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RESUMO

Introducéo: A Leptospirose € uma doenca frequente em paises tropicais.O rim é um
de seus principais 6rgéos alvo. Proteinas de membrana de Leptospira sdo capazes
de causar dano endotelial in vitro, mas ndo ha estudos em humanos que tenham
avaliado a leséo do glicocalice endotelial e sua correlacdo com a lesdo renal aguda
(LRA). Métodos: Foi realizado um estudo de coorte em um surto de leptospirose
entre militares. LRA foi definida de acordo com o padrdo de classificacdo KDIGO.
Foram dosados biomarcadores plasmaticos de lesao tubular renal (NGAL), lesdo de
glicocalice endotelial (Sindecano-1) e lesdo de endotélio (ICAM-1), bem como outros
parametros bioquimicos em todos os pacientes. Andlise Linear Multivariada foi
conduzida para verificar a existéncia de correlacdo entre a variacdo da creatinina
sérica (ASCr) ou da NGAL com fatores independentes. Resultados: LRA foi
diagnosticada em 14 (30,4%) pacientes. Destes,13 apresentaram sua forma mais
branda (KDIGO estagio 1). Leptospirose foi associada a niveis mais elevados de
ICAM-1 (ICAM-1; 483,1 + 31,7 versus 234,9 + 24,4 mg/L, P < 0,001) e de
sindecano-1 (73,7 £ 15,9 versus 21,2 £ 7,9 ng/mL, P < 0,001), quando comparados a
controles expostos. Pacientes com LRA associada a Leptospirose tinha niveis
elevados de sindecano-1 (112,1 + 45,4 vs. 41,5 + 11,7 ng/mL, p=0,021 e ICAM-1
(576,9 £ 70,4 vs. 434,9 £ 35,3, p=0,034) do que nos casos de leptospirose sem LRA.
Foi observada associacdo entre sindecano-1 e ICAM-1 com elevacfes dos niveis
de creatinina sérica e NGAL. Esta associacdo persistiu mesmo apos analise
multivariada incluindo outras caracteristicas associadas a LRA. Concluséo:
Marcadores de lesdo endotelial estdo associados a lesdo renal secundéaria a

leptospirose.

Palavras-chave: Leptospirose. Lesao renal aguda. Disfuncdo endotelial.



ABSTRACT

Introduction: Leptospirosis is a common disease in tropical countries, and the
kidney is one of the main target organs. Membrane proteins of Leptospira are
capable of causing endothelial damage in vitro, but there have been no studies in
humans evaluating endothelial glycocalyx damage in humans and its correlation with
acute kidney injury (AKI). Methods: We performed a cohort study in an outbreak of
leptospirosis among military personnel. AKI was defined in accordance to KDIGO
standard. Biomarkers for tubular injury (NGAL), glycocalyx injury (Syndecan-1) and
endothelial injury (ICAM-1) were measured in plasma, as well as other biochemical
parameters in all patients. Multivaried linear analisys was conducted in the
correlation of the difference between maximal and minimum serum creatinine (ASCr)
or NGAL with independent factors. Results: AKI was diagnosed in 14 of 46 (30.4%)
patients and 13 presented its mildest form (KDIGO stage 1). Leptospirosis was
associated with higher levels of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1; 483.1 £
31.7 versus 234.9 £ 24.4 mg/L, P < 0.001) and syndecan-1 (73.7 £ 15.9 versus 21.2
+ 7.9 ng/mL, P < 0.001) compared with exposed controls. Patients with leptospirosis-
associated AKI had increased level of syndecan-1 (112.1 + 45.4 versus 41.5 + 11.7
ng/mL, P = 0.021) and ICAM-1 (576.9 + 70.4 versus 4349 + 35.3, P = 0.034)
compared with leptospirosis patients with no AKI. Association was verified between
syndecan-1 and ICAM-1 with serum creatinine elevation and neutrophil gelatinase
associated lipocalin (NGAL) levels. This association remained even after multivariate
analysis including other AKI associated characteristics. Conclusion: Endothelial

injury biomarkers are associated with leptospirosis-associated renal damage.

Keywords: Leptospirosis. Acute kidney injury. Endothelial dysfunction.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € causada por um microorganismo do género Leptospira,
uma espiroqueta de ampla distribuicdo mundial e € considerada a zoonose de maior
importancia pela sua alta prevaléncia (LOMAR et al., 2002; BHARTI et al., 2003).

Diversos surtos foram descritos em militaresprofissao considerada de
risco para o desenvolvimento da doenca, devido a exposi¢cdo ao terreno Umido no
campo e pela imersdo em agua ou lama (AUBRY et al., 1975; CORWIN et al., 1990;
BRYAN et al., 1996; KATZ et al., 1997; RUSSEL et al., 2003; HADAD et al., 2006;
ILS, 2000).

Os mecanismos patogénicos incluem os efeitos diretos da Leptospira e 0s
decorrentes da imunidade do hospedeiro. A leptospiremia persiste até a ativacédo da
resposta imune do hospedeiro em até duas semanas da exposicdo. Ainda nao foi
descoberto se a evolucdo da doenca para as formas graves depende dos efeitos
diretos ou da imunidade do hospedeiro (BHARTI et al., 2003; KO; GOARANT,;
PICARDEAU, 2009).

A apresentacédo clinica da Leptospirose € bastante varidvel, desde uma
doenca subclinica até casos fatais. Sendo que 90% dos casos correspondem a uma
doenca febril autolimitada (LOMAR et al., 2002; LEVETT; HAAKE, 2009).

O envolvimento renal é frequente na leptospirose (44 a 67%) e esse é 0
diagnéstico diferencial na LRA. Pode apresentar desde anormalidades isoladas no
sedimento urinario até mesmo a faléncia renal com necessidade de terapia
substitutiva (SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003).

O potencial da leptospirose em induzir inflamacédo vascular é conhecido
ha quase 40 anos, mas poucos estudos exploraram o papel do endotélio na
fisiopatologia da doenca (JAROONVESAMA; VIRANUVATTI; CHAROENLARP,
1975).

O biomarcador de endotélio vascular ICAM-1 tem seus niveis plasmaticos
aumentados em resposta a lesdo aguda do endotélio renal por diversos
mecanismos, como isquemia-reperfusdo (BONVENTRE; ZUK, 2004; GOLIGORSKY
et al., 2010); cisplatina (KELLY et al., 1999) e mercurio (GHIELLI et al., 2000).

Ja o biomarcador Sindecano-1 € um dos principais componentes do
glicocalice endotelial e a clivagem de seus dominios extracelulares libera sua forma
solivel no plasma (GOTTE, 2003; SAVERY et al.,, 2013). Sua imunoexpressao,

liberacdo do glicocalice e niveis séricos aumentam em condi¢des inflamatérias ou
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que cursam com les&o do glicocélice endotelial (DAY et al., 1999; PALAIOLOGOU;
DELLADETSIMA; TINIAKOS, 2013; PRINCIPI et al., 2006; ZHANG et al., 2013;
BARTLETT; HAYASHIDA; PARK, 2007; VLAHU et al., 2012).

A lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL) tem sua
expresdo induzida na defesa imune contra bactérias patogénicas e se ligaa
estruturas bacterianas chamadas sideroforos, impedindo a obtencéo de ferro por
bactérias (BORREGAARD; COWLAND, 2006; CHAN et al., 2009).

A NGAL é considerada um biomarcador de lesdo tubular renal que se
eleva no plasma até 48 horas antes da creatininae se correlaciona ao seu aumento
(DI GRANDE et al, 2009; MUSSAP et al., 2010).

A elevacdo de seus niveis plasmaticos ja foi descrita nestas condicdes:
lUpus eritematoso sistémico, peritonites infecciosas, gravidez, doenca renal cronica,
anemias, neoplasias, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares (MAKRIS et al.,
2012; CRUZ et al., 2012, KALOUSEK; ROSELOVA; OTEVRELOVA, 2006; LIPPI et
al., 2013; RUBINSTEIN; PITASHNY; PUTTERMAN, 2008).

Poucos estudos foram realizados com estes biomarcadores de leséo
renal em humanos com leptospirose. Proteinas recombinantes de leptospira
ativaram células endoteliais de monocamadas de culturas de células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVECSs) levando a um aumento dose dependente de
ICAM-1 (VIEIRA et al., 2007; GOMEZ et al., 2008). Um estudo comparou niveis
séricos de ICAM-1 em leptospirose, tifo, dengue, febre tiféide e malaria, encontrando

titulos maiores na leptospirose (PARIS et al., 2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A leptospirose foi descrita em 1886 por Adolf Weil, que a caracterizou
como uma “doenga infecciosa aguda com esplenomegalia, ictericia e nefrite”
acompanhada de fendmenos hemorragicos (LOMAR et al., 2002; LEVETT; HAAKE,
2009).

A primeira observacdo direta do agente etioldgico foi em uma amostra
renal post mortem, que a coloragéo por prata evidenciou grupos de espiroquetas nas
células e limen dos tdbulos renais. Foi denominada Spirochaeta interrogans por
lembrar um “ponto de interrogacéo” (STIMSON, 1907; LEVETT; HAAKE, 2009).

Em 1915 pesquisadores japoneses e alemaes estabeleceram a relacéo
entre a espiroqueta e a doenca que Weil descreveraa partir da demonstracéo
simultdnea de espiroquetas e anticorpos contra as mesmas (INADA; IDO, 1915;
BAKER, 1948; LEVETT, 2001). O papel do rato como fonte de infeccdo humana foi
caracterizado a seguir (IDO et al., 1917). Posteriormente, a doenca foi descrita em
canideos e animais de producdo (ALSTON; BROOM, 1958; LEVETT, 2001).

2.2 Etiologia

A leptospirose € causada por uma espiroqueta aerdbica obrigatoria, do
género Leptospira, de ampla distribuicdo mundial. O termo “Leptospira” vem do
Grego leptos (fino) e do Latim spira (enrolado). Sua morfologia corresponde a um
final espiral. As leptospiras medem apenas 0,1 ym em diametro e 6 a 20 yum no seu
comprimento. As células tem extremidades em formato de pontas, das quais,no
minimo, uma é fletida em forma de “gancho”. Pelo seu reduzido diametro, as
leptospiras sdo melhor visualizadas a microscopia de campo escuro (FAINE et al.,
1999; LOMAR et al., 2002; LEVETT, 2007; LEVETT; HAAKE, 2009).

A sua motilidade resulta da rotacdo de dois filamentos axiais, localizados
no espaco periplasmico (endoflagelos), que sdo respectivamente inseridos de forma
subterminal em cada extremidade da célula estendendo-se em direcdo a regiao

central. O formato assumido pelas extremidades, em espiral ou em gancho, é o que
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vai determinar a direcdo de sua propulsdo quando imersa em um meio de baixa
viscosidade (SWAIN, 1957; GOLDSTEIN; CHARON, 1988).

Em meios de alta viscosidade, o movimento dos flagelos leva a leptospira
a “rolar” sob a membrana externa, como um parafuso inserido em um objeto sélido,
0 que tem sido relacionado a sua alta capacidade de penetragéo tecidual (KAISER,;
DOETCH, 1975; TRUEBA; BOLIN; ZUERNER, 1992).

Historicamente, o género Leptospira foi classificado em duas espécies: L.
interrogans e L. biflexa compostas, respectivamente, por cepas patogénicas e nao
patogénicas. Dentro de cada espécie, um grande numero de diferentes sorovares foi
identificado por anticorpos de aglutinacdo. A especificidade de cada sorovar €&
proveniente dos antigenos “O” dos lipopolissacarideos da membrana externa
(BULACH et al., 2000).

Estes sorovares ou sorotipos representam variantes da mesma espécie
bacteriana que apresentam diferentes antigenos expostos na superficie, como
antigenos de parede bacteriana, capsulares ou flagelares. Quando sorotipos
diferentes exibem alguns antigenos em comum, sdo reunidos em Sorogrupos
(BARON et al., 1996).

O complexo L. interrogans é composto por mais de 250 sorovares. Pelo
seu grande numero, sorovares antigénicamente relacionados foram reunidos em 23
sorogrupos para simplificar a testagem sorolégica (LEVETT; HAAKE, 2009; ADLER;
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Atualmente, as espécies de Leptospira estdo sendo reclassificadas em
funcdo de seu grau de similaridade genética, utilizando técnicas baseadas na
identificacdo de DNA e no sequenciamento genético. J& existem 14 espécies
nomeadas (e 4 ndo nomeadas), incluindo espécies patogénicas como L. interrogans,
L. santarosai, L . borgpetersenii, L. noguchii, L. weilii, L. kirschneri, L. alexanderi, L.
fainei, L. meyeri, Leptospira genomospecies 1, sapréfitas ndo-patogénicas como L.
biflexa, L. wolbachii, e Leptospira genomospecies 3, 4 e 5 e espécies de
patogenicidade indeterminada como L. inadai, L. broomii e L. licerasiae (BRENNER
et al., 1999; LEVETT; HAAKE, 2009).
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2.3 Epidemiologia

A leptospirose € considerada a zoonose de maior importancia global, pela
sua incidéncia e distribuicdo, ocorrendo em &reas urbanas de paises industrializados
e em desenvolvimento e em &reas rurais de todo o mundo (LOMAR et al., 2002;
BHARTI et al., 2003).

A incidéncia anual de leptospirose, provavelmente subestimada, € de 0,1
a 1 caso por 10° habitantes por ano em regides de clima temperado e de 10-100 por
10° hab/ano em regiGes tropicais Umidas, podendo, em surtos ou em caso de
exposicdo de alto risco, atingir valores superiores a 100 por 10° hab/ano (OMS,
2003).

Os principais focos da doenca sdo o Caribe, a América Latina, o
subcontinente indiano, o sudeste asiatico, a Oceania e o leste europeu. Os doze
paises com maior incidéncia sao: llhas Seicheles, Trinidad e Tobago, Barbados,
Jamaica, Costa Rica, Sri Lanka, Tailandia, El Salvador, Nova Zelandia, Uruguai,
Cuba, Nicaragua. O Brasil ficou na 172 posi¢cdo, mas para alguns paises endémicos
para leptospirose ndo existem dados para andlise. Exemplos sdo a india e
Indonésia, citadas na reunido da Sociedade Internacional de Leptospirose
(International Leptospirosis Society — ILS), no ano 2000, por picos de incidéncia de
leptospirose (ILS, 2000; PAPPAS et al., 2008).

A prevaléncia varia segundo os critérios utilizados: na cidade mexicana de
Veracruz, com mais de 500.000 habitantes é de 4%, mas chega a 37% no pequeno
municipio rural de Mapastepec, com 20.000 habitantes. Em Veracruz, entre as
pessoas que convivem com caes, porcos, gado ou ratos, a soroprevaléncia sobe
para 25%; e se considerarmos, apenas, 0 grupo etario de 25-44 anos chega a 35%
(LEAL-CASTELLANOS et al., 2003; NAVARRETE-ESPINOSA et al., 2006).

Mesmo em paises com baixa incidéncia de leptospirose, a doenca é
diagnosticada em turistas e atletas provenientes de regides tropicais em temporadas
chuvosas ou apos atividades esportivas aquaticas (PASHKOW et al.,, 1981;
MORTIMER, 2005; SIMON et al., 2012; VAN DE WERVE et al., 2013; YAITA et al.,
2013).
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Dados do Ministério da Saude do Brasil mostram que entre 2007 e 2012 o
total acumulado de casos confirmados de leptospirose foi de 22.233 com média
anual de 3705 casos. E importante observar que nosso surto ocorreu em 2011, ano
em que a incidéncia foi bem acima da média anual, chegando a 4.946 casos
(BRASIL, 2014).

Um estudo de soroprevaléncia para Leptospirose foi realizado, no Mato
Grosso do Sul, com um total de 439 amostras de sangue enviadas ao LACEN entre
dezembro de 2000 e marco de 2001 por suspeita de outras doencas febris agudas.
Das amostras negativas para suspeita de dengue, 15% foram positivas para
leptospirose, e dentre as negativas para suspeita de hepatites virais, 9% foram
positivas para leptospirose (SOUZA; NOGUEIRA; PEREIRA, 2007).

A incidéncia de leptospirose aumenta em funcdo dos indices
pluviométricos com picos de incidéncia nas esta¢des chuvosas de paises tropicais.
Em Trinidad e Tobago, 75% dos casos de leptospirose registrados entre 1996 e
2007 ocorreram na estacdo chuvosa e os homens foram 80% das vitimas
(TREVEJO et al., 1998; LEVETT; HAAKE, 2009; MOHAN et al., 2009).

No Brasil, os maiores surtos desta doenca se seguiram as chuvas
torrenciais de verdo e inundacdes em grandes cidades. Entre os casos registrados
de leptospirose de 1998 a 2006, em S&o Paulo, 1.717 ocorreram no periodo “Umido”
(semestre com maiores indices pluviométricos) contra, apenas, 773 cas0os no
periodo “seco” destes anos (GONCALVES et al., 1992; VEDOR DE PAULA, 2005;
DAHER; SILVA JUNIOR; LIBORIO, 2010; SOARES et al., 2010).

Sorologia positiva para leptospirose foi encontrada em 4% de 150
funcionarios de abatedouros no Parana, sugerindo seu papel como doencga
ocupacional em profissionais expostos ao contato direto com urina, sangue ou
orgéos de animais contaminados (GONCALVES et al., 2006).

Muitas atividades sdo associadas ao aumento do risco de adquirir
leptospirose (ILS, 2000; COLAVITA; PAOLETTI, 2007; PAVLI; MALTEZOU, 2008),
através do:

a) Contato com leite, sangue, urina, fuido amniético, carcacas, fetos,
placentas e 6rgdos de animais infectados ou mortos pela leptospirose (criadores,
pastores, cacadores, funcionarios de abatedouros e de lojas de animais de
estimacao, veterinarios, agougueiros, inspetores de carne, trabalhadores da industria

de carne e profissionais das zoonoses);
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b) Contato préximo com animais domésticos infectados;

c) Contato ou imersdo em agua doce ou lama contaminadas pela urina de
animais infectados na agricultura, pesca, piscicultura, esgotos, mineracao, forcas
armadas, lazer e atividades esportivas (caca, canoagem e triatlon);

d) Criangas ao brincar em lama ou pocas de agua;

e) Vitimas de acidentes automobilisticos ou de embarca¢des com imersédo
prolongada em agua,

f) Pessoas que preparam alimentos em condi¢des precérias de higiene;

g) Vilarejos inteiros podem ser expostos quando a 4gua para consumo
nao é tratada.

A Leptospirose foi causa comum de doenca febril aguda em militares
norte-americanos no Vietnam. A doenca foi caracterizada, em 150 casos, por febre,
calafrios,cefaleia, mialgias e queixas gastrointestinais. Os achados mais comuns
foram “dores musculares” e “conjuntivite”, presentes em 42% dos 150 individuos.
Meningite asséptica ocorreu em npve pacientes. Oliguria e azotemia de origem renal
em sete pacientes, mas nenhum necessitou de dialise. Apenas dois apresentaram
ictericia, mas 40% tinham anormalidades em provas laboratoriais hepéticas. Nao
ocorreram mortes. O diagnéstico baseava-se em um paciente febril da éarea
endémica com mialgia, conjuntivite e gastroenterite. Cinquenta pacientes
apresentavam apenas febre, e a infeccdo ndo seria diagnosticada sem a vigilancia
soroldgica dos pacientes febris em areas endémicas (STEVEN et al., 1973).

Um surto de leptospirose acometeu militares americanos na ilha de
Okinawa no Japao em 1987. Titulos de micro-aglutinacéo iguais ou superiores a 200
foram encontrados em jovens do sexo masculino com uma média de 22,5 anos de
idade hospitalizados com sintomas compativeis com a doenca. Achados
epidemioldgicos revelaram dois grupos com exposicao temporal e geograficamente
distinta. As taxas de atague dos contaminados por nado recreativo e treinamento
para o combate foram, respectivamente, 46,7% (7 de 15) e 18,3% (15 de 82)
(CORWIN et al., 1990).

Diversos surtos foram descritos em militares. Os surtos ocorreram em
Israel, no Peru, no Paquistdo, na Argélia, nos Estados Unidos da Ameérica e no
Japao, confirmando o carater global da zoonose (AUBRY et al., 1975; CORWIN et
al., 1990; BRYAN et al., 1996; KATZ et al., 1997, ILS, 2000; RUSSEL et al., 2003;
HADAD et al., 2006).
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2.4 Patogenia

Leptospiras infectam o humano através de lesbes na pele, membranas
mucosas,conjuntivas integras ou pela inalacdo de aeroséis (LEVETT; HAAKE,
2009).

A ingestdo de 4gua contaminada foi o principal fator de risco identificado
em um grande surto no triatlon de 1998 em Springfield, Illinois, EUA (MORGAN et
al., 2002). Em um surto entre militares americanos ocorrido no Japéo, o relato de
ingestdo de agua foi capaz de distinguir os casos com confirmacdo laboratorial
daqueles sem infeccdo. A simples imersdo na agua parece nédo ter resultado em
infeccdo (CORWIN et al., 1990). A mucosa oral é provavelmente a porta de entrada
mais significativa apés a ingestdo de agua contaminada do que o restante do trato
gastrointestinal (LEVETT; HAAKE, 2009).

A motilidade e a locomocédo das leptospiras em meio Vviscoso S&o
determinantes na fase inicial da infeccdo, que apOs entrar no hospedeiro
disseminam-se por via hematogénica e penetram nas barreiras teciduais, incluindo
0 sistema nervoso central e o humor aquoso do olho (LEVETT; HAAKE, 2009).

A migracao transendotelial das espiroquetas é facilitada por uma vasculite
sistémica, responsavel por um amplo espectro de manifestacdes clinicas. Dano
vascular intenso pode se seguir, levando a hemorragia pulmonar, isquemia do cortex
renal, necrose do epitélio tabular renal e destruicdo da arquitetura hepatica,
resultando em ictericia e lesdo hepatocelular com ou sem necrose (AREAN, 1962).

Ainda se conhece pouco sobre a patogenia da leptospirose. Nao se
sabe se a evolucdo da doenca € determinada pelos efeitos diretos da Leptospira ou
pela resposta imune do hospedeiro. A variedade de manifestacdes clinicas sugere
que diversos fatores contribuam para o processo infeccioso agudo e crénico
(BHARTI et al., 2003).

Os mecanismos patogénicos da leptospira podem ser divididos na leséo
direta causado pela Leptospira e nos decorrentes da resposta imune do hospedeiro.
A leptospiremia se prolonga até que o hospedeiro ative a resposta imune, uma ou
duas semanas apds a exposicao (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).
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Diversos fatores de viruléncia influenciam a patogénese da infecgcéo e
doenca causadas pela Leptospira, incluindo toxinas como os lipopolissacarideos
(LPS), as toxinas hemoliticas, as proteinas da membrana externa (PME) e as
moléculas de adesédo (EVANGELISTA; COBURN, 2010).

2.4.1Efeitos Diretos pela Leptospira

A membrana externa das leptospiras contém diversos componentes
antigénicos incluindo lipoproteinas (proteinas de membrana externa - PME),
lipopolissacarideos (LPS) e endotoxinas que podem ser responsaveis pela lesdo
renal, levando a disfuncéo tubular e inflamacao.

Leptospiras isoladas dos rins de animais infectados cronicamente
mostram uma quantidade aumentada de LPS, sugerindo que sua expressao facilite
a permanéncia da bactéria no tecido renal (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

2.4.2 Proteinas de Membrana Externa (PME) e Adesinas

A adesado as ceélulas hospedeiras e a matriz extra celular (MEC) é um
requisito essencial para a penetracdo, disseminacao e persisténcia das leptospiras
em tecidos mamiferos hospedeiros. As leptospiras produzem proteinas de superficie
(adesinas) que reconhecem componentes de adesdo da MEC, facilitando a
colonizacéo do hospedeiro (PATTI et al., 1994; SCHWARZ-LINEK; HOOK; POTTS,
2004).

Leptospiras patogénicas parecem se ligar as celulas do hospedeiro com
maior eficiéncia. Foi demonstrado que L. interrogans liga-se a uma variedade de
linhagens celulares, incluindo fibroblastos, mondcitos,macréfagos, células
endoteliais e epiteliais renais produzidas in vitro (BREINER et al., 2009).

A Proteina de Membrana Externa (PME) mais importante, expressa
durante a infecgdo, é lipoproteina de superficie LipL32 de 32-kDa que é altamente
conservada entre as espécies patogénicas, ausente nas nao patogénicas e tem sua
expressdo aumentada durante a infeccdo humana. Esta PME se liga aos colagenos
[, IV e V, além da laminina. LipL32 também exibe atividade ligadora de fibronectina
dependente de célcio. E, ainda, um dos principais alvos da resposta imune em

humanos (GUERREIRO et al., 2001) e parece ter papel relevante na patogénese da
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nefrite tabulo intersticial (BARNETT et al., 1999; HAAKE et al., 2000; MERIEN et al.,
2000; YANG et al., 2002; HAUK et al., 2008; HOKE et al., 2008; TUNG et al., 2010).

Diversas PMEs de espécies patogénicas foram identificadas e localizadas
nos tubulos proximais e intersticio renal de animais infectados, sugerindo seu
envolvimento na LRA (BARNETT et al., 1999; HAAKE, 2000).

As PMEs caracterizadas até entdo se ligam a laminina (LenA, Lsa2l,
Lsa27, Lsa63, LipL32 e uma proteina de membrana de 36-kDa), a componentes
diversos da MEC (LigA, LigB, LigC) ou tem funcdo desconhecida (OmpL36,
OmpL37, OmpL47, OmpL54 e Loa22) (MERIEN et al., 2000; PALANIAPPAN et al.,
2002; MATSUNAGA et al., 2003; CHOY et al., 2007; STEVENSON et al., 2007;
ATZINGEN et al., 2008; LIN et al., 2008; LIN; CHANG, 2007; 2008; LIN et al., 2009;
PINNE ; HAAKE, 2009; EVANGELISTA ; COBURN, 2010; BARBOSA et al., 2006;
LONGHI et al., 2009; VERMA et al., 2006; 2010; VIEIRA et al., 2010).

O aumento da expressdo das PMEs responsaveis pela adesdo a matriz
extracelular e as proteinas séricas do hospedeiro, que ocorre em resposta a
osmolaridade fisiol6gica, pode contribuir para o estabelecimento da infeccéo e para

a colonizacdo de 6rgaos-alvo (CHOY et al., 2007).

2.4.3 Producéo de Toxinas

A producéo de toxinas por leptospiras patogénicas in vivo foi sugerida por
Arean (AREAN, 1962; AREAN; SARASIN; GREEN, 1964). Preparacbes de
lipopolissacarideos (LPS — fatores de viruléncia de bactérias Gram-negativas) de
leptospiras exibem atividade em ensaios bioldgicos para endotoxinas, apesar da
menor poténcia (NIE et al., 1984; ISOGAI et al., 1986; MASUZAWA et al., 1990; DE-
SOUSA ; KOURY, 1992).

A habilidade das toxinas hemoliticas (hemolisinas) em lisar eritrocitos e
outras membranas celulares faz delas potentes fatores de viruléncia, para varios
patdgenos bacterianos. Hemolisinas foram identificadas a partir do sequenciamento
gendmico de sorovares de Leptospira e podem agir como esfingomielinases,
fosfolipases ou proteinas formadoras de poros (EVANGELISTA ; COBURN, 2010).

As hemolisinas dos sorovares ballum, hardjo, pomona e tarassovi séo
esfingomielinases. A Esfingomielinase C da L. interrogans sorovar pomona causa

doenca hemolitica em gado e ovelhas. Ja o sorovar ballum produz hemolise em
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hamsters (BERNHEIRMER; BEY, 1986; DEL REAL et al., 1989; SEGERS et al.,
1992). A auséncia de genes de esfingomielinases em leptospiras saprofiticas
(BULACH et al., 2000) sugere sua participacdo na viruléncia (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010) ou, talvez, na sobrevivéncia no ambiente hospedeiro
mamifero, no qual certos nutrientes essenciais, como o ferro, séo limitantes.

Atividade da fosfolipase C foi descrita no sorovar canicola (YANAGIHARA
et al., 1982). L. interrogans sorovar Lai possui genes de hemolisina homélogos de
SPHA: SPHH, que codifica uma proteina formadora de poros (LEE et al., 2000; LEE
et al., 2002), e SPH2, cujo produto proteico lisa células endoteliais e eritrocitos
(ARTIUSHIN et al., 2004). SPHH e SPH2 tem sua expressdao aumentada durante a
infeccéo leptospirética humana (CARVALHO et al., 2010).

2.4.4 Resposta Imune

O segundo estagio da leptospirose aguda € também chamado de fase
imune, na qual o desaparecimento da leptospiremia coincide com o surgimento de
anticorpos. A gravidade dos sintomas e da doenca parecem desporporcionais aos
achados histopatolégicose dependentes da imunomediacdo. Niveis de complexos
imunes circulantes foram correlacionados a gravidade dos sintomas e, nos
sobreviventes, 0s niveis séricos cairam concomitantemente com a melhora clinica
(GALLI et al., 1985; LEVETT, 2001; ABDULKADER et al., 2002).

O mecanismo imune de resisténcia a leptospirose é predominantemente
humoral (ADLER; FAINE, 1977; LEVETT, 2001; KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009). Resposta imune celular a leptospirose foi descrita (RATNAM et al., 1984),
mas as evidéncias obtidas a partir da coinfeccdo leptospirose-AIDS sugerem uma
menor importancia do componente celular na resposta a leptospirose (DA SILVA et
al., 1990, NEVES et al., 1994). Além disso, a imunidade passiva pode ser obtida
exclusivamente com anticorpos (ADLER; FAINE, 1977, JOST et al., 1986,
SCHOONE et al., 1989).

Anticorpos IgM e IgG séo detectados sorologicamente em pacientes que
se recuperaram de leptospirose grave até 6 anos apos a infeccdo (CUMBERLAND
et al., 2001).

Os anticorpos produzidos sao, principalmente, contra os LPS da

Leptospira. Os LPS séo altamente imunogénicos e sdo 0s responsaveis pela
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especificidade dos sorovares (CHAPMAN; ADLER; FAINE, 1988; DE LA PENA-
MOCTEZUMA et al., 1999; PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007).

Anticorpos monoclonais contra LPS de camundongos infectados
conferiram protecdo passiva a porcos-da-india recém-nascidos contra infeccéo
experimental por leptospira (JOST et al.,, 1986). Porém, imunidade mediada por
anticorpos anti-LPS é limitada a sorovares homologos, diferente das preparacdes de
proteinas leptospiréticas inteiras que demonstraram proteger contra infeccdes por
sorovares de leptospira homologos e heterdlogos (PALANIAPPAN; RAMANUJAM;
CHANG, 2007).

As PMEs OmpLl1 e LipL41 da leptospira, altamente conservadas, induzem
imunidade protetora quando utilizadas em combinacdo. O que é promissor no
desenvolvimento de vacinas capazes de gerar imunidade cruzada ampla com menos
efeitos adversos (SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 1999; 2000).

A imunizacao com regides de LigB, seguidas da exposi¢cdo experimental a
L. interrogans sorovar Pomona, protegeu hamsters (YAN et al., 2009). A
identificacdo de antigenos protetores contra leptospirose também facilitard a
deteccdo precoce da Leptospira através de melhores métodos diagnésticos.

O Antigeno Leucocitario Humano (HLA) DQ6 foi identificado como um
fator de risco independente para leptospirose. A localizagdo estrutural dos
polimorfismos do HLA-DQ6 associados com a doenca sugerem que as leptospiras
sejam capazes de produzir um superantigeno que causa ativacdo celular T
inespecifica em individuos suscetiveis (LINGAPPA et al., 2004; LEVETT ; HAAKE,
2009).

A maioria das PMEs tém sua expressdo reprimida a temperatura e
osmolaridade fisioldgicas, in vivo e in vitro, possivelmente como mecanismo para
escapar a deteccao pelo sistema imune do hospedeiro. As Leptospiras eliminadas
na urina suprimem a expressao de proteinas envolvidas na resposta imune do
hospedeiro (NICHOLSON; PRESCOTT, 1993; BARNETT et al.,, 1999; NALLY;
TIMONEY; STEVENSON, 2001; MATSUNAGA et al., 2003; QIN et al., 2006; CHOY
et al., 2007; LO et al., 2006; 2009; KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

A presenca simultanea de TLR2 e TLR4 em camundongos é necessaria
para uma defesa imune efetiva contra Leptospira. O TLR4 é essencial para a
producdo precoce de IgM por células B contra os LPS da leptospira (WERTS et al.,
2001; NAHORI et al., 2005; VIRIYAKOSOL et al., 2006; CHASSIN et al., 2009).
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Por outro lado, camundongos deficientes em TLR4 submetidos a injecéo
intraperitoneal por L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagieae apresentaram
leptospirose grave com ictericia,hemorragia pulmonar e acumulo de leptospiras nos
rins e pulmdes (VIRIYAKOSOL et al., 2006).

Camundongos duplos-knockout, com auséncia de TLR2 e TLR4, sao
altamente suscetiveis a infeccdo por Leptospira quando comparados aos knockouts
de apenas um dos receptores (CHASSIN et al., 2009).

O reconhecimento da leptospira por células de roedores depende da
presenca conjunta de TLR2 e TLR4, enquanto em humanos, apenas o TLR2 é
ativado. O TLR4 monocitico humano, capaz de responder a diminutas quantidades
de endotoxinas de outros gram-negativos, ndo reconhece nem € ativado por LPS de
leptospiras, provavelmente, pelo seu exclusivo residuo fostato metilado no lipideo A.
Como consequéncia, ndo se ativa a cascata imune, o que justifica a suscetibilidade
humana a leptospirose e sua ineficaz resposta imune (WERTS et al., 2001; LEE et
al., 2002; QUE-GEWIRTH et al., 2004; NAHORI et al., 2005).

Macrofagos humanos fagocitam leptospiras in vivo (VINH; ADLER;
FAINE, 1982) e in vitro (CINCO; BANFI; SORANZO, 1981), mas os
microorganismos nao sdo eliminados. Foi demonstrado que L. interrogans cepa Lai
é fagocitada por macréfagos humanos e murinos com igual eficacia, mas o destino
intracelular do patégeno fagocitado difere (LI et al., 2010). Em murinos, as
leptospiras sdo degradadas por hidrolases no interior de lisossomos. Nos
macréfagos humanos as leptospiras escapam dos fagossomos para o citosol,
proliferam e causam apoptose ou necrose celular, por um mecanismo calcio
dependente (ZHAO et al., 2013).

Tanto a inabilidade do TLR4 para detectar leptospiras quanto a fuga
fagossomal da Leptospira sugerem provaveis mecanismos para evitar sua
destruigdo pelo sistema imune humano (EVANGELISTA; COBURN, 2010).
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2.5 Quadro Clinico

O periodo de incubacéo varia de 5 a 14 dias, com média de 10 dias. A
apresentacao clinica varia de uma doenca subclinica seguida de soroconversao até
casos fatais. Até 90% dos individuos apresentam uma doenca sistémica febril aguda
autolimitada. A leptospiremia é pronunciada nesta fase aguda septicémica, que dura
de 3 a 7 dias (DAHER et al., 1999; LOMAR et al., 2002; BHARTI et al., 2003;
LEVETT; HAAKE, 2009).

Esta fase tem inicio abrupto com febre alta, cefaléia, calafrios, mialgia,
sufusdo conjuntival, dor abdominal, anorexia, nauseas,vomitos, diarreia, tosse e
faringite. Apesar da sufusdo conjuntival sem exsudato e da dor nas panturilhas
serem achados fisicos caracteristicos, ocorrem em uma minoria dos casos. Outros
achados incluem linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (LEVETT; HAAKE, 2009).

Estudo realizado na Frangca com 34 pacientes com leptospirose foram
encontradas as seguintes manifestacdes clinicas na admissédo hospitalar: febre
(100%), cefaléia (75%), mialgia (55%), artralgia (45%) e vomitos (39%). Os achados
laboratoriais revelaram linfopenia (85%), plaquetopenia (75%), aumento de enzimas
hepéticas (87%) e alteracdes renais:proteindria (77%), hematuria (58%) e elevacao
da creatinina (53%) (JAUREGUIBERRY et al., 2005).

Leptospiras podem ser encontradas no liquor, nesta fase, mas os sinais
meningeos ndo sdo proeminentes. Leptospiras também podem ser recuperadas na
urina apés a primeira semana. A urindlise revela piuria e proteindria leves, com ou
sem hematuria, e cilindros hialinos ou granulosos (LEVETT; HAAKE, 2009).

Em até 20% dos casos, 0s sintomas progridem ou reaparecem ap0s uma
remissdo de até 3 dias, iniciando a segunda fase da doenca, que dura de 4 a 30
dias. Nessa fase, sintomas mais graves, cComo meningite e uveite, podem ocorrer.
(DAHER et al., 1999; BHARTI et al., 2003).

Em muitos casos graves ndo se observa uma distingdo temporal clara
com defervescéncia entre as fases. Outros apresentam apenas a segunda fase.
Sendo a primeira fase, provavelmente, subclinica (LEVETT; HAAKE, 2009).

A forma clinica grave mais caracteristica apos a fase aguda, € a Doenca
de Weil com comprometimento da fungéo renal e hepatica. Os casos mais graves

podem evoluir diretamente da fase aguda para uma doenca fulminante com febre



30

acima de 40°C e a instalacdo rapida de pneumonite hemorragica, faléncia
renal,hepatica, arritmia cardiaca ou colapso circulatério (LEVETT; HAAKE, 2009).

Esta segunda fase é considerada “imune’por estar diretamente
relacionada a intensidade da resposta imunolégica individual e, também, por marcar
o desaparecimento da leptospiremia. O desaparecimento das leptospiras do sangue
periférico e LCR coincide com o surgimento dos Anticorpos IgM. Os
microorganismos podem ser encontrados em quase todos os tecidos ou 6rgaos e na
urina, por varias semanas, a depender da gravidade da doenca (DAHER et al., 1999;
LEVETT; HAAKE, 2009).

Além dos sintomas j4 descritos na fase aguda, o paciente pode
apresentar quaisquer dos sintomas a seguir: ictericia, insuficiéncia renal, arritmias
cardiacas, sintomas respiratérios, meningite asséptica, sufusdo conjuntival com ou
sem hemorragia, fotofobia,dor ocular, mialgias, adenopatia e esplenomegalia. Dor
abdominal é comum e pode representar colecistite alitiAsica ou pancreatite
(LEVETT; HAAKE, 2009).

Em pacientes ictéricos as alteracbes da funcdo hepatica sao
desproporcionais aos brandos achados anatomopatolégicos. Niveis de bilirrubina
sérica conjugada, chegam a 80 mg/dL, acompanhadas por modestas elevac¢des das
aminotransferases séricas, raramente acima de 200 U/L em contraste com as
hepatites virais. A ictericia regride lentamente. A morte por insuficiéncia hepatica é
rara na auséncia de faléncia renal concomitante (ZAKI; SPIEGEL 1998; LEVETT;
HAAKE, 2009).

Meningite asséptica com ou sem sintomas esta presente em até 80% dos
casos na fase imune. Os sintomaticos experimentam uma cefaléia frontotemporal
bilateral intensa com ou sem delirium. O estudo liquérico mostra pleocitose
linfocitica, com celularidade total geralmente abaixo de 500/mm?, proteinas entre 50
e 100 mg/mLe glicose normal (LEVETT, 2001; SILVA et al., 2002).

Morte na fase aguda da doenca € um evento raro. A mortalidade nos
casos graves (fase imune) varia de 5 a 40%. Trés diferentes estudos, encontraram
mortalidades semelhantes: 14.4%, 15% e 17%. Os fatores de risco para Obito
incluem: idade avancada, alteracdo do estado mental, insuficiéncia renal, oliguria,
hipercalemia, insuficiéncia respiratéria, hipotenséo e arritmias. Alteragdo do nivel de
consciéncia foi considerado o maior preditor de mortalidade (KO et al., 1999; ESEN
et al., 2004; LOPES et al., 2004).
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Os casos fatais se devem a qualquer combinacdo entre insuficiéncia
renal, insuficiéncia hepética ou pneumonite com didtese hemorrdgica. A Sindrome
Hemorragica Pulmonar Grave pode se manifestar na leptospirose mesmo na
auséncia de insuficiéncia hepatica ou renal (LEVETT; HAAKE, 2009).

Hemoptise pode ocorrer, ainda na fase aguda da doenca, e esta
associada a necessidade de ventilagdo mecéanica e a mortalidade. Em 75 casos de
leptospirose, com mortalidade de 8% (6 pacientes), todos o0s Obitos tiveram
hemorragia pulmonar difusa evidente & necrépsia (YERSIN et al., 2000; MARQUEZ-
MARTIN et al., 2006).

Estudos em hamsters com leptospirose, evidenciaram edema pulmonar
ndo cardiogénico, por reducéo no clearance do fluido secundario & menor expressao
de canais epiteliais de sb6dio na membrana Iluminal (EnaC) e maior do
cotransportador de Na-K-Cl tipo 1 da membrana basolateral (SEGURO; ANDRADE;
2013).

Raramente a hemorragia se manifesta antes da intubacdo orotraqueal, e
0 quadro deve ser suspeitado a partir de qualquer sinal de desconforto respiratério,
mesmo na auséncia de hemoptise (IM, 1989).

A hemorragia pulmonar é multifatorial, envolvendo um processo difuso de
ativacdo e dano endotelial. O papel dos fenbmenos auto-imunes e ativacéo
plaquetéaria ndo estéo esclarecidos (MEDEIROS; SPICHLER; ATHANAZIO, 2010).

Histologicamente, a lesdo do endotélio capilar causa congestdo com
hemorragia intersticial e intra-alveolar, destruicdo alveolar difusa e desorganizagao
do espaco aéreo. Infiltrados inflamatérios sdo incomuns (NICODEMO et al., 1997).

Sao encontradas poucas Leptospiras no tecido pulmonar, sendo as
alteracdes neste 0rgdo decorrentes de toxinas liberadas em outros tecidos e levadas
até os pulmdes pela corrente sanguinea (BHARTI et al., 2003).

Alteracbes eletrocardiograficas sdo comuns na leptospirose, com
prevaléncia de até 86,2%, e alteracdes ecocardiograficas de 41%. Em 239
eletrocardiogramas, foi identificado acometimento do sistema de conducao atrial em
(76.6%) ventricular em(61,9%) dos exames. Fibrilagdo atrial € a arritmia mais
comum, principalmente, em idosos e em casos graves (PUPKEVICH-DIAMANT,;
GURFINKEL; NISNEVICH, 1990; SACRAMENTO et al., 2002; FERNANDO et al.,
2013).
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Na necrépsia de 44 casos fatais de leptospirose, foi evidenciada
miocardite intersticial em 100% dos casos, com acometimento do epicardio ou
endocardio em 39%, das valvas em 36%, das artérias coronarianas em 51% e da
aorta em 56% (CHAKURKAR et al., 2008; CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

2.6 Nefropatia na Leptospirose

O envolvimento renal é frequente na leptospirose e deve ser sempre
lembrado como diagnéstico diferencial nas LRAs. As manifestacfes clinicas quanto
a gravidade variam de uma simples anormalidade no sedimento urinario a faléncia
renal aguda (SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003).

Lesdo renal aguda é observada em 44 a 67% dos pacientes com a
doenca. No sedimento urinério, podemos encontrar pigmentos biliares, leucocitos,
eritrocitos e cilindros granulosos. A hipotensdo deve ser considerada um sinal de
alerta na evolucdo para lesdo renal aguda. Proteindria, se houver, costuma ser
inferior a 1.000mg no periodo de 24 horas (SITPRIJA; LOSUWANRAK;
KANJANABUCH, 2003).

Em funcdo da definicdo escolhida para LRA, da idade dos pacientes do
estudo e da gravidade dos casos considerados, a incidéncia de LRA foi considerada
menor (16%) em alguns trabalhos (LEVETT, 2001).

A forma mais comum de apresentacdo da LRA na leptopirose é a néo
oligurica e, apesar das elevacbes rapidas de creatinina e uréia no plasma, é
acompanhada por hipocalemia em 45% dos casos.. Oliguria € encontrada em
apenas 11% dos casos, em especial, quando h& maior gravidade e
hiperbilirrubinemia (SEGURO; LOMAR; ROCHA, 1990; SITPRIJA; LOSUWANRAK;
KANJANABUCH, 2003; SEGURO; ANDRADE; 2013).

Ha comprometimento da reabsorcdo proximal de sédio, aumento do
aporte de sodio distal e perda de potassio. A despeito da perda de funcdo renal, os
niveis séricos de potassio podem ser inferiores aos de controles saudaveis. Esta
perda de potassio parece ser secundaria a elevada concentracéo de sodio no tubulo
distal, potencializada pelo elevado volume urinario e pelos aumentos dos niveis
séricos de aldosterona e cortisol. A deficiéncia na capacidade de reabsorver sddio
parece ser causada pela perda seletiva dos canais de sodio do epitélio tubular

proximal (EnaC). Os niveis séricos de uréia e creatinina habitualmente néao
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ultrapassam 100mg/dl e 8 mg/dl, respectivamente, durante a fase aguda da doenca.
Existe correlacdo positiva entre a fracdo excretada de sodio e de potassio na
leptospirose (ABDULKADER et al., 1996).

Em estudo com porcos-da-india infectados com leptospira foi
demonstrada resisténcia dos ductos coletores a acdo da vasopressina resultando
em aumento da fracdo excretada de potassio e baixa osmolaridade urinéria. A
polidria € causada pela limitada capacidade de concentracdo urinaria (MAGALDI et
al., 1992).

As alteracBes funcionais tubulares predominam no tdbulo proximal e
precedem a queda da taxa de filtragdo glomerular. Em humanos e animais ocorre
reducdo na expressao do transportador de sédio (NHE3) e do transportador de agua
Aquaporina 1 (AQP1) dos tubulos proximais com concomitante aumento da
expressao renal do cotransportador de Na-K-Cl tipo 2. No modelo experimental, na
fase inicial da doenca, ocorre reducao de expressdo do transportador de agua dos
ductos coletores, a Aquaporina 2 (AQP2), que poderia explicar a predominancia da
LRA ndao oligurica. Durante a fase de recuperacéo, a expressao de AQP2 aumenta
como mecanismo compensatorio. Essas alteracdes podem explicar o aumento da
fracdo de excrecdo de sbdio e potassio. A terapia antimicrobiana parece ser capaz
de restaurar os transportadores a seu estado anterior (SEGURO; ANDRADE; 2013).

A menor expressdo de NHE3 e AQP1 nas células do tubulo contorcido
proximal jA havia sido observada por imunohistoquimica em comparacao de pecas
de necropisa de pacientes com e sem leptospirose (ARAUJO et al, 2010).

Um estudo clinico com 20 pacientes infectados por leptospirose, dos
guais apenas nove (45%) tinham LRA objetivamente caracterizada, demonstrou
disfuncédo tubular proximal em todos os pacientes (100%), hipermagnesiuria em 15
(75%) e reducgédo da reabsorcdo de fosfato em 10 (50%). Dos nove com LRA, todos
apresentaram hipomagnesemia e trés (33,3%) deles hipofosfatemia (KHOSITSETH
et al., 2008).

Observam-se ainda glicosuria, bicarbonaturia e excre¢do de acido Urico e
fosfato (DAHER; ZANETTA; ABDULKADER, 2004).

A recuperacao da funcao renal € completa nos que sobrevivem a doenca,
com normalizagéo de todos os parametros em até 6 meses. A excegdo € do déficit
de concentracdo urindria que pode persistir por periodo mais longo (DAHER,;
ZANETTA; ABDULKADER, 2004).
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Os principais fatores envolvidos na patogénese da LRA na leptospirose
sdo a acao nefrotdxica direta da leptospira, a acdo das toxinas com inducdo da

resposta imune, alteracées hemodinamicas, ictericia e rabdomiolise (Figura 1).

Figura 1 - Fisiopatologia da lesao renal aguda na leptospirose.
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Fonte: adaptado de DAHER; SILVA JUNIOR; LIBORIO, 2010.

2.6.1 Acéao nefrotdoxica direta da leptospira

Estudos experimentais em LRA na leptospirose demonstram que a
espiroqueta, no tecido renal, desencadeia um processo de nefrite intersticial aguda
(NIA), indicando ser o principal mecanismo indutor de LRA. Alguns estudos sugerem
gue a NIA ocorra tardiamente em relacdo ao dano tubular. Pacientes que foram a
Obito nos primeiros 7 dias de doenca exibiam necrose tubular aguda (NTA) e edema
celular, enquanto aqueles que foram a ébito na segunda ou terceira semanas de
doenca apresentaram NTA e edema intersticial, ja os que faleceram apds 3
semanas apresentavam nefrite intersticial grave e difusa. Tanto a NTA quanto a NIA
estdo associadas a presenca de antigenos da leptospira no tecido renal. Apds a
inoculacdo experimental de L. icterohaemorrhagiae, a bactéria pode ser encontrada

no mesangio e intersticio renal em 3 a 6 horas. A passagem da leptospira atraves do
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capilar glomerular causa uma proliferacdo mesangial leve e transitéria (CERQUEIRA
et al., 2008).

Um estudo classico mostrou que apos a inoculacdo de leptospira em
ratos, ela penetra o tecido renal a partir da luz capilar e sua presenca no intersticio
causa edema e infiltracdo de células inflamatorias nos dias subsequentes. A
leptospira pode ser identificada aderida a superficie epitelial dos tubulos renais apos
a primeira semana e no lumen tubular na segunda semana (MARSHALL, 1976).

O exame histolégico dos rins de animais infectados mostra nefrite
intersticial, que pode ser resultado de dano direto causado pela presenca de
Leptospiras no tecido (BHARTI et al., 2003).

Em casos humanos fatais,osrins ficam aumentados em volume,
amarelados e com vasos sanguineos corticais proeminentes (AREAN, 1962).

Histologicamente observam-se focos de nefrite tdbulointersticial com
infiltrados  mistos de linfécitos, plasmocitos, macréfagos, leucdcitos
polimorfonucleares e eosindfilos (ZAKI; SPIEGEL, 1998; ARAUJO et al., 2010).
Areas focais de necrose tubular aguda (NTA) e edema intersticial também podem
ser observados. Antigenos da leptospira sdo encontrados nas células do tdbulo
proximal e na forma de grandes aglomerados extracelulares no intersticio
(MORRISON; WRIGHT, 1976, ZAKI; SPIEGEL, 1998).

Na ultrassonografia, os rins apresentam-se com tamanho aumentado e
ecogenicidade parenquimatosa normal, aspecto compativel com a nefrite
tubulointersticial evidenciada no exame histopatolégico (YANG; WU; PAN, 2001). Os
orgdos recuperam seu tamanho nos sobreviventes apos a resolucao da doenca
(YANG et al., 2005).

A LipL32 afeta diretamente as células tubulares proximais, aumentando
consideravelmente a expressdo de genes e proteinas pro-inflamatorias, como a
oxido nitrico sintetase induzivel (iINOS), a proteina quimiotatica de mondcitos-1
(CCL2/MCP-1), as células T (RANTES) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A
quimiocina CCL2/MCP-1 é um dos fatores mais importantes no inicio da infiltracéo
de células monociticas na nefrite intersticial, enquanto o TNF-a, uma citocina
inflamatoria, € uma mediadora de endotoxemia (YANG et al., 2006).

Para que ocorra a estimulacdo de iNOS e CCL2/MCP-1 pelas PMEs, com
a LipL32 em particular, deve haver nas células dos tubulos proximais a presenca de
receptores “Toll-like” (TLR). Proteina especifica que reconhece padrdes moleculares
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de patégenos atuando como a primeira linha de defesa da imunidade inata, gerando
uma resposta inflamatoria inicial, neste caso, mais especificamente o receptor TLR2
(YANG et al., 2006).

Em sintese, a PME se liga ao TLR2 nas células do tubulo proximal que
levam a ativacdo do fator nuclear NF-kB, que estimula a produgéo de CCL2/MCP-1
para recrutamento de células inflamatérias. O NF-k também esta associado ao
aumento da iNOS e do TNF-a nas células do tubulo proximal (BLASI et al., 2007).

2.6.2 Alteracdes hemodinamicas na LRA da Leptospirose

A LRA na leptospirose pode ter um componente pré-renal e a reducdo da
resisténcia vascular sistémica pode ser secundaria a hipovolemia. A desidratacdo é
frequente e resulta da febre, dos vomitos e da diarreia. A hipotensdo pode ser
exacerbada pela deficiéncia na reabsorcdo de sodio no tubulo proximal,
caracteristica da leptospirose. ApOs reposicdo volémica ha melhora do quadro
clinico (NICHOLSON et al., 1989; SEGURO; LOMAR; ROCHA, 1990; EDWARDS et
al., 1990; SIRIWANIJ et al., 2005).

A vasodilatagdo sistémica leva ao aumento dos niveis plasméaticos de
aldosterona e do horménio anti-diurético, com consequente vasoconstricgdo renal e
reducado da diurese (SIRIWANIJ et al., 2005).

2.6.3 Ictericia e a LRA da Leptospirose

Niveis elevados de bilirrubina sdo comuns na forma grave da doenca e
estdo associados a presenca e gravidade da LRA.

A ligagdo da bilirrubina a albumina previne sua toxicidade renal, e,
apenas, a bilrrubina conjugada livre é filtrada no glomérulo, chegando as células
tubulares renais e ao lumen (FULOP; SANDSON, 1967; FULOP; KATZ;
LAWRENCE, 1971).

A ictericia leve a moderada ndo compromete a funcéo renal, mas a
bilirrubina sérica a partir de 27 mg/dL, mesmo com albumina normal, reduz a
capacidade de concentracao urinaria e a filtracdo glomerular (SITPRIJA et al.,1990).

Um estudo retrospectivo com 196 casos de leptospirose definiu o nivel

sérico de bilirrubinemia direta como um preditor independente de lesdo renal
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oligurica, de mortalidade mais elevada (p=0.04). As evidéncias sugerem que ictericia
grave por bilirrubina conjugada esta associada a presenca e gravidade da LRA, em

especial oligurica, na leptospirose (DAHER et al., 2009).

2.6.4 Rabdomiodlise e a LRA da leptospirose

A rabdomiolise é caracterizada pela destruicdo de células musculares
estriadas esqueléticas e a consequente liberacdo na circulacdo e no intersticio de
creatinofosfoquinase (CK), desidrogenase lactica (LDH) e mioglobina (LIMA et al.,
2008).

A mioglobina se liga fracamente as proteinas do plasma, e uma pequena
guantidade chega a urina. Porém, sua liberacdo macica pode saturar a capacidade
de ligacdo do plasma resultando em maior aporte de mioglobina aos tubulos renais.
Sua capacidade de causar leséo tubular esta bem estabelecida (VANHOLDER et al.,
2000; LIMA et al., 2008).

A intensidade da sindrome varia desde a elevacéo subclinica de CK ao
edema celular muscular e de intersticio, com contracdo do volume intravascular e
lesédo renal aguda induzida por pigmentos (VANHOLDER et al., 2000).

A lesdo renal aguda ocorre em 33% a 50% dos casos de rabdomidlise e
seus principais mecanismos fisiopatologicos séo: toxicidade direta, precipitacao,
obstrucdo tubular por mioglobina, hipovolemia, producdo de radicais livres e
isquemia renal secundaria a vasoconstritores musculares (LIMA et al., 2008).

Na leptospirose, a mialgia,quase universal, esta presente em 93% dos
casos. Mas rabdomiélise, considerando apenas elevacdes da CK a partir de cinco
vezes o limite superior da normalidade ocorre em uma propor¢cdo bem menor de
casos. Porém, os niveis mais elevados de CK sdo encontrados nos pacientes com
LRA grave, sugerindo seu papel na gravidade da LRA (COVIC et al., 2003; DAHER
et al., 1999; DAHER; ZANETTA; ABDULKADER, 2004; COURSIN; UPDIKE; MAKI,
2000; LIBORIO, 2005).

2.7 Lesdo Renal Aguda e Classificacao KDIGO

O termo “Lesdo Renal Aguda” (LRA, ou AKI — Acute Kidney Injury) é a

nomenclatura recomendada para a complexa sindrome clinica antes denominada
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“Insuficiéncia Renal Aguda” (IRA). Essa mudancga enfatiza tratar-se de um espectro
de apresentacbes clinicas de variavel intensidade, das menores elevacdes na
creatinina sérica a faléncia renal anurica dependente de terapia subtitutiva renal
(KELLUM; BELLOMO; RONCO, 2008; RICCI; CRUZ; RONCO, 2011).

A creatinina sérica € provavelmente a medida indireta da taxa de filtragéo
glomerular (TFG) mais amplamente utilizada em razdo do seu baixo custoe
conveniéncia de sua dosagem (SCHRIER et al., 2004).

A LRA é reconhecida como um fator independente para o aumento da
morbidade e mortalidade de pacientes em varios processos patologicos
(GOLDSTEIN, 2011).

Conceitualmente ndo havia uma definicdo objetiva da LRA, ela era
considerada como o rapido declinio da funcéo renal. A partir disso, reconheceu-se a
necessidade de uma definicdo que permitisse universalizar a linguagem no ambiente
clinico e cientifico. Uma definicdo consensual foi publicada pela entidade Acute
Dialisys Quality Initiative (ADQI), denominada RIFLE, acronimo que representa
“Risk”, “Injury”, “Failure”, “Loss”, “End-stage renal disease” (BELLOMO et al., 2004).

Estes critérios levam em consideracdo a elevacdo da creatinina sérica, a
reducdo da taxa de filtracdo glomerular e o volume do débito urinario relacionado ao
peso do paciente e ao tempo transcorrido (KELLUM; BELLOMO; RONCO, 2008).

Em um estudo com 147 pacientes com LRA na Unidade de Terapia
Intensiva de um hospital especializado em doencas infecciosas, dos quais 11,6%
tinham leptospirose, a classificacdo RIFLE demonstrou uma associagéo
estatisticamente significativa com a mortalidade (DAHER et al., 2008).

Os critérios RIFLE foram testados em outras doencas infecciosas, como
aids e leishmaniose visceral, mantendo associacdo com a mortalidade (OLIVEIRA et
al., 2010; SILVA JUNIOR et al., 2010).

Em 2007, a Sociedade Internacional para o estudo da LRA, “Acute Kidney
Injury Network” (AKIN) propds a classificagdo AKIN, derivada da RIFLE, que
classifica a lesdo renal aguda em estagios 1, 2 e 3, substituindo respectivamente
Risk, Injury e Failure, eliminando as categorias RIFLE: Loss e End Stage Renal
Disease. Estudos comparativos das classificagbes n&o conseguiram demonstrar
superioridade de uma sobre a outra (BAGSHAW, 2010).
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Estudos demonstraram a associacdo entre o estagio AKIN e a
mortalidade (OSTERMANN; CHANG, 2008), mas nenhum foi conduzido em
leptospirose.

Mais recentemente o Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) Acute Kidney Injury Work Group, prop6és um novo protocolo para
diagnostico e classificagdo de LRA baseado em alteracdes na combinagcdo dos
critérios AKIN e RIFLE. O KDIGO mantém o critério de débito urinario inalterado.
Entretanto, seu estagio | valoriza aumentos a partir de 0.3 mg/dL da creatinina sérica
(SCr) no intervalo de 48 horas ou equivalentes a 150% da SCr basal, desde que
tenha ocorrido nos ultimos 7 dias. Se o aumento da SCr chegar 200% do valor
basal, configura o estagio Il. Caracteriza-se o estagio Ill como elevacdes da SCr a
partir de 300% da basal, menores de 18 anos com taxa de filtracdo glomerular
estimada abaixo de 35ml/min/1.73m? e todos os individuos com creatinina sérica
absoluta >4,0mg/dL ou submetidos a terapia dialitica. O uso combinado de
pequenos aumentos absolutos e relativos da creatinina sérica pode potencialmente
tornar o critério KDIGO mais sensivel do que o RIFLE (KDIGO, 2012; LEVI et al.,
2013).

2.8 Diagnostico Laboratorial

O custo beneficio de iniciar a terapia para leptospirose empiricamente foi
comparado ao iniciar a terapia posteriormente a confirmacao diagnéstica. Em funcéo
da baixa sensibilidade dos testes diagnésticos, recomenda-se o inicio empirico da
terapia a partir da suspeita clinica e epidemiologica (SUPUTTAMONGKOL et al.,
2010). Ainda assim deve-se buscar a confirmacdo da etiologia com exames
complementares laboratoriais.

A visualizacdo direta das leptospiras no sangue e urina por microscopia
de campo escuro pode ser utilizada para o diagnéstico, mas a sensibilidade do
método varia de 4% a 82% nos trabalhos disponiveis. A especificidade (61%) pode
ser comprometida pelo reconhecimento de artefatos como leptospiras
(CHANDRASEKARAN; KRISHNAVENI; CHANDRASEKARAN, 1998; RAO;
SHASHIBHUSHAN; SHIVANANDA, 1998; MANOCHA et al.,, 2004; SHARMA;
KALAWAT, 2008). Um trabalho encontrou valores preditivo positivo e negativo,
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respectivamente, de 55.2% e 46.6% (VIJAYACHARI et al., 2001); e sensibilidade de
80% (ARUMUGAM et al., 2011).

Alguns métodos tém sido utilizados nessa deteccao direta, incluindo
imunofluorescéncia, imunoperoxidase e a prata. Mas as baixas sensibilidade e
disponibilidade comercial restringem seu uso (BROWN et al., 1995; MERIEN;
BARANTON; PEROLAT, 1995; SLACK et al. 2007).

Leptospiras podem ser isoladas do sangue e do liquor; e dialisado
peritoneal nos dez primeiros dias de doenca. O soro é o ideal, e a amostra deve ser
coletada antes da terapia antibidtica, durante o pico febril e inoculada no meio de
cultura a beira do leito. A urina na doenca grave, geralmente, € muito concentrada e
tem significativa atividade inibitoria. Diagndstico histolégico € tradicionalmente
baseado na impregnacédo por prata, mas a imunohistoquimica oferece sensibilidade
e especificidade melhores (ALVES et al.,, 1987; PALMER; ZOCHOWSKI, 2000;
GUARNER et al., 2001).

A urina deve ser coletada para cultura a partir da segunda semana de
doenca, assepticamente e sem preservativos. Deve ser processada imediatamente
por centrifugacdo e tamponada para neutralizar o pH, visto que leptospiras nao
sobrevivem em ambientes &cidos (TURNER, 1970; BAL et al., 1994).

A maioria dos casos de leptospirose € diagnosticada por métodos
sorologicos. O ensaio mais utilizado e considerado como padrdo de referéncia € o
Teste de Aglutinacdo Microscopica(MAT), no qual antigenos vivos de diferentes
sorogrupos de leptospiras sdo adicionados a amostras de soro e examinados em
microscopia de campo escuro para a ocorréncia de aglutinagcdo. O MAT requer duas
amostras de soro, com duas semanas de intervalo entre as coletas (BHARTI et al.,
2003; LEVETT, 2007).

Um caso confirmado é definido pelo aumento de quatro vezes no titulo do
MAT para um ou mais sorogrupos entre o soro da fase aguda e aquele da
convalescenca, processados em paralelo. Um titulo de 1:800 com sintomatologia
compativel é considerado evidéncia forte de infeccdo recente ou atual. Evidéncia
sugestiva de infeccao recente ou atual € um titulo de 1:200 em soro obtido apds o
inicio dos sintomas (FAINE, WHO, 1982; CDC, 1997).

A aplicagdo do MAT é limitada pela sua baixa sensibilidade nas amostras
de soro de fase aguda.e Trata-se de um teste de realizacdo, interpretacéo e

manutencdo complexos, sendo restrito a laboratorios de referéncia (LEVETT, 2001,
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2007).Sua eficicia foi investigada pela Sociedade Internacional de Leptospirose,
tendo taxa de resultados falso-negativo de 13% (BHARTI et al., 2003). O MAT € um
exame sorogrupo especifico, e ndo deve ser utilizado para inferir a identidade do
serovar infectante (LEVETT, 2003).

Anticorpos do tipo IgM podem ser detectados apds, aproximadamente,
cinco dias de doenca. Os testes de deteccdo de IgM estdo disponiveis em varios
formatos. Porém, a soroconversao tardia € um evento comum, e em até 10% dos
pacientes podem nédo soroconverter nos primeiros 30 dias (SMITS et al., 1999; 2000;
LEVETT, 2001; LEVETT; BRANCH, 2002; BAJANI et al. 2003).

O uso desses ensaios como testes de triagem pode aumentar a
capacidade diagnéstica dos laboratérios, em especial nos paises em
desenvolvimento, onde ocorrem a maioria dos casos de leptospirose (LEVETT,
2007).

Sao necessarios meétodos eficazes de baixo custo para o diagndstico de
leptospirose em paises em desenvolvimento. O kit produzido para os laboratérios
publicos brasileiros, o EIE-IgM-Leptospirose, demonstrou sensibilidade de 76% na
fase aguda e 100% na fase de convalescenca e uma especificidade de 93% e 100%,
respectivamente (MC BRIDE et al., 2007).

Testes rapidos foram desenvolvidos para o diagnostico de leptospirose
onde ndo ha suporte laboratorial. Podem utilizar soro ou outras amostras biolégicas.
Cartbes de aglutinacdo apresentam sensibilidade de 72,3% a 88,2% e
especificidade de 89,8 a 93,9%, dependendo do momento em que é coletada da
amostra biolégica. Nas fitas teste para deteccdo de IgM por ELISA, a sensibilidade
chega a 98,96% e a especificidade a 93,93% (SMITS et al., 2001; TANSUPHASIRI
et al., 2005).

O DNA leptospirotico pode ser amplificado a partir de urina, soro, humor
aguoso e de tecidos obtidos por necrépsia. Ja foram desenvolvidos ensaios de
Reacao de Polimerase em Cadeia para detecgéo de leptospiras, mas poucos foram
avaliados em estudos clinicos multicéntricos. A principal vantagem da Reac¢éo de
Polimerase em Cadeia € a perspectiva de confirmar o diagndstico durante a fase
leptospirémica ou aguda precoce da doenca, antes do surgimento de titulos
detectaveis de anticorpos tipo imunoglobulina M. Portanto, em casos fulminantes,
onde o 6bito ocorre antes da soroconversdo, a Reacdo de Polimerase em Cadeia
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pode ser de elevado valor diagnostico (MERIEN; BARANTON; PEROLAT, 1995;
BROWN et al., 1995; 2003; SLACK et al. 2007).

2.9 Tratamento

O diagndstico e a terapia precoce sao pilares fundamentais no tratamento
da leptospirose, mas ndo existe ainda consenso quanto ao uso de antibioticos
(DAHER; NOGUEIRA, 2000; BRETT-MAJOR; COLDREN, 2012).

2.9.1 Terapia Antibidtica, Reacdo de Jarisch-Herxheimer e Quimioprofilaxia

Um estudo randomizado e controlado avaliou a terapia com penicilina
cristalina por 5 dias na leptospirose humana ictérica em 38 pacientes, com um grupo
controle de 41 individuos. Ndo foram observadas diferencas na defervescéncia ou
na normalizacdo de exames bioquimicos. A mortalidade foi maior no grupo controle
(3 pacientes; 7,3%) do que no grupo tratamento (1 paciente; 2,6%), mas sem
significancia estatistica (EDWARDS et al., 1988).

Outro estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado examinou o
efeito do tratamento com penicilina na dose de 6 milhdes de unidades por dia em
leptospirose grave em 42 pacientes. Todos 0s aspectos mensuraveis da doenca
foram favoravelmente influenciados no grupo penicilina. A duracdo da febre no grupo
placebo foi de 12 dias enquanto no grupo penicilina (p<0,005) durou menos de 5
dias . A creatinina sérica normalizou apés 8 dias no grupo placebo e em menos de 3
dias no grupo penicilina (p<0,01). A penicilina encurtou o periodo de permanéncia
hospitalar e evitou leptospiruria (WATT et al., 1988).

Um trabalho avaliou a recuperacdo da funcao renal apds a insuficiéncia
renal aguda da leptospirose e mostrou, apenas, a proteindria diferindo com
significancia estatistica entre os grupos. Mas foram apenas 34 pacientes e a opcao
por administrar penicilina foi do médico assistente (DAHER; NOGUEIRA, 2000).

Um estudo randomizado foi conduzido em 253 pacientes especificamente
para comparar o inicio “tardio” de peniciina com a n&o introducdo de
antibioticoterapia ap6s quatro dias do inicio dos sintomas de leptospirose. A
mortalidade foi maior no grupo penicilina (12%) do que no grupo controle (6,3%),
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mas ndo houve significAncia estatistica (p = 0,112). Os autores recomendam o inicio
precoce da terapia antimicrobiana (COSTA el al., 2003).

Estudos comparando penicilina cristalina com ceftriaxona, cefotaxima e
doxiciclina no tratamento da leptospirose demonstraram equivaléncia na eficacia
terapéutica (PANAPHUT et al., 2003; SUPUTTAMONGKOL et al., 2004).

Em 22 pacientes com leptospirose grave tardia tratados com Ceftriaxona,
ocorreu apenas 1 obito (RAPTIS, PAPPAS, AKRITIDIS, 2006).

Comparacdo entre doxiciclina e azitromicina também demonstrou
equivaléncia terapéutica. Entretanto, houvemais reagbes adversas no grupo da
doxiciclina (27,6% contra 10,6% com azitromicina, p = 0,02) (PHIMDA et al., 2007).

A Ultima revisdo sistematica da iniciativa Cochrane em 2012 foi
inconclusiva para os beneficios do uso de antibiéticos no tratamento da
leptospirose. Foram revisados sete estudos randomizados, totalizando uma amostra
de 403 pacientes. Entre os sobreviventes, a antibioticoterapia pode ter reduzido o
periodo de internacdo em dois a quatro dias (4,7-5,6 dias com antibiéticos e 7,7-11,6
sem terapia antimicrobiana), mas sem significancia estatistica. A opcao terapéutica
entre penicilina, cefalosporina e doxiciclina ndo parece ter impacto sobre a
mortalidade ou a duracdo da febre. O beneficio no uso da terapia antimicrobiana
permanece obscuro, em especial na doenca grave (BRETT-MAJOR; COLDREN,
2012).

A Reacéao de Jarisch-Herxheimer (JHR) é uma sindrome clinica que pode
ocorrer no inicio da terapia antibiética de doencas infecciosas como doenca de
Lyme, Sifilis, Febre recorrente e Leptospirose (WATT et al.,, 1990; FRIEDLAND;
WARRELL, 1991; NEGUSSIE et al., 1992).

E caracterizada por febre subita, tremores, calafrios, exantema,
taquipneia, taquicardia e vasoconstriccao seguidas de vasodilatacdo e hipotensdo. A
mortalidade chega a 5% (VAUGHAN et al., 1994; FEKADE et al., 1996).Deve-se a
liberacdo de endotoxinas das espiroquetas, acompanhada do aumento de citocinas
endogenas. Nao hé relacdo entre a JHR e a droga escolhida ou a taxa de eliminacao
das espiroquetas (POUND; MAY, 2005).

Em estudo prospectivo de infecgdo por Borrelia recurrentis tratada com
penicilina ocorreram elevacdes das concentracdes séricas de TNF (7 vezes), IL-6 (6
vezes) e IL-8 (4 vezes), transitérias e concomitantes com a JHR. As citocinas nao se

elevaram nos pacientes que nédo apresentaram a reacdo (NEGUSSIE et al., 1992).
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A Unica estratégia que demonstrou beneficio na prevencédo da JHR foi a
administrac@o de anticorpos anti-fator de necrose tumoral previamente ao inicio da
antibioticoterapia, mas o estudo foi conduzido em Febre Recorrente e ndo na
Leptospirose (FEKADE et al., 1996; POUND; MAY, 2005).

Apds uma enchente, a profilaxia pés-exposi¢cdo com dose Unica de 200mg
de doxiciclina ndo obteve significancia estatistica apesar do aparente efeito protetor,
talvez pelo pequeno nimero de pacientes estudados (GONSALEZ et al., 1998).

Na profilaxia pré-exposicdo, 782 pessoas foram randomizadas em dois
grupos, um com 200 mg semanais de doxiciclina por doze semanas e 0 outro com
placebo. Nao houve diferenca estatisticamente significante nas taxas de infeccao.
Porém, a diferenca entre as taxas de doenca clinica entre os grupos foi significativa:
grupo intervencdo (3,11%) e grupo controle (6,82%). Ocorreram trés mortes nos
396 pacientes do grupo placebo, e nenhuma entre os 386 que receberam a
doxiciclina. Nao houve significancia estatistica (talvez pelo 6bito ter sido um evento
raro). Os resultados sugerem que a quimioprofilaxia ndo evite a infeccdo por
leptospiras, mas reduza a morbimortalidade em surtos (SEHGAL et al., 2000).

Um estudo duplo-cego randomizado foi conduzido entre 940 militares
voluntarios que receberam placebo ou 200mg de doxiciclina semanalmente (4
doses) durante treinamento em area endémica. Vinte casos ocorreram no grupo
placebo (taxa de ataque de 4,2%) enquanto, apenas, houve um caso no grupo
doxiciclina (taxa de ataque de 0,2%; p < 0,001), resultando em 95% de eficacia
(TAKAFUJI et al., 1984).

A revisdo sistematica com meta-analise dos estudos citados acima foi
divulgado pela Biblioteca Cochrane em 2009. Apés a analise dos dados, os autores
concluiram que o uso oral de doxiciclina na dose de 200mg/semana aumenta o0 risco
de nauseas e vOmitos. Entretanto, o beneficio na reducdo de soroconversdo ou
prevencao da doenca nao esta estabelecido (BRETT-MAJOR; LIPNICK; 2009).
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2.9.2 Corticosteroides e Didlise

Em 30 pacientes de leptospirose grave, dos quais 13 ndo haviam
recebido corticosterdides e os 17 restantes receberam um grama de
metilprednisolona por trés dias, seguidos de prednisolona por mais sete dias, a
mortalidade caiu de 62% para 18% (p<0,02). Dos oito pacientes com leséo pulmonar
qgue receberam corticéides, cinco sobreviveram (mortalidade de 37%), enquanto
dentre os nove com lesdo pulmonar sem corticoides, apenas, um sobreviveu
(mortalidade de 89%). Os corticosteroides s6 influenciaram o desfecho quando
iniciados nas primeiras 12 horas ap6s o acometimento pulmonar (SHENOY et al.,
2006).

Um grupo do Sri Lanka trata desde 2008 seus pacientes com leptospirose
grave com metilprednisolona parenteral por trés dias consecutivos, seguida de
corticoterapia oral por mais cinco dias. A mortalidade caiu de 21,8% para 10,7%
(p=0,025) (KULARATNE et al., 2011).

Faléncia de mudltiplos orgaos, insuficiéncia respiratéria aguda e
insuficiéncia renal sdo as principais causas de mortalidade (ITTYACHEN et al.,
2007). A insuficiéncia renal é a disfuncao organica mais comum e sua intensidade é
desproporcional as outras manifestacdes de sepse grave (VICKERY et al., 2006).

Em 33 pacientes com leptospirose em terapia intensiva foi observada
reducdo da mortalidade no grupo que recebeu dialise diaria a admissao (16,7%) em
comparacdo ao grupo que recebeu didlise em dias alternados de inicio tardio
(66,7%). A modalidade lenta e prolongada de hemodialise mostrou-se tdo eficaz
guanto a hemodidlise intermitente em pacientes graves com instabilidade
hemodindmica (ANDRADE; CLETO; SEGURO, 2007). Nao ha consenso quanto a
modalidade dialitica de escolha na leptospirose (ABDULKADER; SILVA, 2008).

2.10 Biomarcador de Lesao Endotelial (ICAM-1)

As Moléculas Intercelulares de Adeséao (Intercellular Adhesion Molecules
— ICAMSs) séo glicoproteinas transmembrana estruturalmente relacionadas entre si,
pertencentes a superfamilia das imunoglubulinas e que funcionam como sitios de
ligacdo para as moléculas integrinas Beta-2 de leucocitos (ALMENAR-QUERALT et
al., 1995; HUBBARD; ROTHLEIN, 2000).
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Das cinco ICAMs identificadas, ICAM-1 é a mais bem estudada (KONING;
SCHIFFELERS; STORM, 2002; MURO; MUZYKANTOV, 2005). ICAM-1 tem
importante participacdo na migracao de ceélulas inflamatdrias, nas funcdes efetoras
de leucdcitos, na adesdo de células apresentadoras de antigenos (Antigen
Presenting Cells — APCs) aos linfécitos T, na patogénese microbiana, e nas vias de
sinalizacdo, atuando na transdugdo do sinal do exterior para o interior celular
(ALMENAR-QUERALT et al, 1995; HUBBARD; ROTHLEIN, 2000; MURO;
MUZYKANTOV, 2005).

ICAM-1 é amplamente distribuida em tecidos humanos e expressa de
forma constitutiva em leucdcitos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais
vasculares. Apesar de estar presente em diversos tipos celulares, em ordem de
magnitude, os seus niveis de expressdo sdo maiores nas células endoteliais
vasculares (ALMENAR-QUERALT et al.,, 1995; SCHOLZ et al.,, 1996; MOJCIK;
SHEVACH, 1997; HUBBARD; ROTHLEIN, 2000; KONING; SCHIFFELERS;
STORM, 2002; MURO et al., 2003, 2005; MURO; MUZYKANTOQV, 2005).

Essa molécula de adesdo esta localizada tanto na superficie apical
quanto na superficie basolateral de células endoteliais e, portanto, idealmente
posicionada para facilitar a migracdo transendotelial de leucdcitos. (ALMENAR-
QUERALT et al., 1995). De fato, ICAM-1 é considerada uma das mais importantes
moléculas de adesdo para o recrutamento de leucécitos a tecidos inflamados
(KONING; SCHIFFELERS; STORM, 2002).

Apesar da ICAM-1 ser firmemente ancorada a membranas celulares de
células endoteliais, ela pode ser liberada na circulagdo na forma de uma molécula
solivel (sICAM-1), como resultado de clivagem por proteases de neutrofilos
(elastase leucocitaria e catepsina G) em um processo independente da sua
densidade de expresséao superficial (MURO; MUZYKANTOV, 2005).

A molécula solavel sICAM-1 é facilmente mensuravel no plasma e ja foi
estudada como marcador de doenca renal, cardiovascular e cerebrovascular em
diabéticos (FASCHING et al., 1996; KAWAMURA et al., 1998; GASIC et al., 1999;
KADO; NAGATA, 1999; LIM et al., 1999; CLAUSEN et al.,, 2000; BECKER et al.,
2002; GULER et al., 2002; WU; DEATH; YUE, 2004).

Esse marcador tem sua expressédo induzida por uma série de condicdes:
hiperglicemia (PARK et al., 2000), AGEs (BASTA et al.,, 2002), estresse oxidativo
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(ONOZATO et al., 2004), hiperlipidemia (HATTORI et al., 1999) e hiperinsulinemia
(OKOUCHI et al., 2002).

Embora seja expressa de forma estavel na supeficie endotelial, por estar
funcionalmente envolvida, em condicbes inflamatorias tém sua expresséo
aumentada (ALMENAR-QUERALT et al., 1995; SCHOLZ et al., 1996; MOJCIK and
SHEVACH, 1997, HUBBARD; ROTHLEIN, 2000; KONING; SCHIFFELERS;
STORM, 2002; MURO et al., 2003, 2005; MURO ; MUZYKANTOQV, 2005).

Nessas condi¢cdes inflamatorias supracitadas ocorre estimulacdo de
diversos tipos celulares por citocinas como Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-17 (IL-
17), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e Interferon-y (IFN-y) levando a um
importante aumento da expressédo de ICAM-1 dentro das primeiras 24h (ALMENAR-
QUERALT et al., 1995; SCHOLZ et al., 1996; FOSSIEZ et al., 1998; HUBBARD;
ROTHLEIN, 2000; MURO et al., 2003, 2005; MURO; MUZYKANTOV, 2005). ICAM-
1, uma vez induzida sua expressao, permanece exposta na superficie celular por
48h ou mais (KONING; SCHIFFELERS; STORM, 2002).

2.10.1 ICAM-1 na Lesao Renal

A resposta do endotélio renal as varias formas de lesdo renal aguda é
caracterizada por um padrdo inflamatorio. Portanto, lesdo por isquemia-reperfusédo
resulta em uma inducdo da expressdao de diferentes moléculas de adeséao
promovendo interacBes leucécito-endotélio. Essas moléculas de adesao incluem
integrinas, selectinas e membros da superfamilia das Imunoglobulinas, incluindo
ICAM-1 (BONVENTRE; ZUK, 2004; GOLIGORSKY et al., 2010).

O aumento da expressdo de ICAM-1 esta relacionado a inducdo de
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-13 (KELLY et al., 1994; 1996).

A superexpressao de ICAM-1 pelo endotélio vascular do rim isquémico
exerce um papel no desenvolvimento da disfuncdo renal, e a interrupcédo da
producdo de ICAM-1, seja atraves da administracdo de anticorpos neutralizantes
anti-ICAM-1 ou através de manipulacéo genética para criar camundongos “knockout”
para ICAM-1, resulta em protecdo parcial do camundongo contra a lesédo renal
aguda isquémica (KELLY et al., 1994; 1996).

O modelo animal mais utilizado para o estudo do Diabetes tipo 2, o
camundongo db/db, apresenta uma doenca renal progressiva muito parecida com a
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observada em humanos diabéticos. Um estudo experimental com camundongos
db/db “knockout” para o gene ICAM-1 resultou em reducao da infiltracdo leucocitaria
renal glomerular e intersticial, reducdo da albuminaria em até 85% do esperado em
animais de mesma idade, menor grau de lesdo tubular e glomerular e reducédo da
progressédo para fibrose renal. Concluiram que camundongos deficientes em ICAM-
1, com limitagdo na capacidade dos macréfdgos em chegar ao tecido renal,
apresentam reducao no dano renal (CHOW et al., 2005).

Aumentos na expressao de ICAM-1 foram, também, observados na lesao
renal aguda induzida por cisplatina e mercuario. Anticorpos anti-ICAM-1 foram
capazes de oferecer alguma protecédo contra o dano renal causado pela cisplatina,
embora 0 mesmo resultado ndo tenha sido demonstrado na lesdo por mercurio
(KELLY et al., 1999; GHIELLI et al., 2000; DE GREEF et al., 2003).

A ativagdo de ICAM-1 representa um evento relativamente precoce na
fisiopatologia da leséo, o que pode ser evidenciado pela grande atenuacdo do dano
renal quando ha administracdo precoce de anticorpos anti-ICAM-1, enquanto a
administracdo tardia ndo demonstrou efeito protetor (KELLY et al., 1994; RABB et
al., 1995; TAKADA et al., 1997).

2.10.2 ICAM-1 em Doencgas Infecciosas

Concentragdes séricas de sICAM-1 sdo mais elevadas em neonatos com
sepse do que nos neonatos hospitalizados nédo-sépticos. O nivel sérico diagndstico
para sepse neonatal foi de 228 ng/mL, resultando em sensibilidade de 76.7% e
especificidade de 75.6% (ZAKI MEL-S; EL-SAYED, 2009; EDGAR et al., 2010).

Em criancas sépticas, os niveis de sICAM-1 também sdo superiores do
gue em outras criancas enfermas sem sepse ou em controles saudaveis, sendo
preditores de mortalidade (WHALEN et al., 2000; PAIZE et al., 2012).

Na maioria dos estudos em adultos, os niveis de sSICAM-1 no momento do
diagnéstico da sepse sdo maiores do que 0s niveis correspondentes em pacientes
criticos ndo sépticos ou em controles saudaveis (NEWMAN et al., 1993; SESSLER
et al.,, 1995; CUMMINGS et al., 1997; KAYAL et al., 1998; KNAPP et al., 1998;
STIEF et al., 2007).

Porém, em uma coorte prospectiva com 161 pacientes chegando a

emergéncia com hipotensdo ndo se encontrou nos 69 pacientes com sepse niveis



49

de sICAM-1 significativamente mais elevados em comparacdo aos que
apresentavam hipotenséo por outras etiologias (SCHUETZ et al., 2011).

Em dois estudos que envolveram pacientes criticos sépticos e pacientes
com meningite, o nivel sérico de ICAM-1 no momento do diagndstico de sepse foi
um preditor independente de mortalidade (KAYAL et al., 1998; MEGARBANE et al.,
2004).

Os niveis séricos considerados ideais como ponto de corte preditor de
mortalidade ficam entre 715 e 800 ng/mL com sensibilidade variando de 71,4 a 90%
e especificidade de 71,4 a 80% (WEIGAND et al., 1999; MEGARBANE et al., 2004).

Alguns estudos contestam estes resultados. Em um deles com 92
pacientes com Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica, de causa infecciosa
ou nédo, sICAM-1 néo foi associado a mortalidade na analise multivariada. Em outro,
com 147 individuos hospitalizados, as concentragées de sICAM-1 embora tenham
sido maiores nos 101 com sepse grave, ndo se correlacionou com mortalidade
(HOFER et al., 2009; DE PABLO et al., 2013).

Pacientes com malaria grave por P. falciparum tem concentracfes séricas
maiores de sICAM-1 do que pacientes com maléria leve (JAKOBSEN et al., 1994;
TURNER et al., 1998).

Na Indonésia pacientes com maléria hdo complicada por P. vivax tinham
concentracfes de sICAM-1 maiores do que aqueles com maléaria ndo complicada por
P. Falciparum, ainda que os primeiros tivessem menor carga parasitaria
(JAKOBSEN et al., 1994).

Em criancas da Malasia, sICAM-1 foi capaz de se diferenciar entre
malaria cerebral e malaria ndo complicada, mas ndo conseguiu diferenciar malaria
cerebral de outras doencgas febris ndo malaricas que resultaram em alteracdo do
estado de consciéncia (CONROY et al., 2010).

Em um estudo com 212 criancas com malaria em Camardes, 0s niveis
plasmaticos de sICAM-1 foram significativamente maiores entre 0s néo-
sobreviventes do que nos sobreviventes (TCHINDA et al., 2007). Em criancas de
Uganda o resultado se repetiu e sICAM-1 foi o melhor preditor de desfecho para
malaria grave em criangas dentre os doze marcadores de ativacdo endotelial ou de
inflamacé&o testados. O ponto de corte foi estabelecido em 645.3 ng/mL, resultando
em sensibilidade de 87% e especificidade de 75% para a predicdo de mortalidade

em criancas com malaria grave (ERDMAN et al., 2011).
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Ja foi descrita a ativacdo de endotélio vascular, por proteinas de
membrana externa das espiroquetas Borrelia sp. e Treponema sp., com resultante
aumento da expressao endotelial de moléculas de ades&do. Porém, os primeiros
relatos de uma proteina leptospirdtica capaz de aumentar a expressao de ICAM-1
foram através da clonagem de genes de lipoproteina de leptospira com funcéo
desconhecida e sua expressao proteica em cepas de Escherichia coli (VIEIRA et al.,
2007; GOMEZ et al., 2008).

As proteinas recombinates codificadas rLIC10365, rLIC10507, rLIC10508
e rLIC10509 ativaram ceélulas endoteliais de culturas celulares de veias umbilicais
humanas (HUVECS), levando a um aumento de expressdo de ICAM-1 dose-
dependente. Durante infeccdo experimental por Leptospira interrogans em modelo
animal, as proteinas foram localizadas in vivo nos tabulos renais. Acredita-se que
essas lipoproteinas sejam proteinas de membrana externa da Leptospira (VIEIRA et
al., 2007; GOMEZ et al., 2008).

Em um estudo conduzido na Tailandia e no Laos, 0os maiores niveis
séricos de ICAM-1 solavel foram encontrados na leptospirose, quando comparados
a pacientes com tifo, dengue, febre tiféide e malaria falciparum n&do complicada
(PARIS et al., 2008).

2.11 Biomarcador de Lesao de Glicocalice (Sindecano-1)

Os sindecanos sdao uma familia ancestral de proteinas transmembrana do
tipo | modificadas por longas cadeias lineares de polimeros de carboidrato,
chamados glicosaminoglicanos, resultando em proteoglicanos. Estdo presentes em
todos os animais multicelulares, nos mamiferos existem quatro diferentes tipos
(CAREY, 1997; MULTHAUPT et al., 2009).

Estruturalmente, todos os sindecanos s&o compostos por um dominio
extracelular, uma regido transmembrana e um dominio citoplasmatico
(LAMBAERTS; WILCOX-ADELMAN; ZIMMERMANN, 2009).

O dominio extracelular € sempre substituido por cadeias de sulfato de
heparano, embora alguns tenham adicionalmente galactosaminoglicanos, sulfato de
condroitina ou sulfato de dermatan (DEEPA et al., 2004).

O sulfato de heparano é um carboidrato vital por ser essencial para o

funcionamento tecidual em animais. As caracteristicas estruturais das cadeias de
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sulfato de heparano sao responséaveis por interagdes com diversos fatores solluveis,
moléculas e componentes da matriz celular.O que contribui para a capacidade da
célula interagir com o seu microambiente ligando-se a fatores de crescimento,
qguimiocinas, citocinas, moléculas da matriz extracelular, morfégenos, fatores de
coagulacao, inibidores de protease e algumas enzimas do metabolismo lipidico
(HINKES; GALLO, 1993; BERNFIELD; ESKO; SELLECK, 2002; LAMBAERTS;
WILCOX-ADELMAN; ZIMMERMANN, 2009).

Geralmente os sindecanos nao funcionam como receptores primarios,
mas cooperam com outros receptores, em especial as integrinas, logo, sao
frequentemente chamados de co-receptores (LAMBAERTS WILCOX-ADELMAN;
ZIMMERMANN, 2009; XIAN; GOPAL; COUCHMAN, 2010).

A clivagem mediada por proteases, dos dominios extracelulares intactos
dos sindecanos (“shedding”) transforma as moléculas de superficie celular em
agentes solliveis com efeitos na regulacéo do processo inflamatorio (GOTTE, 2003).

O Sindecano-1 é o membro mais bem estudado da familia dos
sindecanos, sendo identificado na literatura cientifica como: SDC1, CD 138, SDS,
SYND1, Syndecan-1 ou Sindecano-1. Em tecidos adultos humanos € encontrado
principalmente em células epiteliais e plasmécitos (INKI; JALKANEN, 1996;
PALAIOLOGOU; DELLADETSIMA; TINIAKOS, 2013).

A sua imunoexpressdao € modulada em uma grande variedade de
afeccdes inflamatérias, infecciosas e fibroticas, inclundo a doenca de Chron e o
diabetes (DAY et al, 1999; PRINCIPI et al, 2006; PALAIOLOGOU,;
DELLADETSIMA; TINIAKOS, 2013; ZHANG et al., 2013).

Além disto, esta envolvido em vias moleculares que estdo desreguladas
na carcinogénese como proliferagdo celular, apoptose, angiogénese, invasao
tumoral e metastase (PALAIOLOGOU; DELLADETSIMA; TINIAKOS, 2013).

Age como um regulador mutifuncional no microambiente tumoral. A forma
solavel também parece ter funcdes regulatérias nessas neoplasias (DHODAPKAR,;
SANDERSON, 1999).

Na transformacéo maligna de varios epitélios, sua expressao se reduz o
que esta de acordo com suas associacbes com a manutencdo da morfologia
epitelial, com o crescimento ancoragem-dependente e na inibicdo de invasividade in
vitro (INKI; JALKANEN, 1996).
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Ele é expresso em diversas neoplasias malignas do sistema
hematopoético e tem importancia diagndstica na identificagdo de células com
diferenciacéo plasmocitica (KOPPER; SEBESTYEN, 2000).

Sindecano-1 se manifesta em um percentual significativo de canceres de
mama em alto nivel e esté relacionado a um fendtipo mais agressivo e com pior
resposta clinica (BARBARESCHI et al., 2003).

Além disso, ele éum dos principais componentes do glicocélice endotelial,
uma estrutura de relevancia hidrodinamica evidenciada in vivo em capilares, vénulas
e arteriolas (SAVERY et al., 2013).

2.11.1 Sindecano-1 na Lesao Renal

A liberacdo de sindecano do glicocalice é estimulada in vitro por fatores
pro-inflamatérios e ativada in vivo sob condi¢cdes inflamatérias (BARTLETT,;
HAYASHIDA; PARK, 2007).

Pacientes em terapia dialitica apresentam maior penetragcéo de eritrécitos
no glicocalice, indicando uma redugdo de suas propriedades de “barreira”. Estes
pacientes, também, apresentam niveis séricos aumentados de constituintes do
glicocalice, inclusive sindecano-1, sugerindo a perda desses componentes (VLAHU
et al., 2012).

No diabetes mellitus tipo 1, o aumento dos niveis séricos do Sindecano-1
esta associado ao desenvolvimento precoce de nefropatia (SVENNEVIG; KOLSET;
BANGSTAD, 2006).Entretanto, existem evidéncias que sua expressao possa
prevenir a formacgdo de calculos de oxalato por integrar uma barreira com carga
elétrica (CHIKAMA et al., 2002).

2.11.2 Sindecano-1 em Doencas Infecciosas

Sindecano-1 é o mais importante receptor para adesdo do virus da
hepatite C a superficie dos hepatdcitos e seus niveis séricos podem ser utilizados
como preditores de fibrose hepatica em pacientes com infec¢do cronica pelo virus
da hepatite C (ZVIBEL et al., 2009; SHI; JIANG; LUO, 2013).
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O sindecano-1 é capaz de modular a fusdo de membrana induzida por
Herpes Simplex Virus tipo-1 (HSV-1) no seu processo de disseminacdo celular
(KARASNEH; ALI; SHUKLA, 2011).

Um estudo avaliou a capacidade de adeséo de particulas semelhantes a
virus (Virus Like Particles - VLP) do Virus do Papiloma Humano (HPV) a uma
linhagem celular (K562) pobre em proteoglicanos de sulfato de heparana e clones
desta capazes de expressar Glipicano-1, Sindecano-1 ou Sindecano-4. As VLP do
HPV 16 aderiram muito mal a linhagem K562, mas a adeséo foi aumentada nas
outras linhagens, em especial na que expressa Sindecano-1, que também foi a que
apresentou maior quantidade de proteoglicanos de sulfato de heparana (SHAFTI-
KERAMAT et al., 2003).

O mesmo estudo comparou a infecgdo pelo virion auténtico HPV 11 na
linhagem K562 que exigiu um grande in6culo para atingir infectividade. Enquanto
nas ceélulas com expressdo ectépica de Sindecano-1, o in6culo necessario foi oito
vezes menor, sugerindo seu papel como proteina receptora primaria na historia
natural da infeccdo de queratinécitos pelo virus do HPV 11 (SHAFTI-KERAMAT et
al., 2003).

Em pacientes infectados pelo HIV, o Sindecano-1 est4 implicado no
aumento da translocacdo bacteriana através da barreira epitelial intestinal,
contribuindo para a ativacéo cronica do sistema imune. A expressao de Sindecano-1
e a translocacdo microbiana estdo inversamente correlacionados a contagem de
células T CD4 (SMITH et al., 2010).

2.12 Biomarcador de Lesao Tubular Renal

Em 1993 um grupo de pesquisadores identificou uma proteina de apenas
25-kDa, obtida a partir da purificacdo da gelatinase armazenada em granulos
especificos de neutréfilos. Essa nova proteina ndo correspondia a nenhuma
proteina humana previamente identificada, mas tinha grande similaridade com as
proteinas alfa2-microglobulina do rato e a proteina 24p3 (Uterocalina) do
camundongo. Foi batizada de Lipocalina Associada a Gelatinase de Neutroéfilos
(Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin — NGAL) e classificada como uma nova

integrante da superfamilia das lipocalinas (KJELDSEN et al., 1993).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karasneh%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21957484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shukla%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21957484
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A NGAL, também chamada lipocalina 2 (Icn2) ou siderocalina (scn) é
constitutivamente expressa em mielocitos e neutrdfilos. Ela tem expressao
aumentada nas células epiteliais em condi¢cbes inflamatorias. Além das células
epiteliais pulmonares, brénquicas e coldnicas, a lipocalina também é expressada e
secretada peloshepatdcitos e células tubulares renais. As condi¢gBes patoldgicas que
induzem sua expressédo incluem: neoplasias, LUpus Eritematoso Sistémico, anemia,
gravidez, doenca renal cronica e, também, doencas cerebrovasculares e
cardiovasculares (BORREGAARD; COWLAND, 2006; KALOUSEK; ROSELOVA;
OTEVRELOVA, 2006; RUBINSTEIN; PITASHNY; PUTTERMAN, 2008; CRUZ et al.,
2012; MAKRIS et al., 2012).

O papel do NGAL nas neoplasias ainda € contraditério. Ha evidéncias de
gue sua acao seria pro-tumoral, como observado nas neoplasias malignas de mama,
estbmago, esbéfago e cérebro em humanos. A explicacdo estaria em suas funcdes
como carreador intracelular de ferro e como inibidor da protedlise pela
Metaloproteinase de Matriz 9 (MMP9). Em carcinomas da tiredide, o NGAL é
induzido de forma potente por NF- kB, que por sua vez estd envolvido no
crescimento tumoral e na ligacdo entre inflamacdo crénica e desenvolvimento de
neoplasias. Por outro lado, alguns estudos demonstraram a capacidade do NGAL
em inibir o fator pr6-neoplasico HIF-1 alfa, a fosforilacdo da FA-Quinase e a sintese
de VEGF, sugerindo que em algumas condicbes o mesmo possa ter efeito
antitumoral e antimetastatico em neoplasias de coélon, ovario e pancreas
(BOLIGNANO et al., 2010).

2.12.1 NGAL na Lesdo Renal

NGAL é rapida e massivamente induzida no néfron em resposta a leséo
do epitélio tubular renal, o queacarreta em desenvolvimento de ensaios laboratoriais
para detectar dano renal em humanos (SCHMIDT-OTT et al., 2006).

NGAL passa livremente pela filtragio da membrana glomerular e é
reabsorvida por endocitose no tubulo proximal. Portanto, a NGAL quando detectada
na urina é em sua maior parte produzida no néfron distal (HELANOVA et al., 2012).

Quando NGAL forma complexos triméricos com sideroforos e ferro, induz
a transicdo mesénquima-epitelial (ou formagé&o do néfron) no rim embridnico in vitro

e protege o rim adulto da lesdo por isquemia reperfusdo in vivo. Esses complexos
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podem compreender um mecanismo fisiopatolégico renoprotetor. Apesar da
estrutura NGAL-sideroforo-ferro so ter sido elucidada até entdo para sideréforos
sintetizados por bactérias, novas evidéncias sugerem a presenca de moléculas
mamiferas com estrutura similar a dos sideroforos (SCHMIDT-OTT et al., 2006).

O papel protetor estaria relacionado a regulagdo da apoptose por um
mecanismo ferro dependente (RUBINSTEIN; PITASHNY; PUTTERMAN, 2008).

A NGAL sobe no plasma e urina antes (de 2 a 48 horas) da creatinina e
mostra forte correlacdo com o seu aumento (DI GRANDE et al, 2009; MUSSAP et
al., 2010).

A baixa especificidade pela sua expressdo em diferentes condi¢des
morbidas, as diversas formas moleculares e a falta de padronizacdo dos
imunoensaios disponiveis para sua quantificacdo no plasma e urina limitam a
interpretacéo dos seus resultados (MAKRIS et al., 2012; GAGNEUX-BRUNON et al.,
2012).

Apesar disso, tem emergido como um promissor biomarcador da leséo
renal aguda devido cirurgia cardiaca, nefropatia por contraste, transplante renal,
sindrome hemolitico-urémica e sepse (DI GRANDE et al, 2009; ABASSI et al., 2011).

Alguns autores encontraram niveis 6timos para ponto de corte de NGAL
plasmatico entre 150 e 229 ng/mL (HAASE et al., 2009; PRABHU et al., 2010).

2.12.2 NGAL em Doencas Infecciosas

A andlise da estrutura cristalina da NGAL expressa a partir de cepas de E.
coli mostrou que NGAL tem habilidade de ligar-se a moléculas organicas chamadas
sideroforos, que funcionam como quelantes com alta afinidade para ferro e, portanto,
capazes de evitar a aquisicdo do ferro por bactérias que dependem dele para sua
sobrevivéncia (BORREGAARD; COWLAND, 2006).

E a primeira proteina de mamiferos conhecida que se liga
especificamente aos sideroforos (SCHMIDT-OTT et al., 2006).

Camundongos “knockout” para 24p3 (ortélogo do NGAL) tem
suscetibilidade aumentada a infecgcdo apos injecdo intraperitoneal da bactéria E.
Coli. Este defeito pode ser mimetizado através da oferta de ferro ligado a sideréforos

a camundongos do tipo selvagem, que por sua vez ndo pode ser sequestrado por
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NGAL, demonstrando o papel especifico da siderocalina como proteina da
imunidade inata quelante de sideréforos (BORREGAARD; COWLAND, 2006).

A producédo de NGAL é induzida de forma rapida e robusta na infeccao
por Klebsiella pneumoniae em camundongos, por uma via TLR4 dependente. A
lipocalina 2 parece ser um componente crucial na defesa imune de mucosas contra
bactérias patogénicas (CHAN et al., 2009).

A lipocalina, quando dosada no soro, € mais especifica e sensivel na
distincdo entre infeccbes bacterianas e virais do que a Proteina C Reativa (PCR).
Com ponto de corte de 155 ng/mL, os valores preditivos positivo e negativo para o
diagnostico de infeccBes bacterianas chegam a 92 e 96%, respectivamente,
superiores aos valores preditivos 6timos para PCR (XU; PAUKSEN; VENGE, 1995;
XU; VENGE, 2000).

Em 2012 foi feita uma comparacdo por ensaio imunoenzimatico entre as
concentracdes plasmaticas de NGAL em crian¢cas com infec¢des bacterianas graves,
criancas sem infeccdo bacteriana confirmada e controles saudaveis. As médias
foram 287, 128 e 62 ng/ml respectivamente (p < 0.05). Também comparou-se as
médias das concentracdes plasmaticas em nao-sobreviventes (306ng/ml) e
sobreviventes (211ng/ml), com significancia estatistica (p = 0,02) (IRWIN et al.,
2012).

Dentre uma analise de 88 liquidos céfalo-raquidianos de pacientes com
suspeita de meningite bacteriana, 58 foram considerados positivos. Houve
correlacdo estatisticamente significante entre a concentracdo de NGAL e as
contagens de polimorfonucleares e proteinas. Para o ponto de corte de 13 ng/mL, a
dosagem de NGAL no liquor foi capaz de diagnosticar meningites bacterianas com
sensibilidade e especificidade de 74,1 e 100% respectivamente (LIPPI et al., 2014).

Outro estudo, com pacientes em dialise peritoneal continua (CAPD),
demonstrou aumento dos niveis de NGAL no dialisado peritoneal nos trés primeiros
dias de peritonite ecorrelagdo com o aumento da contagem de neutrofilos. As
dosagens foram ainda maiores nos pacientes com culturas positivas para bactérias
gram-positivas ou gram-negativas (LEUNG et al., 2009).

Um estudo avaliou a capacidade da dosagem de NGAL no fluido
peritoneal em diagnosticar peritonites agudas nao-malignas, isoladamente ou
associada a dosagem da desidrogenase lactica (LDH). Foram avalliados 111 fluidos

peritoneais, dos quais 25 tinham contagem de leucécitos superior a 250/uL, critério
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laboratorial compativel com peritonite bacteriana. Neles, os niveis de NGAL foram
3,7 vezes superiores aos dos controles e a sensibilidade e especificidade isoladas
da NGAL foram, respectivamente, 96 e 75% com um valor de corte de 120 ng/mL.
Quando associado a dosagem da LDH no fluido, com valor de corte de 227 U/L, a
sensibilidade caiu para 77%, mas com aumento da especificidade para 95% (LIPPI
et al., 2013).

Em outro estudo, através de analise imunohistoquimica foi evidenciado
que na presenca da bactéria H. pylorii hA um aumento da expressao de NGAL nas
bases e colo das criptas da mucosa do estdbmago, de forma independente da
presenca ou nao de gastrite (p=0,04) (ALPiZAR-ALPIZAR et al., 2009).

A partir do exposto, surgiu a seguinte pergunta de partida: Quais 0s
mecanismos envolvidos na Lesdo Renal Aguda da Leptospirose?

Como hipoteses do estudo, tem-se: 1. A Lesdo Renal Aguda (LRA) é uma
complicagéo frequente na Leptospirose. 2. O dano endotelial renal contribui para a
LRA na Leptospirose. 3. O dano do glicocalice contribui para a LRA na Leptospirose.

4. O dano tubular contribui para a LRA na Leptospirose.



58

OBJETIVOS




59

3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a presenca de lesdo renal em um grupo de pacientes com
leptospirose; e estabelecer sua relacdo com a ocorréncia de lesdo endotelial, do

glicocélice endotelial e tubular.

Objetivos Especificos

Determinar a presenca de ledo renal aguda e classifica-la conforme
protocolo “Kidney Disease Improving Global Outcome (KDIGO), utilizando as

variagfes da creatinina sérica como parametro.

Verificar a relacdo entre a lesdo endotelial, representada pelos valores

do biomarcador sérico ICAM-1, e as variacOes da creatinina sérica.

Verificar a relacdo entre a lesdo do glicocélice endotelial, representada

pelos valores do biomarcador Sindecano-1, e as variacdes da creatinina sérica.

Verificar a relagcdo entre a lesdo tubular, representada pelos valores do

biomarcador NGAL, a presenca de leséo renal e as variacdes da creatinina sérica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de Coorte, observacional e analitico.

4.2 Caracterizacédo do local de estudo

Foram estudados pacientes clinicamente tratados no Hospital Geral de
Fortaleza (HGeF), Ceard, Brasil, com diagnostico laboratorial confirmado de

leptospirose pelo Laboratério Central do Estado do Ceara (LACEN-CE).

4.3 Critérios de incluséo e exclusao

Foram incluidos no estudo: Pacientes tratados no Hospital Geral de
Fortaleza (HGeF) com diagndstico de leptospirose confirmado laboratorialmente pelo
LACEN em 2011. Foram excluidos do estudo: Pacientes com menos de trés
registros de creatinina sérica em prontuario e pacientes sorologicamente negativos

para leptospirose.

4.4 Diagnostico da leptospirose

Foram realizados em todos os pacientes sorologia por IgM-Elisa (kit
PanBio) e Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT) com 19 diferentes sorovariantes
de Leptospiras. A Secretaria de Saude do Estado do Ceara colheu amostras de soro
de todos os sujeitos trés semanas apos a convalescenca. IgM-ELISA e MAT foram
executados, respectivamente, pelo Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN) e
pela FIOCRUZ.

Os casos positivos foram definidos como provavel (Titulos de MAT
maiores que 200 e menores que 800 em uma amostra de soro) ou confirmado
(aumento de quatro ou mais vezes nos titulos de aglutinacdo entre amostras de soro
da fase aguda e convalescenga, ou titulos maiores que 800 em uma amostra

isolada) conforme critérios laboratoriais do Centro para Controle e Prevencdo de
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Doencas (CDC) Norte-Americano. Outras doencgas infecciosas, como Hepatite A,

dengue e febre tifdide foram excluidas.

4.5 Populacéo de estudo

Neste estudo, foram avaliados militares envolvidos em um surto de
leptospirose. Durante quatro dias, 83 pessoas foram submetidas a atividades de
treinamento militar em uma area silvestre. Por motivos pessoais, trés militares
abandonaram a atividade antes de qualquer exposicdo no campo, restando apenas
80 militares.

Entre as atividades militares, aquelas que envolveram a maior exposi¢cao
de pele ou membranas mucosas a agua ou solo contaminado com Leptospiras
foram realizadas no segundo e terceiro dias de treinamento. Nestes dois dias,
atividades com imersdo em agua ou lama foram realizados, como transposi¢do de
cursos de agua e exercicios de “rastejo” rente ao solo. No rastejo, os militrares se
deslocaram rente ao solo Umido, apoiados sobre os antebracos e pernas, resultando
em imersdo em lama. Naguele local havia acimulo de agua parada, provavelmente
contaminadas com excretas de animais urbanos e silvestres, em funcdo dos altos
indices pluviométricos observados a época.

Dos 80 individuos expostos a Leptospira na execucdo destas atividades,
49 casos foram laboratorialmente confirmados como Leptospirose. Destes 49, trés
pacientes foram excluidos do estudo por ndo terem registros de pelo menos trés
dosagens distintas de creatinina plasmética. Restaram 46 pacientes que foram

incluidos na analise final.
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Figura 2 — Populacéo de estudo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O grupo de estudo foi comparado com um grupo controle composto por
14 individuos civis sadios sem histérico de leptospirose, ndo expostos ao campo de
2011, com faixa etaria semelhante a dos pacientes estudados.

Uma equipe de médicos militares foi responsavel por prestar cuidados
aos pacientes. Eles decidiram sobre a necessidade ou ndo de hospitalizacao,
solicitacdo de exames complementares e terapia antimicrobiana.

Sintomas e sinais encontrados ao exame fisico etestes laboratoriais de
rotina foram extraidos dos prontuarios médicos de forma retrospectiva. Amostras de
soro coletadas a primeira avaliacdo de cada paciente foram processadas e

armazenadas a -70°C para analises posteriores.

4.6 Coleta do material biolégico

Dos controles saudaveis foram coletados 3 mL de sangue, por puncao
venosa, utilizando tubos BD SST® Il Advance® com ativador de coagulo, que
acelera o processo de coagulacao, e gel separador para a obtencdo de soro apos a
centrifugacéo. As amostras de soro foram identificadas, aliquotadas e uma parte
congelada em freezer a -70°C. Os controles estavam com pelo menos 4 horas de

jejum antes da coleta do material.
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Para a coleta do material bioégico foram considerados a identificacdo da
amostra (Nome, idade, profissédo); o tempo de incubacdo (Tempo decorrido entre a
exposicao provavel e o primeiro sintoma).

Além disso, a Avaliacéo e Classificacdo da Lesao Renal Aguda. A Leséo
Renal Aguda (LRA) foi definida de acordo com os padrbes da iniciativa Kidney
Disease Improving Global Outcome (KDIGO). De forma resumida, alteracbes da
creatinina sérica (ASCr) durante o tratamento hospitalar foram calculadas e a LRA
era diagnosticada a partir de um aumento de 50% no seu valor basal, bem como no
caso de aumento superior ou igual a 0.3 mg/dL dentro de um intervalo de até 48h
entre as coletas.

Quanto a gravidade da leséo, foi classificada em estagio 1, quando o aumento
da creatinina sérica era limitado a 100% do valor basal. Em estagio 2, quando o
aumento correspondia a 101 a 200% do valor e em estagio 3, quando maior que
200%.

O valor basal foi considerado como o menor valor registrado durante o
acompanhamento hospitalar e a taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) foi
calculada através da férmula CKD-EPI. Adicionalmente, a diferenca entre a maior e
a menor SCr (ASCir) foi considerada um marcador de gravidade da LRA.

Foram utilizados para os métodos analiticos: ICAM-1, Sindecano-1 e NGAL.
Os trés biomarcadores foram quantificados através da técnica do ELISA (Enzyme-
linked immuno sorbent assay) sanduiche utilizando os kits comercialmente
disponiveis para Sindecano-1 da ABCAM Co. (Cambridge, MA, EUA), para ICAM-1
da INVITROGEN Co. (Frederick, MD, EUA), e para NGAL da BOSTER BIOLOGICAL
TECHNOLOGY Co., Inc. (Fremont, CA, EUA). Todos os exames foram realizados a
partir de amostras de soro. A técnica do ELISA sanduiche se baseia na
quantificacdo dos antigenos através de sua ligacdo com anticorpos especificos
adsorvidos na placa de 96 pocos (placa sensibilizada e fornecida pelo fabricante).
Foram seguidos os procedimentos de acordo com as normas do fabricante.

Também utilizouOse a Proteina-C reativa de alta sensibilidade (hs-PCR).
Determinados pelo método de imunoturbidimetria automatizado (Cobas C 111,
Roche®). Os valores de Creatinina Sérica, Hemoglobina, Leucometria,
Plaguetometria e Aminotransferases extraidos de registros de prontuario.

E, por fim, a Quantificacdo do Malonaldeido (MDA) sérico. O método

empregado para determinacdo do MDA em amostras biolégicas foi baseado na sua
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reagdo com acido tiobarbitlrico (TBARS). Nesta reacdo, duas moléculas de TBARS
reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um
cromoforo réseo que tem absorbancia maxima em solucdo acida 535 a 560 nm
(DRAPER; HADLEY, 1990).

4.7 Andlise estatistica

As andlises foram realizadas por meio do software SPSS para Windows
versao 19.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

As variaveis foram testadas para distribuicdo normal. Variaveis continuas
foram descritas como medianas e interquartis. Dados continuos foram comparados
pelo teste de Mann-Whitney. Dados categoéricos foram descritos como proporcdes e
comparados usando o teste exato de Fischer. As correlagbes foram realizadas
utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson. Duas analises de regressao linear
multipla foram realizadas para identificar os fatores independentes associados com
0s marcadores de lesdo renal aguda (ASCr and NGAL).

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes

para todas as comparagoes.

4.8 Aspéctos éticos da pesquisa

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital S&o José de Doencas Infecciosas sob parecer de n°: 783.272 (ANEXO A).
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5 RESULTADOS

Todos os individuos eram do sexo masculino, entre 18 a24 anos de idade,
com uma mediana de 21 [19 — 23] anos. Nenhum dos pacientes tinha
comorbidades.A taxa de filtracdo glomerular estimada basal era maior que 80mL/min
em todos os casos. Nos pacientes com LRA, a taxa de filtracdo glomerular estimada
basal foi definida como seu momento de melhor funcéo renal, com menor valor de
creatinina plasmatica, seja antes da lesdo ou ap0s sua recuperacao.

O caso indice relatou o inicio dos sintomas a partir de cinco dias apos a
exposicdo e o0s sintomas do ultimo acometido foram relatados 21 dias apés a
exposicdo. Os sintomas mais comuns foram cefaléia (98%), mialgia, febre e
prostracdo (96,1%), vémitos, diarreia,dor nas panturrilhas (30%) e dor abdominal

(17,1%). Os dados laboratoriais sdo apresentados na Tabela 1 a seguir.



Tabela 1 — Dados clinicos e laboratoriais em funcéo da lesao renal aguda.
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Grupo Todos os Pacientes Pacientes
Controle pacientes Valor (Leptospirose) (Leptospirose) Valor
(Eﬁpfsé,t(l)s) N=46 98P T semirA comLRA ~ 9€P
21.3+1.7 21.3 + 0.645 21.5+1.3 20.8+1.9 0.911
Idade (Anos) 17
TFG basal 104.1 + 102.6 £ 0.896 104.1+13.1 99.2+9.8 0.769
(mL/min/1,73m?) 10.2 12.5
Hemoglobina 13.1+1.7 11.7 0.011 115+ 3.4 12.0+0.9 0.596
(g/dL) 2.4
Leucdcitos 6.3+2.0 11.9+ <0.001 12.2+3.4 11.6+2.5 0.784
(células/mm?) 2.9
Plaguetometria 2126 + 1554+ <0.001 159.3+39.9 150.1 £40.8 0.573
(/uL) 26.4 39.1
Alanina 26.2+94 1069+ <0.001 113.9+4938 95.8+55.0 0.369
Aminotransferase 50.7
(U/L)
Creatinoquinase 729 % 1714+ <0.001 104.6+739 263.6+x815 0.062
(U/L) 28.1 57.2
hs-PCR (mg/d) 39+34 1%%.%1 <0.001 109.0%+66.1 111.1£58.3 0.940
Malondialdeido 35+18 95+2.7 <0.001 89+26 10.6 +2.6 0.081
ICAM-1 2349 + 483.1+ <0.001 4349+353 576.9+70.4 0.034
(mg/L) 24.4 31.7
Sindecano-1 21.2+79 73.7 + <0.001 415+11.7 112.1+454 0.021
(ng/mL) 15.9
NGAL (ng/mL) 32.3+9.7 13;92.21 <0.001 139.3+226 139.8 £22.0 0.952

LRA: lesdo renal aguda; TFG: taxa de filtracdo glomerular; hs-PCR: proteina C reativa de alta
sensibilidade; ICAM-1. molécula de adesao intercellular tipo 1; NGAL: lipocalina associada a

gelatinase de neutrdfilos; Significativo: p < 0,05.

Do total de 46 pacientes, 17 (36,9%) tinham anemia e 16 (34,8%)

apresentaram plaquetometria inferior aos limites da normalidade. Lesdo Renal

Aguda foi diagnosticada em 14 pacientes (30,4%), e todos tinham a forma menos

grave de lesdo renal pelo padrdo KDIGO (estagio 1) & exce¢do de um paciente,

classificado como estagio 2. Nenhum dos pacientes exteriorizou hemorragia

pulmonar. Todos foram tratados com Ceftriaxona.

Pacientes com leptospirose tinham niveis séricos mais elevados de ICAM-

1 (483,1 + 31,7 vs. 234,9 + 24,4 mg/L; p < 0,001) e de Sindecano-1 (73,7 + 15,9 vs.

21,2+ 7,9 ng/mL; p <0,001) do que controles expostos sem leptospirose (Tabela 1).
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N&o foi observada correlacdo significativa entre ICAM-1 ou Sindecano-1
com os niveis de proteina C reativa de alta sensibilidade (hs-PCR), Malondialdeido

(MDA), niveis de hemoglobina, creatinoquinase (CK) ou plaguetometria (Tabela 2).

Tabela 2 — Correlacédo entre marcadores de lesdo renal e endotelial e outros parametros laboratoriais.

ICAM-1 Sindecano-1
Coeficiente de Coeficiente de
Parametro Laboratorial correlacéo de p correlacéo de p
Pearson Pearson

Hemoglobina 0,086 0,676 -0,087 0,673
Leucocitos 0,005 0,979 0,167 0,414
Plagquetometria 0,035 0,864 -0,082 0,689
Creatinoquinase (CK) -0,002 0,994 -0,026 0,867
Va”%gjﬁc‘;a&sr%af)i”i”a 0,388 0,016 0,416 0,009
NGAL 0,309 0,059 0,469 0,003
hs-PCR 0,128 0,444 0,184 0,269
Malondialdeido 0,169 0,309 0,094 0,573

hs-PCR: proteina C reativa de alta sensibilidade; ICAM: molécula de adeséo intercelular; NGAL:

lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos; Significativo: p < 0,05.

Pacientes com LRA induzida pela Leptospirose apresentaram niveis
elevados de Sindecano-1 (112,1 + 45,4 vs. 41,5 + 11,7ng/mL, p=0,021) e ICAM-1
(576,9 + 70,4 vs. 434,9 + 35,3, p=0,034) quando comparados aos pacientes com
Leptospirose sem LRA (Gréfico 3).
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Gréfico 3 — Dosagem de Sindecano-1 e ICAM-1 por grupos.
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Fonte: elaboragéo do autor.
Colunas: Sindecano-1; Linha tracejada: ICAM-1.
Houve correlacdo significativa entre os niveis séricos de ICAM-1 e
Sindecano-1 (r = 0,629, p < 0,0001).
Também verificou-se importante associacdo entre Sindecano-1 e ICAM-1
com variagcbes da Creatinina Plasmatica, tanto em valores absolutos quanto

relativos, em relagéo a Creatinina Plasmatica basal (Tabela 2 e Grafico 4).
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Gréficos 4 e 5 — Correlagdo entre Sindecano-1 e variagdo da Creatinina Sérica e entre Sindecano-1 e
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NGAL obteve valores semelhantes nos pacientes de leptospirose com ou
sem LRA (139,8 + 22,0 vs. 139,3 + 22,6; p = 0,952) (Tabela 1) e ndo houve

associacao significativa entre NGAL e ASCr.

Apesar de nao se identificar correlacdo entre NGAL e a presenca de LRA,

houve correlacao positiva entre Sindecano-1 e NGAL (r = 0,469, p = 0,003) (Tabela

2 e Gréfico 5).

Gréficos 6 e 7— Correlacéo entre ICAM-1 e variacdo da Creatinina Sérica e entre ICAM-1 e NGAL.
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Identificou-se uma tendéncia de correlagdo positiva entre ICAM-1 e
NGAL (r = 0,309, p = 0,059) (Tabela 2 e Gréfico 7).

Na exploracdo da associacdo entre Sindecano-1, ICAM-1 e leséo renal,
modelos de analise de regressao linear multivariada foram aplicados para avaliar a
associacdo independente entre estes marcadores e o0s valores da variagdo da
Creatinina Sérica (ASCr) e de NGAL.

Nesses modelos foram incluidas todas as variaveis potencialmente
associadas com LRA na Leptospirose: status infamatoério (leucometria e hs-PCR),
estresse oxidativo (MDA), rabdomidlise (CK), enzimas hepaticas séricas e contagem

de plaquetas.

Tabela 3 — Analise Multivariada.

Variavel Coeficiente B Valor de P
Variavel dependente: ASCr
Sindecano-1 (ng/mL) 0,682 0,021
ICAM-1 0,560 0,032
Hemoglobina (g/dL) 0,077 0,793
Leucdcitos (x103/mm3) -0,224 0,479
Plaquetometria (x103/mm3) -0,729 0,484
Alanina Aminotransferase (U/L) -1,550 0,160
Creatinoquinase (U/L) 1,095 0,305
hs-PCR 0,145 0,613
Malondialdeido -0,043 0,893
Variavel dependente: NGAL
Sindecano-1 (ng/mL) 0,600 0,034
ICAM-1 0,480 0,047
Hemoglobina (g/dL) -0,102 0,738
Leucdcitos (x103/mm3) 0,145 0,683
Plaquetometria (x103/mm3) 0,234 0,444
Alanina Aminotransferase (U/L) -0,097 0,730
Creatinoquinase (U/L) 0,432 0,108
hs-PCR -0,101 0,712
Malondialdeido 0,149 0,629

hs-PCR: proteina C reativa de alta sensibilidade; NGAL: lipocalina associada a gelatinase de

neutrdfilos; ASC: Variagédo da creatinina sérica. Significativo: p < 0,005.

Mesmo com a inclusdo de todas as variaveis, Sindecano-1 e ICAM-1

permaneceram associados de forma independente ASCr e NGAL (Tabela 3).
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6 DISCUSSAO

Os pacientes foram selecionados a partir de um surto de leptospirose
entre militares que aconteceu no nordeste brasileiro em 2011, o que fortalece o
estudo em dois aspectos: o grupo de pacientes era bastante homogéneo (mesmo
sexo, mesma faixa etaria e auséncia de comorbidades). Como todos os individuos
expostos foram submetidos a avaliagdo clinica e laboratorial, ndo houve viés de
selecdo em relacédo a gravidade da doenca. Apesar de todos terem sido submetidos
ao mesmo tipo de exposicdo, a carga de inoculagdo de Leptospiras nao foi
necessariamente similar e presenca e intensidade de lesGes traumaticas no
tegumento pode ter influenciado a taxa de ataque.

Nenhum paciente, neste estudo, apresentou a forma grave da doenca.
Todos apresentaram formas brandas de leptospirose. De acordo com a definicdo de
leptospirose grave (presenca de pelo menos um dos seguintes critérios: leséo renal
aguda com indicacdo de terapia de substituicdo renal, choque tratado com drogas
vasoativas, hemorragia alveolar, sangramento que exija reposicdo volémica com
hemoderivados, insuficiéncia respiratéria com necessidade de ventilacdo mecanica
ou morte durante a internag&o hospitalar) (TUBIANA et al., 2013).

Para caracterizacdo da lesdo renal aguda utilizamos o padrdo KDIGO,
sensivel e validado em diversos estudos para predicdo de desfecho clinico. Entre os
individuos estudados, aproximadamente 30% (14) desenvolveram algum grau de
LRA, sendo 13 no estdgio 1 e apenas um individuo no estagio 2. A literatura
descreve lesdo renal aguda em 44% a 67% dos pacientes com leptopirose
(SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003). Essa diferenca,
provavelmente, explica-se pela auséncia de viés de selecdo: neste estudo todos os
infectados foram avaliados. Em estudos retrospectivos hospitalares casos
subclinicos que ndo chegam ao hospital ndo sdo incluidos. Além disso todos os
pacientes eram jovens, previamente saudaveis com doenca leptospirética branda.

Nesta pesquisa, pela primeira vez, os biomarcadores de lesdo endotelial,
foram estudados, em humanos com leptospirose. Encontrou-se importante
associacdo entre lesdo endotelial, sobretudo do glicocalice, com presenca e
gravidade da leséo renal. Houve correlacdo tanto com a reducgéao da taxa de filtracao
glomerular (representada pela ASCr) quanto com marcadores de lesdo tubular
proximal (NGAL).
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Embora seja reconhecido o potencial da leptospirose em induzir
inflamac@o vascular, poucos estudos avaliaram o papel do endotélio na
fisiopatologia da doenca. O dano endotelial capilar causado pela leptospirose foi
descrito ha quase quatro décadas, sendo considerado fator mais importante para os
sangramentos do que os distibios de coagulacdo (JAROONVESAMA,
VIRANUVATTI, CHAROENLARP, 1975).

Em um estudo experimental classico foi demonstrado edema endotelial e
trombose microvascular em porcos-da-india infectados por leptospira. Em nivel
celular, reticulos endoteliais e mitocéndrias estavam aumentados, além de juncdes
abertas, como lesdes iniciais, com progressao para necrose endotelial (DE BRITO,;
BOHM; YASUDA, 1979).

Um grupo de pesquisadores descreveu em 2007 que uma proteina de
membrana externa de Leptospira ativa células endoteliais in vitro, fendmeno
observado previamente em outras espiroquetas: Borrelia sp. e Treponema sp. O
gene LIC10365 foi clonado para expressar a sua proteina recombinante em cepas
de Escherichia coli. A seguir, culturas de Células Endoteliais de Veias Umbilicais
Humanas (HUVEC) foram expostas a esta proteina, que ativou o endotélio e induziu
a expressdo de ICAM-1 de forma dose-dependente. A proteina codificada por
LIC10365 também foi identificada em animais durante infecgdo experimental por
Leptospira interrogans (VIEIRA et al., 2007).

Aumentos na expressao de ICAM-1 sdo observados na lesdo aguda do
endotélio renal induzido por diversos mecanismos, como isquemia-reperfusdo
(BONVENTRE; ZUK, 2004; GOLIGORSKY et al.,, 2010); cisplatina (KELLY et al.,
1999) e mercurio (GHIELLI et al., 2000).

Neste trabalho a leptospirose elevou os niveis de ICAM-1 soluvel in vivo
em relacdo aos controles saudaveis (p=0,011). Pacientes com leptospirose e LRA
apresentaram niveis ainda mais elevados do que aqueles sem LRA (p=0,034)
(Figura 3).

Apesar de também se elevar em outras condi¢cdes além da LRA, como
hiperglicemia (PARK et al.,, 2000), hiperlipidemia (HATTORI et al., 1999),
hiperinsulinemia (OKOUCHI et al., 2002) doenca renal, cardiovascular e
cerebrovascular em diabéticos (FASCHING et al., 1996; KAWAMURA et al., 1998/
GASIC et al., 1999; KADO; NAGATA, 1999; LIM et al., 1999; CLAUSEN et al., 2000;
BECKER et al., 2002; GULER et al., 2002; WU; DEATH; YUE, 2004), nosso grupo
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de pacientes era previamente higido, sem qualquer comorbidade reconhecida. Este
ponto simplifica e fortalece a interpretagdo dos valores de ICAM-1 encontrados nos
pacientes com leptospirose.

O Sindecano-1 é um dos principais componentes do glicocalice endotelial
e a clivagem de seus dominios extracelulares libera sua forma solavel no plasma
(GOTTE, 2003; SAVERY et al., 2013). Sua imunoexpresséo, liberacdo do glicocélice
e niveis séricos aumentam em condic¢des inflamatdrias ou que cursam com leséo do
glicocédlice endotelial, como na terapia hemodialitica crénica (DAY et al., 1999;
PRINCIPI et al., 2006; BARTLETT; HAYASHIDA,; PARK, 2007; VLAHU et al., 2012;
PALAIOLOGOU; DELLADETSIMA; TINIAKOS, 2013; ZHANG et al., 2013).

Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a descrever a lesdo do
glicocélice endotelial na leptospirose humana. Os niveis séricos de Sindecano-1 em
pacientes com leptospirose foram mais elevados do que em controles saudaveis (p
=<0,001; tabela 1 e figura 3). Nos pacientes com LRA induzida pela leptospirose, 0s
niveis de Sindecano-1 foram ainda maiores do que nos pacientes com leptospirose
sem LRA (p=0.021) (Tabela 1 e Figura 3). Mais interessante € o fato de que tais
alteracdes puderam ser observadas mesmo na forma mais branda da leptospirose.

A migracao da Leptospira para os tecidos do hospedeiro envolve a sua
adesdo e saida dos vasos. Recentemente foi descrita a adesdo da Leptospira as
Caderinas do endotélio vascular (EVANGELISTA et al., 2014.), cuja importancia
reside na manutencdo das propriedades da barreira bascular. A adesdo da
Leptospira a vasculatura mediada pelas Caderinas pode resultar em dano vascular,
facilitando o escape do patégeno da corrente sanguinea para uma variedade de
tecidos. Podemos especular que as lesdes do glicocélice e do endotélio ocorram
durante esta translocacéo; e que os biomarcadores endoteliais sejam marcadores da
gravidade da doenca nos rins e em outros 0rgaos.

Essas especulacdes estdo de acordo com os achados de outros
pesquisadores, de que a partir da adesdo das leptospiras patogénicas as células
endoteliais, ha ruptura da integridade das camadas celulares (a microscopia) e
consequente comprometimento de sua funcdo de barreira, promovendo a
disseminacdo do patégeno e contribuindo para as manifestacdes da doenca
(MARTINEZ-LOPEZ; FAHEY; COBURN, 2010).

Alternativamente, podemos supor que a lesdo do glicocalice e do

endotélio ocorram antes da adesao e translocacdo da espiroqueta, favorecendo a
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disseminagcdo do patdégeno. Essas hipoteses ndo podem ser testadas a partir da
nossa pesquisa, devido ao desenho do estudo.

A significativa correlacdo encontrada entre os niveis séricos de ICAM-1 e
Sindecano-1 (r=0,629, p <0,0001) caracteriza a lesdo endotelial e de seu glicocélice
na leptospirose, mas em virtude do desenho de nosso estudo, estas hipoteses ndo
podem ser exploradas.

Os orgaos mais gravemente afetados na leptospirose sao os rins, figado e
pulmbes. Na populacdo do estudo, nenhum paciente teve manifestacdes
pulmonares ou faléncia hepatica, mas quase todos tiveram elevacfes moderadas de
enzimas hepéticas e aproximadamente 30% apresentaram Lesdo Renal Aguda
pelos critérios KDIGO. Exceto um paciente apresentou a forma mais branda de LRA
e teve correlacdo positiva entre Sindecano-1 e ICAM-1 com as variacfes da
creatinina sérica (ASCr).

Esse achado corrobora com a participagcdo da ativacdo e lesdo do
endotélio na fisiopatologia da Lesdo Renal Aguda da Leptospirose. Ressalta-se que
a Leptospira afeta principalmente as células dos tubulos renais proximais apos
transmigracdo através da rede capilar peritubular. Sendo assim, para melhor
esclarecer essa associacdo, mensurou-se o marcador renal que € mais especifico
para a lesdo tubular proximal (NGAL) e se identificou correlacdo positiva apenas
com Sindecano-1.

Apoés utilizar varios achados laboratoriais como controles, Sindecano-1
(mas ndo ICAM-1) manteve associacdo com a gravidade da LRA. Logo, atenta-se
para a potencial participacdo, ainda ndo explorada, do glicocalice endotelial na LRA
associada a Leptospirose. Somente dois estudos avaliaram niveis séricos de
Sindecano-1 em pacientes com doencga renal. No primeiro, pacientes em terapia de
substituicdo renal de manutencéao (hemodialise) tinham niveis de Sindecano-1 mais
elevados do que os controles (VLAHU et al., 2012). O outro estudo foi capaz de
excluir qualquer efeito acumulativo de Sindecano-1 na circulagdo em funcdo da
reducdo do clearance renal (PADBERG et al., 2014). Portanto, é improvavel que a
reducdo isolada da TFG seja responsavel pelo incremento nos niveis séricos de
Sindecano-1.

Embora ndo fosse o foco principal, ressalta-se a auséncia de correlagéo
entre NGAL e LRA, refutando resultados de estudos anteriores.
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Ja foi demonstrada a elevagdo dos niveis séricos de NGAL em uma
variedade de condi¢Bes, como lUpus eritematoso sistémico, peritonites infecciosas,
gravidez, doenca renal crénica, anemias, neoplasias, doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares. Também ¢é util para o diagnostico diferencial de infeccbes
bacterianas (XU; PAUKSEN; VENGE, 1995; XU; VENGE, 2000; KALOUSEK;
ROSELOVA; OTEVRELOVA, 2006; RUBINSTEIN; PITASHNY; PUTTERMAN, 2008;
CRUZ et al., 2012; IRWIN et al., 2012; MAKRIS et al., 2012; LIPPI et al., 2013).
NGAL se eleva no plasma até 48 horas antes da creatinina e se correlaciona ao seu
aumento (DI GRANDE et al, 2009; MUSSAP et al., 2010).

Embora ndo se tenha encontrado, neste trabalho, correlagédo entre as
elevacOes de NGAL e a LRA, do total de 46 pacientes com leptospirose com e sem
LRA, 33 (71,73%) tinham niveis séricos de NGAL superiores a 135 ng/mL. As
pesquisas com NGAL utilizaram pontos de corte que variaram de 120 e 229 ng/mL.
Um trabalho encontrou médias de NGAL plasmatica de 287, 128 e 62 ng/ml,
respectivamente, em grupos de criancas com infec¢des bacterianas graves, criangas
enfermas sem confirmacao de infec¢do bacteriana e controles saudaveis (HAASE et
al., 2009; IRWIN et al., 2012; LIPPI et al.,, 2013; PRABHU et al.,, 2010; XU,
PAUKSEN; VENGE, 1995 ; XU; VENGE, 2000).

E possivel que a Leptospirose promova elevacdes da NGAL plasmatica
independentemente da ocorréncia de LRA, tornando-a menos util na diferenciacao
entre pacientes com e sem LRA, em especial nos estagios iniciais.

Apoiam essa hipétese, a correlacdo positiva obtida entre NGAL e
Sindecano-1 (r = 0,469, p = 0,003) e a tendéncia de correlacdo positiva entre NGAL
e ICAM-1 (r = 0,309, p = 0,059).

A producdo de NGAL ¢é induzida de forma rapida e robusta na defesa
imune contra bactérias patogénicas por uma via dependente do receptor ‘Toll-like’
tipo 4 (TLR4). Parece atuar ligando-se e tornando inativos os sideroforos bacterianos
(quelantes com alta afinidade para ferro), impedindo a obtencdo de ferro por
bactérias (BORREGAARD; COWLAND, 2006; CHAN et al., 2009). Porém, o TLR4
monocitico humano parece incapaz de ser ativado por lipopolissacarideos (LPS) de
leptospiras (WERTS et al.,, 2001; LEE et al., 2002; QUE-GEWIRTH et al., 2004,
NAHORI et al., 2005), o que poderia também limitar as elevacdes da NGAL
plasmatica na leptospirose.
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A Lesdo Renal Aguda na leptospirose também € associada a outros
parametros clinico-laboratoriais, como plaguetopenia (RAOULT et al., 1983) e
rabdomidlise (COURSIN; UPDIKE; MAKI, 2000) . Nao conseguimos demonstrar
essas associacfes , possivelmente, pela baixa gravidade das Lesbes Renais
Agudas encontradas em nossos pacientes.

Entre as limitagbes do estudo, tem-se: primeiramente, que embora
tenhamos medido biomarcadores de endotélio e glicocalice na primeira avaliacao
meédica, alguns pacientes ja apresentavam naquele momento algum grau de leséo
renal ou queda da taxa de filtracdo glomerular, tornando dificil estabelecer uma
relacdo causal entre o dano endotelial e a Lesdo Renal Aguda. A segunda limitacao
refere-se ao fato de que todos os pacientes, a excecdo de um, apresentaram a
forma mais branda de Lesdo Renal Aguda e poderiamos, portanto, supor que as
associacOes descritas seriam mais fortes em casos com lesdo renal de maior

gravidade, mas trata-se apenas de especulagao.
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7 CONCLUSOES

Em jovens previamente saudaveis, do sexo masculino, com Leptospirose
a incidéncia de Lesdo Renal Aguda foi de 30% (14 pacientes) segundo o protocolo
“Kidney Disease Improving Global Outcome” (KDIGO) e apenas um individuo
apresentou classificagéo estagio 2, tendo os demais classificacao estagio 1.

Nesse grupo homogéneo, a elevacdo dos niveis séricos de
biomarcadores de lesdo do endotélio (ICAM-1) e, principalmente, do glicocélice
(Sindecano-1), esta relacionada a ocorréncia de Lesdo Renal Aguda, mesmo na sua
forma mais branda.

N&o foi encontrada diferenca significativa nos valores de NGAL nos
grupos com e sem lesdo renal aguda, embora tenhamos identificado correlacéo

positiva entre NGAL e Sindecano-1.
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Niamero do Parecer: 783272
Data da Relatoria: 29/08/2014

Apresentagio do Projeto:

E um estudo observacional, analitico e transversal gue foi realizado de junho de 2011 a agosto de 2011 &
tem como objetivo valiar a associago entre a presenca e a severidade de lesio renal em pacientes com
leptospirose e os niveis de biomarcadores que representam a lesdo tubular, endotelial ou do glicocalice.
Determinar a prevaléncia e classificar a les@o renal aguda de acordo com o protocolo “Kidney Disease
Improving Global Qutcome (KDIGO. Estabelecer a relagio entre esta classificagdo e o nivel de lesdo tubular
proximal, estimado pelos valores do biomarcador Lipocalina Associada a Gelatinase de Meutrofilos — WGAL.
Estabelecer a relacdo entre esta classificacdo e o nivel de lesdo endotelial, estimado pelos valores do
biomarcador ICAM-1_ Estabelecer a relago entre esta classificaco e o nivel de lesfio do glicoeilice
endotelial, estimado pelos valores do biomarcador Syndecan-1.

Mosso estudo avaliara pacientes de um surto de leptospirose ocorrido entre militares no Brasil em 2011
guanto @ prevaléncia de lesdo renal aguda e sua severidade, relacionando esta lesdo és dosagens de
biomarcadores de lesdo tubular renal (NGAL), lesdo endotelial (ICAM-1) & do glicocalice (Syndecan-1). A

lesdo renal aguda sera definida de acordo com consenso internacional (KDIGO).
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a associagdo enfre a presenca e a severidade de lesdo renal em pacientes com leptospirose e os
niveis de biomarcadores gque representam a lesao tubular, endotelial ou do glicocalice.

Objetivo Secundario:

1. Determinar a prevaléncia e classificar a lesdo renal aguda de acordo com o protocolo *Kidney Disease
Improving Global Qutcome (KDIGO)® 2. Estabelecer a relagdo entre esta classificagBo e o nivel de lesdo
tubular proximal, estimado pelos valores do biomarcador Lipoecalina Associada &4 Gelatinaze de Meutrdfilos —
MGAL. 3. Estabelecer a relago enfre esta classificagdo e o nivel de lesdo endotelial, estimado pelos valores
do biomarcador ICAM-1.4. Estabelecer a relago entre esta clazsificagdo e o nivel de lesfo do glicocalice

endotelial, estimado pelos valores do biomarcador Syndecan-1.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esse trabalho apresenta risco minimo pois todas as amostras de soro dos casos de leptospirose ja se
encontravam armazenadas por terem sido colhidas com finalidade clinica: diagnostico eticlégico e
acompanhamento do tratamento. Apenas as coletas dos quinze controles saudaveis serdo realizadas com
finalidade de pesguisa cientifica. O restante dos dados serd proveniente do estudo retrospectivo dos
prontudrios e resultados arguivados de dosagens laboratoriais. O anonimato sera mantido para evitar a
exposigdo dos pacientes em estudo.

Beneficios:

A oportunidade impar de estudar em um grupo homogéneo de jovens humanos saudaveis a performance de
novos biomarcadores de lesao tubular, endotelial & glicocalix em casos de leptospirose, na sua capacidade
de predizer a lesdo renal aguda, bem como aprofundar nosso conhecimento sobre a patogénese da lesdo
renal e vascular na leptopsirose, que sdo o= principais mecanizmos de morte (insuficiéncia renal e

hemorragia pulmonar) nesta zoonose de elevado potencial de gravidade e distribuigﬁo mundial.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Serdo revisados os prontuarios e resultados de exames laboratoriais referentes aos pacientes atendidos por
ocasifo do surto de leptospirose ocorrido em julho de 2011. Sinais e sintomas, bem como exames
laboratoriais de rotina ser@o extraidos de forma retrospectiva dos registros médicos.Amostras de soro
inicialmente coletadas, foram processadas e armazenadas para analises posteriores, ja que & época nao

havia definicdo da eticlogia do surto. Anemia foi definida como
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niveis de hemoglobina inferiores a 12g/dL, & plaguetopenia como niveis de plaguetometria inferiores a
150x103/L. Quinze jovens saudaveis serdo utilizados como controles para determinagﬁo dos niveis normais
dos biomarcadores endoteliais.

Critéric de Inclusio:

Serdo incluidos todos os pacientes do surto de leptospirose de Maranguape em junho-agosto de 2011, com
registro em prontudrios médicos de dosagens de creatinina sérica e sintomatologia naguele periodo, & que
tenham sorologia lgM-Elisa efou MAT positives para leptospiroze.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

De acordo com as pendéncias anteriores do projeto, foram apresentados os seguintes termos e
declaragdes:

- Incluido TCLE dos sujeitos do grupo controle.

- Cronograma atualizado

- Informe o namero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou gue sofrerdo algum tipo de
intervengdo neste centro de pesquisa: 46

- Utilizardo as seguinte informagdes |dentificagdo: Idade, Profisséo, Prontuaric Tempo de doenga e
classificagSo de sintomas, hemograma completo, Bioguimica (Uréia, Creatinina, Na, K, Cl, P, Ca, TGO e
TGP, Bilirrubina total e fragcdes. Testes com biomarcadores especificos ICAM-1 & Syndecan-1.

- Incluida Declarag@o de auséncia de dnus financeiro do Hospital S&o José e do Hospital Geral de Fortaleza

- Declaragdo de participac3o dos pesquisadores incluida.

Recomendagdes:
Como ndo foi solicitade TCLE do grupe de pacientes com Leptospirose ndo podera haver correlacio entre
dados laboratoriais e clinico-epidemiologicos a fim de garantir o sigilo dos mesmos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
As pendéncias antericres foram adequadamente corrigidas através das novas declaragdes e documentacio
do pesquizador apresentadas ao CEP. Portanto, consideramos ¢ trabalho aprovado. Recomendamos o

envio de relatorio para o Cep apos 6 meses da sua aprovagdo.

Situagio do Parecer:

Aprovado
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