starry Histologia
n(%) n(%) n(%)

Experimento 3 — ratos, fémeas, de 4 semanas.

108 3/3 (100) 3/3 (100) sem alteragdes (0)

Controle  0/1 (0) 0/1 (0) sem alteragdes (0)

Experimento 4 — ratos, f€émeas, de 3 semanas

Intervalo Cultura  Warthin-Starry Histopatologia
108 2/3 (67) 2/3 (67) sem alteragdes (0)
Controle  0/1 (0) 0/1 (0) sem alteragdes (0)
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Figura 8. Detecgdo de leptospiras colonizando tubulos renais de um rato de 3 semanas
infectado com 10® Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal.
Leptospiras com forma tipica em espiral sdo observadas nas luzes tubulares através da
coloragdo de Warthin-Starry. Em A, uma colonia de leptospiras estd intimamente
relacionada a superficie 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). Freqiientemente, emaranhados de leptospiras sdo
vistos no interior de tibulos proximais (C: aumento de 1000x, indicado na seta). Um animal
controle inoculado com 1ml de meio EMJH estéril ndo exibe espiroquetas a coloragdo de
Warthin-Starry (D: aumento de 1000x). Nesta coloragdo, o fundo € corado de castanho
amarelado em tonalidade variavel, nucleos sdo corados em marrom e espiroquetas sdo
identificadas por sua forma caracteristicas e pela pigmentagéo engrecida derivada da reagdo

com nitrato de prata.
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5.4 COLONIZAGCAO RENAL AVALIADA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA.

Um dos animais colonizados indicados na tabela 5 foi submetido a perfusdo com solugéo
de fixagdo para microscopia eletronica e preparado para microscopia eletronica de
varredura (figuras 9 a 12). As fotomicrografias revelam intima associagdo de formas
espiraladas com as superficies do hospedeiro e, na figura 12, chama a atengéo o intenso

grau de colonizagé@o da luz de um tabulo renal (figura 12).

Figura 9. Microscopia eletronica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com 10%
Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 28 dias apds indculo.
Leptospiras com forma tipica em espiral sdo observadas. A seta aponta para uma leptospira

com forma espiral tipica (aumento de 15000X).
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com
10® Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 28 dias ap6s
inoculo. Leptospiras com forma tipica em espiral sdo observadas. A seta aponta para uma

leptospira com forma espiral tipica (aumento de 15000X).

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com

10 Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 28 dias ap6s
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in6culo. No aumento de 100X é possivel distinguir a arquitetura do tecido renal com
glomérulos (g) abaixo da superficie capsular e ductos coletores (d) convergindo para pelve
renal onde o quadrado limita area de intensa colonizagdo por leptospiras ampliada na figura

12.

Seoal #0804 T1 408

Figura 12. Microscopia eletronica de varredura de um rato de 3 semanas infectado com
10 Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 28 dias apds
indculo. Colonizagdo renal por multiplas leptospiras em associagdo com as superficies do

hospedeiro (aumento de 5000X).
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55 INFLUENCIA DO INOCULO PARA ESTABELECIMENTO DO ESTADO
PORTADOR EM RATOS.

Dois diferentes experimentos foram realizados para determinar a influéncia do in6culo
para estabelucimento do estado portador renal apés 28 dias. No primeiro experimento
foram utilizados ratos fémeas de 4 semanas. O segundo experimento foi repetido com
fémeas de 5 semanas (tabela 5). Os altos indculos (10° e 108) sdo capazes promover
colonizagdo renal em todos os animais de modo reproduzivel. Vale destacar que os ratos
atravessam o periodo de estudo sem sintomas e os achados histopatologicos, quando
presentes, sdo discretos. No maior experimento (experimento 2 — tabela 4), a dose
infectante 50% para colonizagdo renal foi calculada em 10*%, equivalente a 47863

leptospiras.

Tabela 5 - ratos inoculados com 10%, 10*, 10° e 10° Leprospira interrogans sorovar

Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados apds 28 dias.

Intervalo  Cultura  Warthin-Starry Histologia
n(%) n(%) n(%)
Experimento 1 — Ratos, fémeas, de 4 semanas
108 2/2 (100) 1/2 (50) Nefrite + 1/2 (50) ‘
Nefrite ++ 1/2 (50)
108 2/2 (100) 1/2 (50) Nefrite + 1/2 (50)
10* 1/2 (50) 2/2 (100) Nefrite 0/2 (0)
10 0/2 (0) 0/2 (0) Nefrite 0/2 (0)
Controle 0/2 (0) 0/2 (0) Nefrite 02 (0)
Experimento 2 — Ratos, pareados por sexo, de 5 semanas
108 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 contaminag3o.
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5.6 ESTUDO DA CINETICA DE DISSEMINAGCAO EM RATOS.

Em experimento piloto para investigagdo da cinética de disseminagdo de leptospiras nos
tecidos renal, hepatico, pulmonar e esplénico do hospedeiro; ratos do sexo feminino foram
necropsiados em intervalos determinados ap6s alto indculo intraperitoneal. Foram coletados
amostras de rim, figado, pulmio e bago. A analise histologica dos tecidos ndo demonstra
alteragdes em nenhum intervalo. Por outro lado, a coloragio de Warthin-Starry detectou
leptospiras nos tubulos renais dos animais necropsiados no 8°, 9° ¢ 11° dia pos-infecgdo
(tabela 6).

A contagem de leptospiras com formas tipicas marcadas por imunofluorescéncia indireta
foi medida em campos de 400x. Em nenhum intervalo anterior a 24 horas pés-in6culo
foram detectados leptospiras nos quatro tecidos avaliados. A densidade maior de leptospiras
foi detectada no tecido hepatico entre o primeiro e o sétimo dia de infecgdo, com pico de 20
leptospiras por campo no quarto dia (figura 13). A presenga de leptospiras pdde ser
documentada no tecido pulmonar, embora tenha sido detectada apenas apos 2 € 4 dias do
inéculo (tabela 6). No tecido esplénico, a contagem de leptospiras foi prejudicada pelo
predominio de sinais fluorescentes de padriio granular sem morfologia compativel com
leptospiras viaveis.

No rim, a detec¢do de leptospiras entre os intervalos de um a sete dias pds-infecg@o pode
ser quantificada através da contagem de espiroquetas distribuidas difusamente no tecido
renal (tabela 6). Entretanto, a partir do oitavo dia, as leptospiras deixaram de apresentar
distribui¢do difusa tendendo a concentrar-se em areas de contorno tubular, identificadas
como a luz de segmentos tubulares (figura 13). De modo interessante, a observagdo deste
padrdo de colonizagdo tubular observado nos dias 8, 9, 10 e 11 da infeccdo correlacionou
com a positividade da impregnagéo pela prata nos dias 8,9 e 11.

Em todos os intervalos estudados, o exame histopatologico dos tecidos renal, hepatico e
cardiaco ndo apresentou particularidades. O bago apresentou um quadro de congestdo a

partir do 1° dia pés-infecgdo.
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Figura 13. Detec¢do de leptospiras no tecido renal e hepatico de ratos por
imunofluorescéncia indireta. O tecido hepético de um rato de 5 semanas infectado com 10°
Leptospira interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 4 dias apés a infecgéo,
exibe densidade maxima de leptospiras (A: aumento de 400x). A observagdo ao maior
aumento permite identificar leptospiras individuais aderidas as traves hepaticas (B:
aumento de 1000x). No tecido renal de um rato de 5 semanas ap6s 4 dias do mesmo

indculo, leptospiras podem ser vistas esparsamente distribuidas (C: aumento de 400x). A
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partir do oitavo dia, ¢ possivel observagdo a tendéncia de acimulo de leptospiras em
limitadas as superfices tubulares (D: aumento de 1000x). Imagens tipicas de leptospiras ndo
sdo observadas nos tecidos hepatico e renal dos ratos sacrificados imediatamente apos o

inoculo (E: tecido hepatico, 400x; F: tecido renal, 400x).

Tabela 6 — ratos Wistar fémeas, um animal por intervalo, inoculados com 10% Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 necropsiados em intervalos

determinados para estudo de disseminagdo nos tecidos.

Intervalo WS rim Imunofluorescéncia
Rim Figado Pulméo
Omin 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
5dias  Negativo 4/campo 13/campo Negativo
6 dias Negativo S5/campo  6/campo  Negativo
7 dias  Negativo 5/ campo 1 /campo  Negativo
8 dias  Positivo Colonizagdo Negativo Negativo
9dias  Positivo Colonizagdo Negativo Negativo
10 dias Negativo Colonizagdo Negativo Negativo
11 dias Positivo Colonizagdo Negativo Negativo

Nota: WS = Warthin-Starry do tecido renal; a contagem ¢ feita por campo de 400X.
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5.7 TEMPO PARA O ESTABELECIMENTO DO ESTADO PORTADOR EM RATOS.

Para investigar o tempo necessario para estabelecimento da colonizagdo renal, foi
desenhado um experimento no qual 16 ratos infectados com alto inoculo foram examinados
em intervalos de uma semana. Mais um método de detecgdo de leptospiras nos tecidos, a
imunofluorescéncia, foi adicionado para aumentar a sensibilidade visto que os outros
métodos podem ndo ser tdo sensiveis durante a fase de estabelecimento da colonizagéo
renal. Para a maioria (75%) dos ratos, uma semana ¢ o periodo requerido para colonizagéo
dos tiibulos renais (tabela 7). Ap6s um més, os tibulos renais apresentam intensa emisséo
de fluorescéncia de onde podem ser identificadas espiroquetas individualizadas (figura 14).
A impregnagdo pela prata mostra colonizagdo de tubulos proximais, sendo negativa nos

outros tecidos avaliados: figado, pulméo e bago.

Tabela 7 - ratos Wistar machos ¢ fémeas de 5 semanas inoculados com 10* Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados

a cada 7 dias.

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 excluida por contaminagéo.
** |HF (imunofluorescéncia) detectou apenas leptospiras esparsas no tecido renal.
Para todos os intervalos, um animal controle nfo infectado foi examinado

apresentando todos os testes negativos.
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Figura 14. Detecgdo de leptospiras no tecido renal de ratos por imunofluorescéncia
indireta. O tecido renal de um rato de 5 semanas infectado com 10% Leptospira interrogans
cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal, 4 semanas apés a infecgdo, exibe intensa
emissdo de fluorescéncia concentrada em uma darea tubular (A: aumento de 1000x).
Leptospiras isoladas podem ser identificadas no mesmo tecido, assim como agregados
exibem emissdes de fluorescéncia de contorno esférico (B: aumento de 1000x). Uma forma
espiralada tipica pode ser observada num aumento maior (C: aumento de 2000x). Ndo ha
detecgdo de nenhuma fluorescéncia além da emissdo de fundo no tecido renal do rato
controle inoculado com meio EMJH estéril e necropsiado ap6s 4 semanas (D: aumento de
1000x).
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5.8 TEMPO DE PERSISTENCIA DA COLONIZAGCAO RENAL EM RATOS.

Para determinar o tempo de persisténcia de colonizag@o renal, dois experimentos foram
desenhados com ratos de 4 e de 5 semanas (tabela 8). A combinagdo de avaliagdo por
cultura e impregnagéo pela prata permitiram confirmar a colonizagdo renal em 100% dos
animais, em cada intervalo mensal, nos dois experimentos. A impregnagdo pela prata
mostra densa colonizagdo de tubulos proximais, sendo negativa nos outros tecidos
avaliados: figado, pulm&o e bago. No experimento 6, os resultados positivos do tecido renal
foram também obtidos por imunofluorescéncia, mostrando tendéncia a denso acumulo focal
de leptospiras no tecido renal, de aspecto similar ao mostrado na figura 14A. As alteragdes
patologicas, quando presentes, sdo restritas a discreto infiltrado linohistiocitario em torno
de pequenas artérias, com exce¢do de um caso com nefrite intersticial moderada em animal

necropsiado 2 meses apds inoculo (ver item 5.9).

Tabela 8 - ratos Wistar fémeas de 4 semanas inoculados com 10® Leptospira interrogans

sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L.1-130 4.7 via intraperitoneal necropsiados a cada més.

Intervalo Infectados Controles
Cultura WS Histologia Cultura WS Histologia
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

Experimento 5 — ratos, fémeas, de 4 semanas.
Apés I més  3/3(100) 3/3(100) Nefrite 0/3 (0)  0/1(0) 0/1(0) Nefrite 0/1 (0)

Apés 2 meses 2/3*(67)  3/3(100) Nefrite + 3/3 (100)
Apbs 3 meses 2/3 (67) 3/3(100) Nefrite + 1/3 (33)
Ap6s 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.
Apés 1 més  4/4(100) 3/4(75) Nefrite+ 1/4(25)  0/1(0) 0/1(0) Nefrite 0/1 (0)

Apbs2 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)
Apés 3 meses  3/4(75) 4/4(100) Nefrite + 4/4 (100) 0/1(0) 0/1(0) Nefrite 0/1 (0)

Apos 4 meses  3/4(75) 4/4 (100) Nefrite+ 1/4 (25) 0/1(0) 0/1(0) Nefrite 0/1 (0)

Nota: * cultura excluida por contaminagdo. WS = Warthin-Starry do tecido renal
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5.9 HISTOPATOLOGIA DE RATOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Em todos experimentos foram realizados exames histopatologicos dos ratos infectados.
Apesar de inflamagdo discreta ter sido documentada em uma necropsia realizada uma
semana apds infecgdo (tabela 7), tal achado é mais freqiiente nos animais examinados em
intervalos de um més ou mais apés infecgdo (tabelas 5 e 8). Uma observagdo marcante €
que o processo de disseminagdo precoce evoluiu e a colonizagio renal € estabelecida sem
nenhum achado histopatologico associado (tabela 6). A lesdo mais observada sio focos
esparsos de infiltrado linfo-histiocitdrio em torno de pequenas artérias e arteriolas, de
pequena intensidade e minimo dano ao tecido cortical adjacente (figura 15). Um animal,
todavia, exibiu inflamagdo 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 infiltra¢do intersticial de polimorfonucleares neutrofilos que
por vezes apresentam-se também em agregados nas luzes luminais (figura 6).

Os achados histopatologicos em ratos experimentalmente infectados por leptospiras
patogénicas apresentaram-se restritos ao tecido renal e apresentam padrdo semelhante ao
observado em hamster, com disposi¢do tipicamente periarterial ou periglomerular, na zona
cortical ou transigdo corticomedular. Um total de 22 casos (2‘4,4%) com nefrite foi
identificado entre os 90 ratos experimentalmente infectados em intervalos que variaram de
1 semana a 4 meses de acompanhamento. Do conjunto de 18 controles inoculados com
meio EMJH estéril, nenhum deles apresentou tal tipo de lesdo.

Nenhum animal, infectado experimentalmente ou controle, exibiu outras alteragdes
renais tais como abscessos, piclonefrite ou necrose tubular — alteragdes previamente

descritas em ratos capturados de Salvador (FARIA. 2000).
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Figura 15. Histopatologia de ratos experimentalmente infectados com 10° Leptospira

interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal. O achado mais freqiiente ¢ um
infiltrado linfo-histiocitario periarteriolar com minimo dano ao parénquima cortical
adjacente como exemplificado na secgdo de rato necropsiado 1 més apds infecgdo (A:
100x; B: 200x; C: 300x; D: 1000x). O detalhe do infiltrado inflamatério demonstra
predominio de macr6fagos (D). Uma lesdo semelhante é observada num rato necropsiado 2
meses ap0s infecgdo (E: 100x; F: 200x; G: 300x; H: 1000x). A mesma leséo de distribuigdo
focal é observada em outro rato necropsiado 2 meses ap6s infecgdo (I: aumento de 400x).
Uma érea correspondente do cértex de um animal controle necropsiado ap6s 2 meses do

in6culo com meio EMJH estéril ndo exibe achados inflamatérios (J: aumento de 400x).



Figura 16. Histopatologia de rato experimentalmente infectado com 10° Leptospira
interrogans cepa FIOCRUZ L1-130 via intraperitoneal necropsiado ap6s 2 meses que
apresentou nefrite intersticial graduada como ++. Focos de infiltrado linfo-histiocitrio sdo
observados no parénquima cortical (A: aumento de 100x; B: aumento de 200x). A
inflamagéo ¢ de maior intensidade e ndo esta restrita a areas periateriais. No interior destes
focos € possivel observar lesdo de segmentos tubulares proximais (C: aumento de 400x). O
detalhe do infiltrado inflamatério permite identificar freqiientes macréfagos exibindo
menor quantidade de linfécitos (D: aumento de 1000x).
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6. DISCUSSAO

Os achados experimentais confirmam amplamente a resisténcia natural do Rattus
norvegicus a doenga por leptospiras patogénicas. 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 doenca em modelos susceptiveis, foram
realizados estudos de acompanhamento clinico e histopatologia da infecgdo experimental
em hamsters. Recentemente, a comparagdo entre a patologia da infecgdo experimental em
cobaias e ratos foi relatada como ponto de partida para investigacdo sobre a expressdo de
antigeno O do LPS na superficie de leptospiras em diferentes hospedeiros (NALLY et al.
2005).

A investigacdo da patologia experimental em hamsters confirmou largamente os
achados previamente relatados por outros autores em diferentes hospedeiros susceptiveis
(AREAN.1962a; DE BRITO et al. 1966; WAKAMATSU et al. 1990; PEREIRA et al.
2005).

A investigagdo de histopatologia em ratos infectados experimentalmente com leptospiras
patogénicas so foi relatada recentemente como parte de estudos ainda ndo publicados
(NALLY et al. 2005). Neste relato, ndo se observou achado histopatologico algum na
infeccdo pelas mesmas cepas que causam doenca letal em cobaias. Entre as observagdes
indiretas, um estudo ultraestrutural de ratos capturados descreve edema do cortex e
infiltrados com predominio de plasmocitos, em especial nos animais com respostas
sorologicas mais altas (STERLING & THIERMANN. 1981). Esta observagdo foi
interpretada como evidéncia de que ratos podem desenvolver a doenga aguda mas
recuperam-se rapidamente. Em humanos, a nefrite subaguda observada na leptospirose ndo
€ precoce e parece ocorrer apenas naqueles individuos que sobrevivem o bastante para
desenvolvé-la (AREAN 1962b). Os mesmos achados sdo relatados na leptospirose
experimental (DE BRITO et al. 1967; DAVILA DE ARRIAGA et al. 1982). Os resultados
de nosso experimento de dissemina¢do documentaram estabelecimento de colonizagdo
renal sem nenhuma alteragdo morfologica identificivel. Da mesma forma, outros autores
descrevem que, mesmo em animais susceptiveis, ndo ha relagéo direta entre a presenga de

leptospiras e o dano do epitélio tubular do hospedeiro (MILLER & WILSON. 1967).
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Ratos com colonizagdo estabelecida por periodos de tempo maiores, entre semanas €
meses, apresentaram infiltrados com predominio de linfécitos e histidcitos. Em nossos
experimentos, observamos que estes infiltrados s@io predominantemente de discreta
intensidade e tendem a estar acumulados em torno de artérias, arteriolas e glomérulos na
zona cortical ou transi¢do corticomedular. Ndo foram observados focos inflamatorios na
pelve renal. Apesar de ocorrer numa minoria dos casos (24,4%), as alteragdes inflamatoérias
ndo sdo observadas nos controles. Este achado, portanto, auxilia na compreensdo da historia
natural da infecco em ratos, excluindo uma série de outras lesdes observadas em rins de
ratos capturados provavelmente causadas por diversos outros fatores ambientais (FARIA.
2000). No entanto, estudos subseqiientes de colocalizacdo de antigenos serdo importantes
para compreender o papel da estimulagdo antigénica de leptospiras e de outros
determinantes da resposta, como expressdo 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, freqiientemente
acompanhados por polimorfonucleares neutrofilos e zonas focais ou multifocais de
regeneracdo tubular. Ratos parecem ser resistentes aos efeitos toxicos agudos da
disseminagdo de leptospiras nos tecidos, mas alguns componentes da membrana externa
bacteriana liberados apds a morte das leptospiras podem ser responsdveis pelo recrutamento
inflamatorio observado em alguns animais. Neste particular, um extrato de glicoliproteina
liberado pela lise de leptospiras ja foi relacionado & uma resposta; inflamatéria tardia nao

associada as alteragdes funcionais graves da infeccdo precoce (SANTOS et al. 1989;

ALVES etal. 1991; ALVES et al. 1992).

Em nossos experimentos, a resisténcia natural a infecgdo ndo pareceu ser afetada pela
idade do animal no momento do indéculo, pois altos in6culos em animais de trés, quatro e
cinco semanas foram capazes de induzir colonizagdo renal quase que universalmente sem
patologia. Esta observa¢do contrasta com a susceptibilidade aumentada de outros roedores
de laboratorio, cuja resisténcia aumenta com a maturagdo do sistema imune (ADLER et al.
1980; BARNETT et al. 1999).

A investigagdo sobre a interferéncia do inoculo para estabelecimento da colonizagdo
renal permitiu a observagio de que os altos indculos (10% e 10%) sdo capazes de promover
estado portador em virtualmente todos os casos. Este achado € intrigante, pois inéculos de

10* promovem estado portador em poucos casos, € em nenhum caso observamos
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colonizago renal com o inéculo de 10°. Comparativamente, o inéculo da mesma cepa que
causa doenca letal em hamsters em metade dos hamsters foi calculada em 10" - 10" (32-
56) leptospiras e o inéculo de 10° causa doenca letal em 88% de todos os animais. Na
natureza, € possivel que nem todos os ratos tornem-se portadores, visto que a taxa de
colonizagdo renal varia muito entre ratos capturados (THIERMANN. 1977; PEREIRA &
ANDRADE. 1988; FARIA. 2000), mas as cepas derivadas de ratos podem, mesmo em
pequenos indculos, promover doenga letal em hospedeiros resistentes.

No presente trabalho, a colonizag¢do renal péde ser demonstrada de modo reproduzivel
em intervalos de até 4 meses pés-inoculo. Apesar de ser amplamente aceito que ratos
podem permanecer excretando leptospiras na urina por toda a vida, apenas dois estudos
experimentais estdo disponiveis. 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 maximo intervalo estudado (THIERMANN. 1981).
Por outro lado, ratos Sprague-Dawley jovens (130-150g, 6 semanas de idade) infectados
com cepa RJ16441 do sorovar Copenhageni mantém excre¢do urindria que dura 72 dias
(NALLY et al. 2005). As observagdes descritas no presente modelo favorecem a hipétese
de uma infec¢do mais duradoura. No entanto, os achados discordantes do Gltimo relato
podem ser analisados com as seguintes ressalvas: 1) enquanto Nally et al descrevem a
excregdo urinaria de leptospiras detectadas por exame direto da urina em microscopia de
campo escuro, os achados aqui descritos bem como os de Thien"mann sdo baseados em
positividade em culturas de rim ou urina, o que aumenta a sensibilidade para detecgdo de
organismos viaveis; 2) apesar de pertecerem ao mesmo sorogrupo, a diferenca de cepas
podem representar relagdes menos evoluidas entre uma cepa € um hospedeiro
(NATARAJASEENIVASAN & RATNAM. 1997); e 3) alguns achados do recente relato
sdo descritos como parte de estudos ainda nd3o publicados e os dados sobre todos os
resultados e metodologias aplicadas ndo estdo completamente disponiveis.

Quanto a questdo dos métodos de detecgdo de leptospiras em tecidos, a cultura mostrou-
se uma abordagem satisfatoria na maioria dos casos. Leptospiras exibem crescimento lento
requerendo com frequéncia algumas semanas para detecgdo & microscopia de campo
escuro. Além disso, a freqiiente contaminagdo por outras bactérias € um problema
importante na investigagdo microbiolégica 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 ndo sofreram contaminagdo. A impregnagdo pela prata através da técnica de
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Warthin-Starry € uma abordagem tradicional de detecg¢do de leptospiras em tecidos, mas
sofre com a variabilidade dos resultados sendo relatadas baixa sensibilidade e
especificidade (FAINE. 1965; ALVES et al. 1987). Neste estudo, a técnica permitiu
identificagdo da colonizagdo em tubulos renais em casos de cultura negativa ou
contaminada. No entanto, alguns casos de infecgdes comprovadas por outras metodologias
ndo foram detectados pelo método. Em particular, a técnica falhou em detectar leptospiras
nas fases mais precoces da infec¢do. Desta forma, a imunofluorescéncia foi adicionada
como alternativa mais sensivel para estudos de disseminagéo precoce. A concordancia entre
cultura e Warthin-Starry foi maior na investigacdo em ratos do que em hamsters, o que
pode ser explicada por uma maior colonizagéo do tecido em hospedeiros mais adaptados
sem patologia subjacente. Sobre a questdo da reprodutibilidade, a maior dificuldade na
técnica de Warthin-Starry € a intensidade da colorag¢do de fundo, que mostrou-se variavel
de amarelo quase incolor até fundo amarelo acastanhado intenso. Esta variabilidade ¢ uma
dificuldade conhecida nesta técnica (BRIDGES & LUNA.; FAINE. 1965; ELLIOT. 1988).
A morfologia da coloniza¢do renal confirma amplamente os relatos prévios de intima
associagdo com superficies tubulares proximais em diferentes modelos experimentais e
animais naturalmente infectados, incluindo os estudos prévios em ratos capturados

(ANDRADE & OLIVEIRA. 1954; STERLING & THIERMANN. 1981; FARIA. 2000).

O estudo sobre a disseminagdo detectado por imunoﬂuoresénci;l demonstrou que, apos
uma fase de disseminagio precoce caracterizada pela observagdo de leptospiras isoladas
esparsas no tecido renal, ocorre uma tendéncia de concentragdo em zonas tubulares por
volta do 8° dia infec¢do. Esse padrdo de concentragdo da infec¢do no tecido renal ¢
semelhante ao observado por um estudo, que através de imunohistoquimica em cobaias,
demonstrou a presenga de antigeno de leptospiras (sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar
Monymusk) no intersticio renal no quarto dia de infec¢do, seguida por migragéo entre as
células epiteliais, até predominar nas luzes tubulares a partir do sexto dia (ALVES et al.
1991). O uso de imunofluorescéncia indireta em tecidos para estudo de disseminagdo foi
previamente utilizado para quantificar a disseminagio de leptospiras em diferentes tecidos
de cobaias até 96 horas pos-infec¢do com 10® L.interrogans serovar icterohaemorrhagiae
via subcutinea, observando densidades iguais ou maiores de 100 leptospiras por campo de
400 vezes no figado e maior que 10 em bago, coragdo e pulmio no 4° dia (MERIEN et al.

1998). Neste trabalho, também observamos uma maior densidade de leptospiras no tecido



hepatico durante os primeiros dias da infec¢fo, embora contagens maiores que 100 por
campo ndo foram documentadas. Recente estudo em modelo experimental de primatas —
Callithrix jacchus — foi capaz de demonstrar a presenca de leptospiras no tecido pulmonar
por imunofluorescéncia, embora esta detec¢do tenha sido infreqiiente quando comparada ao
tecido hepatico e renal (PEREIRA et al. 2005). Do mesmo modo, a disseminagdo de
leptospiras no figado foi relatada como muito mais ampla do que no pulméo no modelo de
hamster (MILLER et al. 1974). Em conjunto, essas observag¢des reforcam a concepgéo de
que uma disseminagdo hematogénica de leptospiras no primeiro dia de infecgdo, com
grandes densidade no sangue e tecido hepatico, sdo seguidas por uma colonizagéo seletiva
do tecido renal tanto em animais resistentes, e que servem como modelo de persisténcia da
infecgdo, quanto animais susceptiveis a doenga grave como hamsters, cobaias e sagiiis.

A imunofluorescéncia oferece a avaliacdo da morfologia tipica de leptospiras, o que
permite uma avaliagdo da potencial viabilidade dos organismos observados. Além disso,
este método ja foi utilizado em outros modelos experimentais da leptospirose facilitando a
comparagdo de resultados. Por outro lado, no caso do tecido renal, a agregacdo nas
superficies luminais tubulares em dado momento da infeccio impede a contagem
tradicional permitindo apenas classificar como um padrio de colonizagdo. Métodos
baseados na detecgdo qualitativa do DNA de leptospiras ndo se baseiam necessariamente na
presenga de organismos vivos, e podem produzir dados dificeis de interpretar. Por exemplo,
estudo em amostras de pacientes humanos ja relataram detecgdo do bNA de leptospiras na
urina de pacientes mais de um ano apos a fase aguda ou até 56 dias ap6s inicios de sintomas
em amostras de sangue, o que ndo corresponde ao conhecimento prévio sobre a evolugio da
infec¢do (BAL et al. 1994; MERIEN et al. 1995). Os primeiros relatos de abordagens
quantitativas de detecgdo do DNA de leptospiras em humanos, realizados em numero
reduzido de amostras clinicas e em séries nfo controladas, sugeriram que um ponto de corte
de 10* leptospiras/ml no sangue como um fator progndstico critico, visto que todos os
pacientes com densidades maiores apresentaram evolugéo fatal (TRUCCOLO et al. 2001;
SEGURA et al. 2005).

Esses achados ressaltam a importincia do modelo de persisténcia para estudos futuros
que utilizem técnicas para detec¢dio quantitativa do leptospiras nos tecidos. Novas
metodologias tais como ensaio de PCR semi-quantitativo e Real-Time PCR ja foram
aplicadas no modelo de hamsters (TRUCCOLO et al. 2002; PALANIAPPAN et al. 2005).

No entanto, 0 modelo de hamster ndo é apropriado para estudo de cinética de disseminagdo
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visto que uma patologia aguda e letal freqiientemente € superposta ao processo. A
quantificagcdo da transcri¢do de genes envolvidos na adaptagdo ao hospedeiro por “Real
Time RT-PCR” ¢ 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 viruléncia.

Desta forma, estabelecemos uma cepa de leptospira patogénica capaz de induzir doenga
letal em modelo susceptivel (hamster) e infec¢do persistente (ratos). A maior parte dos
estudos prévios usando o modelo experimental de ratos foi limitada pela auséncia de
estudos paralelos em modelos susceptiveis para comprovar a viruléncia das cepas avaliadas.
Neste estudo, o modelo de hamsters foi detalhadamente avaliado quanto a capacidade de

reproduzir doenga letal e achados patologicos associados.

Com bases nestes resultados, concluimos que o modelo da infec¢do experimental de
ratos pode ser usado para uma série de estudos sobre mecanismos de colonizagdo e
resisténcia. O estado portador é facilmente reproduzivel em laboratdrio e tende a ser
estabelecido em torno de uma semana apos indculo. Ratos sdo naturalmente resistentes € a
disseminagdo de leptospiras ndo estdo associadas com doenca subletal. Alteragdes
inflamatérias, quando presentes, sdo discretas. Os achados do experimento de cinética de
disseminagdo avaliada por imunofluorescéncia sugerem que a ‘colonizaq:éo resulta de
sobrevivéncia seletiva de leptospiras no tecido renal, ao invés de um tropismo seletivo para
os rins, vistos que outros 6rgdos, como o figado, podem exibir densidade muito maior na
fase de leptospiremia. O estudo experimental comparativo de modelos de susceptibilidade a

doenga aguda letal e infec¢do persistente tem grande potencial para auxiliar a compreensédo

dos mecanismos basicos de doenga na leptospirose.
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