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RESUMO

A leptospirose é uma doenca negligenciada que, apesar de avancos na identificacéo
e manejo, persiste com taxas relevantes de morbimortalidade. A deteccdo precoce
dos fatores de gravidade nesses pacientes € crucial para direcionar os cuidados
necessarios. Os objetivos principais deste trabalho foram desenvolver um escore
admissional preditor de Obito na leptospirose grave e investigar a correlagdo com os
novos biomarcadores de dano renal e endotelial. Método: Para construcdo do escore
preditor de mortalidade intra-hospitalar, dados de 295 pacientes internados por
leptospirose foram analisados retrospectivamente e, com o0 uso do machine learning,
foram criados modelos em uma coorte de derivacdo. Para avaliagdo dos
biomarcadores e correlagdo com o novo escore, 0 estudo foi prospectivo e avaliou
casos consecutivos de leptospirose admitidos nos trés hospitais terciarios de
Fortaleza de fevereiro de 2017 a abril de 2023. Amostras de sangue e urina foram
coletadas na admissao hospitalar para quantificar os biomarcadores de leséo, renais
(MCP-1, NGAL sérico e urinario e FGF-23) e endoteliais (ICAM-1, VCAM-1,
Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, Sindecan-1 e VWF-A2). Resultados: Para
construcdo do escore, a ferramenta Lasso foi selecionada para andlise de regresséo,
pois demonstrou melhor precisdo para prever mortalidade na amostra [area sob a
curva (AUC-ROC) = 0,776]. Um escore de previsdao baseado na equac¢do do modelo
Lasso foi realizado e nomeado LeptoScore. Entdo, para simplificar o modelo preditor
inicial, um novo escore foi construido atribuindo pontos aos parametros com maiores
coeficientes de importancia. O escore simplificado, denominado QuickLepto, possui
cinco variaveis (idade > 40 anos; letargia; alteracdes pulmonares; pressao arterial
média < 80 mmHg e hematdcrito < 30%) e mostrou bom valor preditivo (AUC-ROC =
0,788). Na amostra prospectiva, 44 pacientes foram incluidos, 81,8% eram homens,
a média de idade foi de 40,8 + 16,9 anos e 9,1% evoluiram para Obito. Na avaliacédo
das correlagdes entre o novo escore, QuickLepto, e os biomarcadores de gravidade
dosados na admissdo hospitalar, todo o perfil endotelial estudado com VCAM-1 (r=
0,507, p <0,001), ICAM-1 (r= 0,311, p=0,040), sindecan-1 (r= 0,331, p= 0,028) e Ang-
2 (r=0,442, p=0,003) mostrou correlagéo significativa e positiva, exceto a Ang-1. Na
analise dos parametros relacionados a coagulacéo, o biomarcador endotelial VWF-A2
foi o Unico que evidenciou correlacdo significativa com o escore preditor (r= 0,417,
p=0,005). As plaquetas, TAP e TTPA nao apresentaram associagao significativa. No
perfil renal, o NGAL sérico, também apresentou correlacdo positiva com significancia
estatistica (r= 0,388, p=0,009). N&o foi observada associacao com creatinina, FGF-23
sérico bem como NGAL urinario e MCP-1. Concluséo: O novo sistema de pontuacéo,
QuickLepto, é uma ferramenta simples e préatica para predizer mortalidade em
pacientes com leptospirose na admisséo hospitalar. O biomarcador renal NGAL sérico
e os endoteliais ICAM-1, VCAM-1, sindecan-1, Ang-2 e VWF-A2 podem ser Uteis na
predicdo de Obito relacionado a leptospirose grave bem com no direcionamento das
intervencdes clinicas precoces, visando reduzir este desfecho.

Palavras-chave: Leptospirose. Biomarcadores. Machine Learning. Mortalidade.



ABSTRACT

Leptospirosis is a neglected disease that persists with relevant morbidity and mortality
rates despite advances in identification and management. Early detection of severity
factors in these patients is crucial to point out the necessary care. The main objectives
of this work were to develop a predictor score of death in severe leptospirosis and to
investigate the correlations between this and the new biomarkers of renal and
endothelial damage. Method: Data from 295 hospitalized patients for leptospirosis
were retrospectively analyzed to build the mortality predictor score which was
eventually created in a derivation cohort by using machine learning models. For the
study of biomarkers and its associations with the new score, the study was prospective
and evaluated consecutive cases of leptospirosis admitted to the 3 tertiary hospitals in
Fortaleza from February 2017 to April 2023. Blood and urine samples were collected
upon hospital admission to quantify the biomarkers of severity, renal (MCP-1, serum
and urinary NGAL and FGF-23) and endothelial (ICAM-1, VCAM-1, Angiopoietin-1,
Angiopoietin-2, Syndecan-1 and vVWF-A2). Results: To construct the score, Lasso was
selected for regression analysis, as it demonstrated better accuracy in predicting
mortality in the sample [area under the curve (AUC-ROC) = 0.776]. A prediction score
based on the Lasso coefficients was performed and named LeptoScore. To simplify
the initial predictive model, a new score was constructed by assigning points to the
parameters with greater values of importance. The simplified score, called QuickLepto,
has five variables (age > 40 years; lethargy; pulmonary alterations; mean arterial
pressure < 80 mmHg and hematocrit < 30%) and showed good predictive value (AUC-
ROC =0.788). In the prospective sample, 44 patients were included, 81.8% were men,
the mean age was 40.8 + 16.9 years and 9.1% died. The correlations between the new
QuickLepto score and the severity biomarkers measured at hospital admission have
shown that the entire endothelial profile studied with VCAM-1 (r= 0.507, p <0.001),
ICAM-1 (r=0.311, p=0.040), syndecan-1 (r= 0.331, p=0.028) and Ang-2 (r=0.442, p=
0.003) showed significant and positive correlation, except for Ang-1. In the analysis of
coagulation-related parameters, the vVWF-A2 biomarker was the only one that showed
a significant correlation with the predictor score (r= 0.417, p=0.005). Platelets, TAP
and APTT showed no significant association. In the renal profile, serum NGAL also
showed a positive correlation with statistical significance (r= 0.388, p=0.009). No

association was observed with creatinine, serum FGF-23 and MCP-1 and urinary
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NGAL. Conclusion: The new scoring system, QuickLepto, is a simple and useful tool
to predict mortality in patients with leptospirosis at hospital admission. The serum
NGAL renal biomarker and the endothelial biomarkers ICAM-1, VCAM-1, syndecan-1,
Ang-2 and VWF-A2 may be helpful to predict death related to severe leptospirosis as

well as to guide early clinical interventions aimed at reducing this outcome.

Keywords: Leptospirosis. Biomarkers. Machine Learning. Mortality.
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1 INTRODUCAO

7

A leptospirose é uma das principais zoonoses com distribuicdo global,
entretanto permanece dentre as doencas negligenciadas e, comumente, os dados de
morbimortalidade s&o subestimados (COSTA et al.,, 2015). Tradicionalmente, a
doenca é endémica nos paises tropicais onde as condi¢cbes climaticas e
socioeconbmicas favorecem a exposicdo humana ao contato com urina e agua
contaminada por ratos, que Sao 0s principais vetores, pois abrigam nos tibulos renais
0s reservatorios para propagacao da Leptospira (PAPAS et al., 2008).

Estima-se que a leptospirose seja causa de mais de 1 milhdo de casos e
aproximadamente 50000 mortes por ano (COSTA et al., 2015). No Brasil, conforme o
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagcdo (SINAN) atualizado em marcgo de
2023, foram notificados, em 2022, 3.084 casos e 310 o6bitos. No Cear4, no mesmo
periodo, foram registrados 98 casos e 9 6bitos, portanto, a taxa de letalidade encontra-
se em torno de 10% (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

O quadro clinico € varidvel, muitas vezes, o0s sintomas iniciais séo
inespecificos 0 que contribui para baixa suspeicao clinica e subnotificacdo destes
casos. A apresentacdo € marcada por uma sindrome febril com amplo espectro de
sintomas associados desde casos leves com a mialgia e cefaleia até quadros graves
caracterizados, principalmente, por acometimento renal, pulmonar, ictericia e
sangramentos com necessidade de internacdo hospitalar e podendo culminar com
Obito (DAHER et al., 2017).

Diante das alteragbes multissistémicas e relevante morbimortalidade, a
doenca adquire um carater muito semelhante a sepse, portanto, com necessidade de
identificacéo e intervencao precoces. Ferramentas preditoras sao extremamente Uteis
para estratificar o risco e otimizar o cuidado. Atualmente, ja existem escores preditores
de mortalidade para pacientes sépticos, entretanto a leptospirose, muitas vezes,
apresenta um envolvimento organico peculiar que pode gerar impactos distintos no
desfecho. Um estudo recente realizado em pacientes com leptospirose em unidades
de terapia intensiva mostrou que o Simplified Acute Physiology Score (SAPS)
apresentou pior desempenho em relagdo a mortalidade. A mortalidade dos pacientes
com leptospirose foi menor do que a prevista pelo escore SAPS (DELMAS et al.,
2018). Em 2019, foi criado um escore preditor especifico para avaliar gravidade em

pacientes com leptospirose, denominado SPIRO, entretanto o desfecho analisado foi
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multiplo composto por hemorragia pulmonar, intubacdo, admissdo em unidade de
terapia intensiva (UTI), necessidade de dialise ou droga vasoativa (SMITH et al.,
2019). Assim, percebemos a necessidade de um escore com foco especifico na
predicdo da mortalidade destes pacientes.

Em paralelo, é fundamental esclarecer o mecanismo fisiopatolégico que
embasa tamanha repercussao clinica e gravidade na leptospirose. No campo pré-
clinico e de investigacdo das bases moleculares e celulares, diversos estudos tém
sido conduzidos no intuito de investigar quais os mecanismos envolvidos neste
processo (EVANGELISTA; COBURN, 2010).

Avancgos importantes apontam que o dano recorrente na camada endotelial
presente nos pequenos vasos é considerado o principal fenbmeno patolégico da
leptospirose, entretanto 0 mecanismo exato ainda ndo esta totalmente elucidado
(SAMROT et al., 2021).

Os novos biomarcadores tém sido estudados em diferentes contextos e tém
evidenciado novas descobertas de mecanismos fisiopatolégicos, além de importante
ferramenta para prever complicacdes clinicas, estimulando adequacdes no cuidado e
diminuicdo da morbidade e mortalidade dos pacientes (MARTENSSON; MARTLING;
BELL, 2012; RONCO et al., 2017).

O presente estudo prop6s-se a desenvolver, com técnicas de machine
learning, um novo escore para predizer 6bito em pacientes com leptospirose grave,
utilizando parametros admissionais rotineiros. Além isso, investigar a correlacédo entre
a repercussao clinica, utilizando o escore desenvolvido, com os avangos laboratoriais,
pesquisando o papel dos biomarcadores endoteliais e renais para compreender o

envolvimento destes na evolucéo e desfecho nos pacientes com leptospirose grave.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Etiologia

A leptospirose foi descrita pela primeira vez em 1886, por Weil, em
Heidelberg, Alemanha, em pacientes com quadro de ictericia, insuficiéncia renal e
fenbmenos hemorragicos (LOMAR et al., 2002).

O agente etiolégico € a bactéria espiroqueta Leptospira, descrita na
primeira década o século XX (LEVETT, 2001). Desde entdo, os conhecimentos
fisiopatolégicos envolvidos tém crescido de forma exponencial.

O género Leptospira tem cerca de 0,1 um de didametro por 6—20 um de
comprimento dividido em duas espécies com diferentes propriedades metabdlicas: L.
interrogans que inclui cepas patogénicas e L. biflexa incluindo cepas sapréfitas
isoladas do ambiente (FAINE; ADLER; BOLIN, 1999; LEVETT; 2001).

Com base na expressao distinta de epitopos de seus antigenos
lipopolissacarideos (LPS) superficie expostos na superficie em um mosaico, estas
duas espécies sdo divididas em sorovares definidos por técnicas de aglutinacao na
presenca de antigeno homélogo (aproximadamente 60 sorovares para L. biflexa, mais
de 225 para L. interrogans). Assim, atualmente, os métodos soroldgicos identificam
mais de 300 sorovares, dos quais mais de 200 s&do considerados patogénicos
(BHARTI et al., 2003; MOHAMMED et al. 2011).

2.2 Patogenia

A Leptospira € uma bactéria altamente invasiva capaz de empregar
diversas estratégias para subverter a imunidade do hospedeiro, estabelecendo a
infeccdo e invadindo 6rgaos-alvo (CHIN et al., 2020).

O resultado da infecgéo pela Leptospira depende, em grande parte, de
alguns determinantes, como o tamanho do in6culo (GANOZA et al. 2006), imunidade
do hospedeiro (CHIN et al. 2018) e a viruléncia, expressos pela Leptospira patogénica
(THAIPADUNGPANIT et al., 2007; CHIN et al., 2020).

Vérios antigenos tém sido relatados como potenciais fatores de viruléncia
da Leptospira, incluindo as varias proteinas da membrana externa (OMPS), LPS,

moléculas de adesdo e hemolisinas. Embora as leptospiras adotem uma estrutura
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bastante linear de transmissao, adeséo e entrada celular nas células hospedeiras, a
fisiopatologia molecular exata pertencente a leptospirose ainda € um enigma
(EVANGELISTA; COBURN, 2010).

No estagio inicial da infec¢éo, os pacientes com leptospirose e hospedeiros
animais infectados geralmente apresentam estado de bacteremia o que permite que
as espiroquetas se propagem até os rins. Portanto, a migracdo de espécies
patogénicas de Leptospira através de pequenos vasos sanguineos e tubulos renais é
importante para o agravamento destes pacientes e transmissao das espiroquetas dos
animais aos humanos pela propagac¢éo na urina. (SUN; LIU; YAN, 2020).

Embora sejam geralmente considerados patdgenos extracelulares,
principalmente existentes na corrente sanguinea do hospedeiro (BULACH; ADLER,
2014), Barocchi et al. (2002) conseguiram inferir que as leptospiras tém a capacidade
de translocagdo entre as células por meio de monocamadas polarizadas, mas
incapazes de fazé-lo por meio de juncdes celulares (SAMROT et al., 2021).

A VE-caderina é um receptor bastante importante previamente identificado
para leptospiras patogénicas. A ligacdo da bactéria a VE-caderina € mediada por
adesinas, proteinas e lipoproteinas, que foram identificadas no soro de pacientes com
leptospirose (CHIRATHAWORN et al., 2016). Evidéncias recentes que a célula
endotelial é lesada na leptospirose e isso inclui ndo apenas a principal lesdo na juncao
aderente como também alteragcbes da membrana celular, levando a permeabilidade
alterada (BRITO; SILVA; ABREU, 2018).

Em adicéo, teoriza-se que a doencga ocorre como resultado da resposta
imune do hospedeiro aos organismos (SATIYA; GUPTA; PARIKH, 2020; SAMROT et
al., 2021). Os pacientes com leptospirose que apresentam forte reacao inflamatéria
podem apresentar lesdo tecidual extensa e faléncia de multiplos 6rgdos conforme
ilustrado na figura 1 (YILMAZ et al., 2015; CAGLIERO; VILLANUEVA; MATSUI, 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=De+Brito+T&cauthor_id=29846473
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Silva+AMGD&cauthor_id=29846473
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abreu+PAE&cauthor_id=29846473
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Figura 1 - Fisiopatologia na Leptospirose: Resposta Imune
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Fonte: Adaptada de CAGLIERO, VILLANUEVA, MATSUI. 2018

2.3 Repercussao Clinica

O periodo de incubacéao até o aparecimento dos sintomas varia de cinco a
14 dias, com média de dez dias (BHARTI et al., 2003). O quadro clinico da leptospirose
€ variavel apresentando-se como doenca febril oligossintomatica até formas graves
com acometimento em diferentes sistemas (HAAKE; LEVETT, 2015).

A maioria dos pacientes manifesta uma doenca assintoméatica ou leve com
febre, calafrios, cefaleia e mialgia. Dez por cento dos individuos afetados podem
desenvolver uma condicdo ameacadora a vida caracterizada por disfuncdo hepética
com ictericia rubinica e injuria renal aguda (IRA), conhecida como sindrome de Weil,
além de hemorragia pulmonar, sintomas gastrointestinais, coagulopatia, distarbios
eletroliticos e miocardite, bem como insuficiéncia hepéatica e sintomas
neurolégicos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010; HAAKE; LEVETT, 2015).
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Logo, a leptospirose grave tem sido considerada uma Sindrome de
Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) devido a tempestade de citocinas nos
pacientes (YILMAZ et al., 2015; ; CHIRATHAWORN et al.,, 2016; CAGLIERO;
VILLANUEVA; MATSUI, 2018).

2.4 Preditores de Gravidade

Em decorréncia das alteragcdes multissistémicas, a doenca adquire um
carater muito semelhante a sepse. Assim, diante de relevante morbimortalidade,
ferramentas preditoras sdo necessarias para que 0s pacientes com maior gravidade
e risco de Obito sejam identificados de forma precoce, pois, apesar da queda nas
ultimas décadas atribuida aos avancos e intervencdes terapéuticas, a mortalidade
permanece alta (DAHER et al., 2017).

No cenério clinico, jA existem escores preditores de mortalidade para
pacientes sépticos (SEYMOUR et al., 2016), entretanto a repercussao da leptospirose,
muitas vezes, apresenta um envolvimento organico peculiar que pode gerar impactos
distintos no desfecho. Conforme ja postulado por Vicent e cols o ponto prioritario no
manejo de um paciente com sepse € identificar qualquer foco de infeccéo invasiva
(VINCENT et al., 2013).

Estudo realizado em pacientes com leptospirose em unidades de terapia
intensiva mostrou que o escore SAPS apresentou pior desempenho em relacédo a
mortalidade neste grupo (DELMAS et al., 2018). Em 2019, o escore, SPIRO, foi criado
para predizer gravidade em pacientes com leptospirose. Este estudo foi retrospectivo
com dados de pacientes diagnosticados e confirmados entre janeiro de 1998 a maio
2016 em um centro terciario na Australia. Do total de 402 pacientes analisados, 50
evoluiram graves e apenas 2 foram a oObito. O desfecho analisado foi amplo, pois
avaliou gravidade que foi definida por hemorragia pulmonar, internacdo em UTI,

necessidade de dialise ou drogas vasoativas ou intubacao (SMITH et al., 2019).

2.5 Biomarcadores endoteliais e renais

O termo “biomarcador” ou marcador biolégico inclui qualquer entidade que

pode ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos biolégicos
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normais, patogénicos ou resposta farmacoldgica a uma intervencdo terapéutica
(KATZ, 2004; MURRAY et al., 2014).

Estudos com novos biomarcadores em diferentes contextos clinicos tém
oferecido novas descobertas de mecanismos fisiopatoldgicos e atuado como
ferramenta para prever complicacfes clinicas, estimulando mudancas no cuidado e
diminuicdo da morbidade e mortalidade de pacientes (MARTENSSON; MARTLING;
BELL, 2012; RONCO et al., 2017).

2.6 Biomarcadores renais

Tradicionalmente, na pratica clinica, os biomarcadores utilizados para
definir Injuria Renal Aguda (IRA) sé&o funcionais, isto é, creatinina sérica (sCr) e débito
urinario (KELLUM; LAMEIRE; KDIGO AKI GUIDELINE WORK GROUP, 2013),
entretanto esses parametros possuem diversas limitagdes. A producao de urina tem
uma especificidade baixa porque este parametro pode ser influenciado por diversos
fatores, incluindo hipovolemia e uso de diuréticos. J& o nivel de creatinina sérica tem
baixa sensibilidade em rins previamente saudaveis, pois a elevacdo da sCr ocorre
somente se pelo menos 50% da fun¢éo néfrons séo perdidos (KELLUM et al., 2021).

No 23° Congresso da Acute Disease Quality Initiative (ADQI), em 2020, foi
estabelecida a sugestdo do acréscimo dos biomarcadores de dano a ultima definicao
de IRA (quadro 1). A combinacdo dos biomarcadores funcionais e de dano,
juntamente com informag@es clinicas, deve ser usada para melhorar a acuracia
diagnostica da IRA, além de reconhecer os diferentes processos fisiopatolégicos

implicados, discriminar a etiologia e avaliar a gravidade (OSTERMANN et al., 2020).

Quadro 1 — Adaptada da proposta da nova definicdo de Injuria Renal Aguda

L . L Critérios de Dano
Estagio Critérios Funcionais _
(Biomarcadores)

~ Biomarcador
1S Sem alteragdo na sCr ou aumento <0,3 mg/dL .
. L positivo
e sem alteragdo no débito urinario
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LA Biomarcador
sCr 20,3 mg/dL por <48 h negativo
ou 2150% for <7 dias
1B elou Biomarcador
débito urinario < 0,5 mL/kg/h por > 6 h positivo
Biomarcador
2A _
sCr >200% negativo
- efou Biomarcador
débito urinario < 0,5 mL/kg/h por >12 h poSsitivo
Biomarcador
3A .
sCr level >300% negativo
(= 4,0 mg/dL com agudo de = 0,5mg/dL)
elou
. débito urinario < 0,3 mL/kg/h por > 24 h Biomarcador
ou anuria por >12 h positivo
elou
inicio de terapia substitutiva renal

sCr - Creatinina sérica
Fonte: OSTERMANN et al., 2020.

A IRA é uma manifestacdo comum da leptospirose. O envolvimento renal

na leptospirose varia de anormalidades urinarias assintomaticas até lesao renal grave

gue requer suporte dialitico. Os achados histopatolégicos mais frequentes sao a

nefrite tabulo-intersticial aguda (NIA) e os laboratoriais sdo valores de potassio e

sédio séricos baixos. Dessa forma, a IRA causada pela leptospirose geralmente nao

€ oligurica e a hipocalemia esta presente em 45 a 50% dos casos de IRA (SEGURO;
LOMAR; ROCHA, 1990).

E importante destacar que a fisiopatologia da IRA € complexa e

multifatorial, incluindo o efeito direto da bactéria nos tecidos renais, hipovolemia,

hipotenséo, rabdomidlise, hiperbilirrubinemia e lesdo do glicocalice endotelial
(BURDMANN; JHA, 2017; GALDINO; SILVA JUNIOR; DAHER, 2019).
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Um papel importante na lesédo e disfungdo endotelial microvascular foi
demonstrado durante a IRA (POWELL et al., 2014). Assim, os biomarcadores
endoteliais podem ser Uteis para identificar a natureza, magnitude e local da injaria
renal baseado em sua especificidade (MURRAY et al., 2014).

No intuito de esclarecer de forma mais especifica 0s mecanismos

envolvidos, novos biomarcadores tém sido investigados na leptospirose.

2.7 Biomarcadores endoteliais

As células endoteliais cobrem a superficie dos vasos sanguineos, elas
estdo em contato estreito com 6rgéos solidos; assim, a ativacdo e o dano endotelial
estao intimamente relacionados com a disfuncéo organica. O endotélio também é um
mediador de mudltiplas funcdes biolégicas e, portanto, € um elo entre as respostas
imunes locais e sistémicas; sendo considerado uma fonte e um alvo para a inflamacéao
(HACK; ZEERLEDER, 2001).

O endotélio que era considerado uma camada celular relativamente inerte,
€, atualmente, reconhecido como um importante regulador de inUmeras funcdes
fisiologicas, como coagulacado, fibrindlise, atividade plaquetaria, tdnus arterial e
crescimento vascular. Assim, a integridade funcional e estrutural do endotélio é
fundamental para regular fungcées hemostéticas essenciais (DAIBER et al., 2017).

As células endoteliais desempenham dois papéis importantes: amplificar a
resposta imune e ativar o sistema de coagulacdo. Em resposta a varios patégenos, o
endotélio € capaz de expressar fator tecidual, fator de von Willebrand e uma grande
variedade de citocinas (WAGENAAR et al., 2007). A ativacao local do endotélio €
crucial para impedir a infeccdo, enquanto a ativacao sistémica pode gerar aumento da
permeabilidade capilar, hipotensdo, trombose microvascular com hipdxia tecidual
resultante e, finalmente, disfuncéo organica e morte (REINHART et al., 2002).

A ativagdo das células endoteliais e a subsequente quebra da barreira
vascular surgiram como um mecanismo patogénico critico no dano de Orgaos
(ROBINSON-COHEN et al., 2016).

Estudo recente com revisdo sistematica e metaanalise evidenciou que a
alteracdo nos biomarcadores do glicocalice endotelial (sindecan-1 e endocan) em
pacientes septicos esta associada a maior risco de obito, disfuncdo de multiplos

orgaos e insuficiéncia respiratéria (SARMIENTO et al., 2022).
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2.8 Biomarcadores endoteliais e renais e associacdo com leptospirose

2.8.1 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)

A lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL) é uma proteina
de 25-kD, originalmente caracterizada em neutréfilos, que € ligada a gelatinase. Varias
isoformas de NGAL séo liberadas pelo rim e por células imunes (CAl et al., 2010). Na
urina de individuos saudaveis, a concentracdo de NGAL é muito baixa. Apés um
insulto, os niveis plasmaticos e urinarios de NGAL aumentam consideravelmente,
sugerindo um papel de NGAL para os rins andlogo ao da troponina para o coracao
(DEVARAJAN, 2010). Inicialmente, NGAL demonstrou ter sensibilidade e
especificidade muito altas para predizer IRA em criangcas submetidas a cirurgia
cardiaca congénita (MISHRA et al., 2018). No entanto, outros estudos em pacientes
com diferentes comorbidades encontraram um desempenho preditivo limitado de
NGAL, possivelmente porque NGAL derivado de células imunes pode nao implicar
necessariamente IRA (KELLUM et al, 2021).

Um estudo multicéntrico na Tailandia avaliou o papel da NGAL como
marcador precoce e preditor de IRA associada a leptospirose. Dos 113 casos com
diagnostico confirmado de leptospirose, cerca de um terco (37,2%) desenvolveu IRA.
Os pacientes com IRA apresentaram niveis significativamente mais elevados de
NGAL na urina e no plasma do que os pacientes sem IRA. No entanto, ambos néo
mostraram o papel potencial de ser preditor de recuperacéao renal (SRISAWAT et al.,
2015).

2.8.2 Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) e kidney injury molecule-1 (KIM-1)

MCP-1 € uma quimiocina (peso molecular de 8 a 10 kDa) pertencente a
familia das C-X-C responsavel pela quimiotaxia e adesao firme dos mondcitos na
camada intima. As proteinas quimiotaticas monociticas (MCP-1, -2, -3 e -4) também
sao potentes atrativos de linfocitos T, natural killer e células dendriticas (BAGGIOLINI;
DEWALD; MOSER, 2007).

MCP-1 é produzida por células endoteliais apds exposicdo a citocinas (IL-
1b, TNF-a) e lipoproteinas oxidadas. Além de desempenhar um papel importante na

migracao e ativacao de mondcitos e células T e, além disso, regula a proliferacdo de
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células musculares lisas vasculares (BAGGIOLINI, 1998; IKEDA et al., 1995;
PAPAYIANNI et al., 2002).

Estudos moleculares em leptospirose evidenciaram que a resposta
inflamatoria precoce ocorre pela estimulacdo de receptores Toll-like 2 do sistema
imune inato para gerar aumento na expressao de 6xido de nitrico induzido (iNOS) e
MCP-1 causado por outer membrane proteins (OMPs) das leptospiras patogénicas,
em particular LipL32, nas células tubulares proximais renais (YANG et al., 2006)

conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2 - Fisiopatologia da IRA na leptospirose
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O KIM-1 esta envolvido na regeneracdo de células epiteliais e fagocitose
de células mortas no lumen tubular. (BONVENTRE, 2009).

Um grupo do Sri-Lanka avaliou a importancia de KIM-1 e MCP-1 na
determinacdo da IRA associada a leptospirose e evidenciou que o0s niveis de
biomarcadores associados a IRA por leptospirose tiveram AUC-ROC de 0,8565,
0,7292, 0,7024 e 0,7282 para KIM-1 no soro e urina e MCP-1 soro e urina,
respectivamente. Assim, concluiu que KIM-1 sérico mostrou-se como um marcador

promissor para estes pacientes (NISANSALA et al., 2021).
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2.8.3 Fibroblast growth factor (FGF-23)

A quimiotaxia das células endoteliais é impulsionada por fatores de
crescimento, como vascular endothelial growth factor (VEGF) e fator basico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) (RAJENDRAN et al., 2013). O fator de
crescimento de fibroblastos derivado de osteécitos 23 (FGF-23) emergiu como um
poderoso biomarcador de doenga cardiovascular e morte em pacientes com doencga
renal crénica (GINSBERG et al, 2018).

Leaf et al., (2017) evidenciaram que niveis urinarios e plasmaticos de
FGF23 medidos dentro de 24 horas apdos a admissdo na UTI estédo
independentemente associados com IRA e 6bito em pacientes criticos.

Em busca de esclarecimentos entre a associacdo entre FGF-23 e IRA
grave, Neves et al.,, (2019) evidenciaram que este processo € mediado por
biomarcadores relacionados ao endotélio, principalmente VCAM-1, Ang-2 e sindecan-
1. Os modelos estatisticos utilizados no estudo apontaram para o sindecan-1,
biomarcador da disfungéo do glicocalice endotelial, como provavel mediador inicial do
mecanismo.

Estudo recente em pacientes com leptospirose grave evidenciou niveis
elevados de FGF-23 naqueles que necessitaram dialisar. Na analise como fator
preditor de hemodialise, a dosagem dos niveis de FGF-23 combinados com os
biomarcadores (sindecan-1, angiopoietina-2) apresentou o melhor desempenho com
significancia estatistica, portanto os resultados sugerem aplicabilidade promissora
desse biomarcador com intuito de identificar necessidade de hemodialise (MENESES
et al., 2022).

2.8.4 Angiopoietina-1 (Ang-1) e Angiopoietina-2 (Ang-2)

As angiopoietinas (Ang) sao fatores de crescimento dos vasos
(angiogénicos) essenciais para inflamacdo bem como no desenvolvimento e
maturacédo vasculares.

A angiopoietina-2, uma glicoproteina de aproximadamente 70 kDa, é um
regulador chave da quiescéncia vascular que atua na remodelacdo e ativagéo
vascular, incluindo processos patologicos envolvendo as paredes dos vasos como

inflamacéo durante infeccdes e insultos prolongados (AUGUSTIN et al., 2009).
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A liberagdo macica de Ang-2 dos corpos endoteliais de Weibel-Palade
interfere na sinalizacéo constitutiva de Ang-1 ao receptor de tirosina quinase Tie2 nas
células endoteliais, levando assim a quebra da barreira vascular seguida de
transmigracédo de leucdcitos e vazamento capilar que acontece nos pacientes criticos
(LUKASZ et al.,2008).

Em pacientes com leptospirose, Lukasz et al., (2008) evidenciaram que
altos niveis de angiopoietina-2 foram estatisticamente associados a um curso clinico
complicado com ocorréncia de IRA e necessidade de tratamento em unidade de
terapia intensiva. Apesar da pequena amostra do estudo (13 pacientes), a conclusao
aponta que esses marcadores endoteliais podem servir como ferramentas adicionais

para a estratificacao de risco nesses pacientes.

2.8.5 Vascular cell adhesion molecule (VCAM-1), Intercellular adhesion molecule
(ICAM-1) e Sindecan-1

O Sindecan-1 € um dos quatro proteoglicanos da familia dos sindecan e é
regulado positivamente e envolvido nas respostas de reparo tecidual em diferentes
6rgéos, como a pele ou os rins (KOCH et al., 2019). E um dos principais constituintes
do glicocélix que cobre o endotélio, logo niveis séricos aumentados deste biomarcador
apontam para injaria do glicocalice endotelial (REITSMA et al., 2007).

ApoOs a exposicdo a condicdes de estresse, os efeitos inflamatorios e pro-
coagulantes das células endoteliais sdo mediados pela sinalizagcdo NF-kB [90], com
upregulation dos genes alvo de moléculas de adesao (VCAM-1, ICAM-1, E- selectina,
P-selectina) e quimiocinas como MCP-1 (THEOFILIS et al., 2021).

Diante do provavel papel da ativacdo endotelial na patogénese da
leptospirose, Liborio et al., (2015) realizaram um estudo de coorte em um surto de
leptospirose entre militares para avaliar a associacdo entre a presenca e a gravidade
das lesdes renais com biomarcadores representativos do glicocélice e lesao endotelial
(molécula de adesao intercelular-1 [ICAM-1] e sindecan-1). A leptospirose foi
associada a niveis mais elevados de ICAM-1 e sindecan-1. Pacientes com IRA
associada a leptospirose apresentaram niveis aumentados de sindecan-1 e ICAM-1
em comparacgdo com pacientes com leptospirose sem IRA.

Raffray et al., (2017) evidenciaram que E-selectina e s-ICAM1, moléculas

de adeséo, sdo liberadas como formas sollveis e estéo elevadas durante a fase aguda
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da leptospirose. Essas moléculas podem interferir no processo de recrutamento de
células imunes para eliminar a Leptospira nos niveis teciduais. Os niveis de E-
selectina soluvel (sCD62E) e molécula de adeséo intercelular solavel-1 (SICAM-1,
sCD53) aumentaram significativamente em pacientes com leptospirose em
comparagdo com controles.

Em estudo recente, diversos biomarcadores vasculares e endoteliais foram
avaliados em busca de associacdo com necessidade de hemodialise na leptospirose
grave. Os niveis elevados de biomarcadores de lesdo vascular angiopoietina-2 e
sindecan-1 na admissao hospitalar foram associados a necessidade de hemodialise
durante a internacdo hospitalar e a angiopoietina-2 apresentou correlagdo com maior
namero de sessdes de hemodialise. Em contrapartida, nédo foi identificada associacéo
significativa dos niveis séricos de VCAM-1 e ICAM-1 com o desfecho estudado
(MENESES et al., 2022).

2.8.6 Fator de von Willebrand (VWF)

O VWF é uma glicoproteina multimérica que se origina predominantemente
do endotélio bem como nos granulos plaquetarios. Sua principal funcdo € o
recrutamento de plaquetas para locais de lesdo vascular, ligando-se a glicoproteinas
especificas da membrana plaquetaria e constituintes do tecido conjuntivo exposto. Em
condi¢cBes normais, a maior parte do VWF circula na forma nao ligada as plaquetas
(REINHART et al., 2002; TUNJUNGPUTRI et al., 2017). O VWF pode, no entanto,
sofrer uma alteracdo conformacional para uma forma mais ativa de ligacao
plaquetaria, facilitando a agregacédo plaquetaria (LENTING et al., 2010). Além disso,
o VWF também é uma proteina transportadora para o fator VIIl de coagulacdo do
sangue (REINHART et al., 2002). Portanto, vVWF é um fator chave na coagulacdo do
sangue humano (FANG et al., 2018).

Um aumento no VWF "ativo" foi descrito em varias doencgas infecciosas e
nao infecciosas (HULSTEIN et al., 2006; MAST et al., 2009; DJAMIATUN et al., 2012)

Niveis elevados de vVWF foram observados em varios estados inflamatorios,
incluindo sepse e choque séptico. No entanto, os dados que correlacionam os niveis
plasmaticos de VWF com a gravidade da doenca e o resultado do paciente séo
inconsistentes (REINHART et al., 2002).
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Estudo in vitro com Leptospira virulenta vidvel evidenciou que a
movimentacao intracelular do patégeno causou um aumento na expressao de vVWF na
superficie celular das células endoteliais (GOEIJENBIER et al., 2015).

Estudo clinico em 33 pacientes com leptospirose provavel, Tunjungputri et
al., em 2017, utilizando citometria de fluxo, observaram maior concentragéo
plasmatica de VWF nos casos que apresentaram sangramento. O fator de ativacao do
VWEF foi cerca de duas vezes maior nos pacientes com leptospirose tanto naqueles
com quanto sem sangramento do que em controles saudaveis, indicando que uma
guantidade maior do VWF circulante estava em uma conformacédo de ligagcéo
plaquetaria ativa. Como conclusdo, os autores sugeriram que as complicacdes
hemorrdgicas nestes casos estdo predominantemente associadas a disfuncéo
plaquetaria mais do que a contagem absoluta de plaquetas.

Pesquisas envolvendo biomarcadores de injuria renal e endotelial
apresentam crescimento importante nos Ultimos anos, entretanto os resultados ainda
nao estao totalmente delineados, principalmente, em doencas negligenciadas como a
leptospirose (quadro 2). A busca pela correlagdo especifica entre essas moléculas e
0s processos fisiopatoldgicos implicados podera contribuir para deteccédo precoce e
estratificacdo de risco da doenca. Logo, a investigacdo de novos biomarcadores é
ponto chave para o desenvolvimento de terapias direcionadas para reducdo da

morbimortalidade na leptospirose grave.

Quadro 2 — Biomarcadores de gravidade na leptospirose

Composicéo e
Mecanismo de
atuacéo

Resultados dos trabalhos

. Autores
em leptospirose

Biomarcadores

Mediadores d

a funcéo endotelial

Ang-1 (ng/mL)

Ang-1 e, seu
antagonista a
depender do contexto,
Ang-2, sao fatores de
crescimento
endoteliais
secretados que se

Niveis séricos de Ang-
2, dimetilarginina
assimétrica e simétrica
(ADMA e SDMA)
mostraram niveis
significativamente

elevados em casos de

LUKASZ et al.,
(2008)
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Ang-2 (ng/mL)

ligam ao dominio
extracelular do
receptor de tirosina

quinase Tie2 que €
predominantemente
expresso em células
endoteliais.

A Ang-1 pode ser

protetora com um
papel na estabilizacao
do endotélio,
enquanto a Ang-2

promove vazamento
vascular.

leptospirose com IRA do
que em casos de
leptospirose sem IRA.

Ang-2 e sindecan-1 na

admissao hospitalar
foram associados a
necessidade de
hemodialise durante a
internacdo. A Ang-2
apresentou correlacao
com maior numero de

sessoes de hemodialise.

MENESES et al.,
(2022)

Moléculas de adesédo

ICAM-1 Molécula de adesao
(ng/mL) intercelular -1
VCAM-1 Molécula de adeséo
(ng/mL) vascular-1
Um dos quatro
proteoglicanos da
familia dos sindecan e
é regulado
positivamente e
Sindecan-1 envolvido nas
(ng/mL) respostas de reparo

tecidual em diferentes
orgdos e um dos
principais
constituintes do
glicocalix endotelial.

Pacientes com IRA
associada a leptospirose
apresentaram niveis
aumentados de sindecan-
1 e ICAM-1 em
comparacao com
pacientes com

leptospirose sem IRA.

Os niveis de E-selectina e

ICAM-1 soluveis
aumentaram

significativamente em
pacientes com
leptospirose em
comparacao com

controles sadios.

LIBORIO et al.,
(2015)

RAFFRAY et al.,
(2017)

Componentes da via da coagulacdo

VWF (ng/mL)

Glicoproteina
multimérica que se

origina
predominantemente
do endotélio bem

como nos granulos

Em pacientes com
leptospirose provavel,
houve maior

concentracdo plasmatica
de VWF nos casos que

TUNJUNGPUTRI
etal., (2017)
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plaquetarios. Sua
principal funcdo € o
recrutamento de
plaquetas para locais
de lesao vascular

apresentaram
sangramento. O fator de
ativacdo do vVWF foi cerca
de duas vezes maior nos
pacientes com
leptospirose tanto
naqueles com quanto
sem sangramento do que
em controles saudaveis,
indicando  que uma
quantidade maior do vVWF
circulante estava em uma
conformacdo de ligacéo
plaquetéria ativa.

Estudos in vitro com o
leptospira virulenta
evidenciou que a
movimentacao
intracelular do patdégeno
causou um aumento na
expressdo de VWF na
superficie celular das
células endoteliais.

GOEIJENBIER
Etal., (2015)

Inja

ria Renal

NGAL urinario
(ng/mL)

NGAL sérico
(ng/mL)

Pelo menos 3 tipos
diferentes:

(1) glicoproteina
monomeérica de 25
kDa produzida por
neutréfilos e tecidos

epiteliais,  incluindo
células tubulares;
(2 proteina

homodimérica de 45
kDa produzida por
neutrofilos;

(3) proteina
heterodimérica de 135
kDa produzida por
células tubulares.

Os pacientes com IRA por
leptospirose

apresentaram niveis
significativamente  mais
elevados de NGAL na
urina e no plasma do que

os pacientes sem IRA. No
entanto, ambos nao
mostraram 0 papel

potencial de ser preditor
de recuperacao renal.

SRISAWAT et al.,
(2015)




34

MCP-1 (ng/mL)

Peptideo  expresso
em células epiteliais
tubulares, células
mesangiais renais e
poddcitos; liberado na
urina € uma citocina
guimiotatica (peso
molecular de 8 a 10
kDa) produzida por
células endoteliais
ap0s exposicdo a
citocinas.

KIM-1 (ng/mL)

Molécula envolvida na
regeneracao de
células epiteliais e
fagocitose de células

Avaliacdo da importancia
de KIM-1 e MCP-1 na
determinacdo da IRA
associada a leptospirose
e concluiu que o KIM-1
sérico mostrou-se como
um marcador promissor
nestes pacientes.

NISANSALA
etal., (2021)

FGF-23 (pg/mL)

mortas no lumen
tubular.
Na analise como fator
reditor de hemodialise
O fator de P .
. em pacientes com
crescimento de

fibroblastos derivado
de ostedcitos 23
(FGF-23); mecanismo
nao esta bem
estabelecido.

leptospirose, a dosagem
dos niveis de FGF-23
combinados com o0s
biomarcadores (sindecan-
l,ang-2) apresentou o
melhor desempenho com
significancia estatistica.

MENESES et al.,
(2022)

Ang-1 — angiopoietina-1, Ang-2 — angiopoietina-2, vVWF — fator de von Willebrand,

NGAL -

neutrophil

gelatinase-associated

lipocalin, MCP-1

— monocyte

chemoattractant protein-1, KIM-1 - kidney injury molecule, IRA — injuria renal aguda
Fonte elaborada prépria, 2023.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um escore de facil aplicabilidade para predizer mortalidade intra-
hospitalar em pacientes com leptospirose grave baseado nos parametros
admissionais disponiveis na pratica clinica rotineira e sua correlacdo com 0s

biomarcadores de gravidade (renais e endoteliais).

3.2 Objetivos especificos

Identificar os fatores de risco para mortalidade intra-hospitalar na leptospirose
grave;

Comparar a acuracia do novo modelo preditor com 0s escores existentes
SPIRO, preditor de gravidade em pacientes com leptospirose, e qSOFA,
preditor de mortalidade intra-hospitalar em pacientes sépticos;

Avaliar em um grupo prospectivo a associa¢ao do novo escore preditor de 6bito

e 0s biomarcadores de gravidade (renais e endoteliais).
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4 METODO

4.1 Para desenvolvimento do escore preditor de mortalidade

4.1.1 Desenho do estudo, definicdo da populacao e ética

Estudo de coorte multicéntrico retrospectivo realizado de janeiro de 2005 a
dezembro de 2019, incluindo todos os pacientes com leptospirose internados
consecutivamente em trés hospitais terciarios de referéncia em Fortaleza, Ceara,
Brasil.

Foram incluidos pacientes com diagndstico confirmado de leptospirose e
necessidade de internamento hospitalar. Critérios para o diagnostico da leptospirose
incluiram a presenca de resultado de sorologia positiva com titulo de soroaglutinacéo
microscopica (MAT) superior a 1:800 ou ensaio ELISA para a detec¢éo de anticorpos
imunoglobulina M (IgM) associados a um diagnostico epidemiolégico e historia clinica
compativel com leptospirose. Pacientes com dados insuficientes para o diagndstico e
aqueles com doencgas infecciosas agudas concomitantes (por exemplo, hepatite A,
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), dengue, febre tiféide) foram excluidos.

O protocolo do estudo foi conduzido de acordo com a Declaracdo de
Helsinki e com a resolucdo 510/2016 do Conselho Nacional de Saude, que
regulamenta a ética em pesquisa com seres humanos no Brasil. Os comités de ética
e pesquisa (CEP) dos hospitais participantes (Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas, Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital Geral Fortaleza)
aprovaram este estudo, niumero do parecer 1.985.754 (anexo A). Devido a natureza
observacional e retrospectiva do estudo, usando dados nao identificados, os CEPs

dispensaram obtenc&o de consentimento informado.

4.1.2 Parametros avaliados

Os dados foram coletados dos prontuarios médicos e os pacientes foram
acompanhados de internacdo até o Obito ou alta hospitalar, o que tiver ocorrido
primeiro. Caracteristicas demograficas e da hospitalizacdo como idade, sexo, tempo

entre o inicio dos sintomas e a internagcdo bem como o tempo de internacdo foram
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registradas. A investigagao clinica incluiu o registro dos sinais e sintomas clinicos
apresentados a admisséao hospitalar, sinais vitais a admisséo (presséo arterial sistolica
e diastdlica, frequéncia cardiaca e respiratoria), desenvolvimento de injuria renal
aguda (IRA) e necessidade de dialise durante a internacdo. Dados laboratoriais
coletados dentro de 24 horas da admisséao hospitalar incluiram ureia, creatinina, sédio,
potassio, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), creatina fosfoquinase
(CK), hemoglobina, hematocrito, contagem de globulos brancos (WBC), contagem de
plaquetas e gasometria arterial.

Injuria renal aguda foi definida de acordo com os critérios do Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) (KELLUM; LAMEIRE; AKI GUIDELINE
WORK GROUP, 2013).

Taquipnéia foi definida como uma frequéncia respiratdria superior a 22
respiracdes por minuto. Oliguria foi definida como producéo de urina < 400 mL/dia
apos 24 horas de hidratacdo efetiva. Hipotensdo foi definida como pressao arterial
média (PAM) < 60 mmHg, e terapia com drogas vasoativas foi iniciada quando a PAM
permaneceu menor que 60 mmHg apesar da administracao de fluidos parenterais. Os
sintomas de envolvimento pulmonar foram definidos pela ocorréncia de tosse,
crepitacdes ou hemoptise. Os sintomas de letargia foram definidos pela presenca de

alteracdes de sensorio, incluindo desorientacéo, rebaixamento e agitagao.

4.1.3 Desfecho

O principal desfecho avaliado foi 6bito intra-hospitalar.

4.1.4 Andlise estatistica

Andlise exploratéria de dados.

Todas as variaveis de interesse foram comparadas entre 0s pacientes que
sobreviveram e os que faleceram durante a internagcdo. As comparacdes foram
realizadas pelo teste qui-quadrado para variaveis categéricas. Para variaveis
continuas foi aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
normais foram comparados pelo teste t de Student e os dados ndo normais pelo teste

de Mann-Whitney para variaveis continuas. As varidveis categodricas foram
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apresentadas como frequéncias absolutas e em percentuais. A apresentacdo das
continuas com distribuicdo normal foi relatada como média + desvio padréo, enquanto

as variaveis ndo normais foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil.

4.1.5 Modelo preditivo

4.1.5.1 Etapa de pré-processamento

Retiramos as variaveis com mais de 30% de valores faltantes (14% dos
preditores) e imputados os outros (informacdes de suporte -Tabela 1). O algoritmo k-
vizinhos mais proximos (KNN) foi usado para o método de imputacéo para contabilizar
os valores ausentes. Todas as variaveis preditoras foram usadas para calcular a
distancia de Gower e os cinco vizinhos mais préximos no modelo de imputagdo KNN.
Uma vez que os mais préximos vizinhos sdo determinados, o modelo é usado para
imputar variaveis nominais e a média é usada para dados numéricos. As variaveis
continuas foram padronizadas subtraindo seus valores da média (centro) e dividindo
pelo desvio padrdo (escala). As variaveis continuas foram transformadas usando a
transformacédo Box-Cox. Varidveis com variancia zero ou quase zero foram removidas
do modelo. Na engenharia de recursos no processo de regressao Lasso, splines
naturais com quatro graus de liberdade para a idade foram escolhidos para
contabilizar a ndo linearidade. Para o ajuste do desbalanceamento de classe, foi
utilizada a Synthetic Minority Over-sampling Technique (SMOTE) para criar classes
sintéticas no conjunto de treinamento. O algoritmo SMOTE gerou novos exemplos da
minoria usando os vizinhos mais proximos desses casos. Essa abordagem foi usada
para equilibrar a classe-alvo. Esta etapa de pré-processamento foi executada no
conjunto de treinamento.

a) Selecao de variaveis.

Usamos o algoritmo de Boruta para selecionar os preditores mais
importantes. O algoritmo de Boruta € um método de selecéo de recursos que classifica
guais recursos sao importantes e quais ndo sdo. Este algoritmo utiliza pontuacdes de
importancia de recursos que sdo fornecidas por floresta aleatéria. A medida de

importancia de um atributo é obtida como a perda de precisédo de classificacao

causada pela permutacdo aleatéria de valores de atributo entre objetos. E calculado
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separadamente para todas as arvores da floresta que usam um determinado atributo
para classificacdo. Em seguida, sdo computados a média e o desvio padrao da perda
de precisdo (PONCE et al., 2021). O método executa um top-down para procurar
caracteristicas relevantes comparando a importancia dos atributos originais e
eliminando progressivamente caracteristicas irrelevantes (KURSA; RUDNICKI, 2010).

Os recursos considerados ndo importantes pelo algoritmo Boruta foram
removidos (Apéndice D - informacgdes Suplementares — S1 -Tabela 1). Aplicamos a
selecéo de recursos no conjunto de treinamento.

b) Treinamento do modelo.

Dividimos os dados em conjuntos de dados de derivacao (treino) e
validacdo (teste). Para criar o conjunto de dados, uma divisdo aleatéria foi usada,
estratificada pelo alvo em conjunto de treinamento (80%) e teste (20%). No
treinamento conjunto (coorte de derivacao), a reamostragem bootstrap foi usada para
selecionar os hiperparametros dos modelos e para reduzir o viés.

Utilizamos as arvores de decisdo de aumento de gradiente (xgBoost) e a
regressdo Lasso para desenvolver as equacgdes candidatas. Finalmente, os melhores
hiperparametros foram selecionados usando abordagens de machine learning por
reamostragem bootstrap em um conjunto de treinamento destinado a maximizar a
area sob a curva (AUC) - receiver operating characteristic (ROC).

c) Avaliacédo da precisao.

A precisdo do modelo da coorte de derivacdo foi testada nos dados da
validacéo coorte. A AUC-ROC foi utilizada para discriminar a capacidade dos modelos
nos conjuntos de treinamento e teste. O intervalo de confianca de 95% (95% CI) da
AUC-ROC foi estimado por reamostragem bootstrap (2.000 amostras) para reduzir o
viés de overfit. Além disso, a acuracia, sensibilidade e especificidade foram avaliadas.
Estimamos o melhor ponto de corte para a curva ROC usando o método de maximizar

a funcdo métrica e o J-Index usando 1000 reamostragens bootstrap.
4.1.5.2 Ajuste de pontuacao e visualizacdo do modelo
O modelo com maior AUC-ROC na coorte de validacdo associado com

melhores valores de acuracia balanceada foi usado para construir o0 novo escore

chamada LeptoScore. Posteriormente, um escore simplificado, QuickLepto, foi
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desenvolvido usando os valores de importancia dos coeficientes mais altos da
regressao Lasso.

Para o desenvolvimento do QuickLepto os preditores numéricos foram
categorizados usando o cutoff derivado de uma arvore de classificacdo e regressao

para aprendizado de maquina (CART).

4.1.5.3 Métricas de precisao para modelos publicados anteriormente

Os modelos finais (LeptoScore e QuickLepto) foram comparados com os
escores clinicos, SPIRO e Quick Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA).
SPIRO prediz, em pacientes com leptospirose, gravidade definida por: hemorragia
pulmonar, internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI) ou necessidade de terapia
renal substitutiva (TRS), ou intubacdo, ou necessidade de drogas vasoativas e é
baseado nas seguintes variaveis: oliguria (débito urinario < 500 mL/24 h), achados
auscultatorios anormais no exame respiratorio e hipotenséo (pressao sistolica < 100
mmHg) (SMITH et al., 2019). O gSOFA é um escore de trés pontos amplamente
utilizado para identificar pacientes de alto risco para mortalidade intra-hospitalar com
suspeita de infeccdo fora da UTI. Estado mental alterado (coma escore de Glasgow <
15), frequéncia respiratoria = 22 respiracées por minuto e PA sistdlica < 100 mmHg
sao os preditores desse escore (SINGER et al., 2016).

Considerando a relevancia dessas pontuacdes, nos as aplicamos (SPIRO
e qSOFA) em nosso conjunto de dados para comparar a previsao valores com 0s
novos modelos LeptoScore e QuickLepto.

O software R, versao 4.0.2 e os pacotes alignmodels, e o0 pacote R software

estatistico “gimnet” (R Foundation) foram usados para realizar a regresséo Lasso.

4.2 Para analise dos novos biomarcadores renais e endoteliais

4.2.1 Desenho e local do estudo

Coorte prospectivo realizado de fevereiro de 2017 a abril de 2023 em trés

hospitais publicos, situados na cidade de Fortaleza, Ceara: Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC) - Universidade Federal do Ceara (UFC); Hospital Geral de



41

Fortaleza (HGF) e no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas, Fortaleza, Ceara em

pacientes internados por leptospirose grave.

4.2.2 Definicdo da populacéo do estudo

Os pacientes com leptospirose foram avaliados na admissao hospitalar.

Critérios de Inclusdo: pacientes de ambos os sexos, idade a partir de 18
anos, diagnadstico confirmado de leptospirose e assinatura do termo de consentimento
informado apés esclarecimento adequado em relacdo aos testes de funcao renal a
serem realizados (anexo C).

Critérios de Excluséo: pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva,
nefrolitiase, doenca renal crbnica prévia, lupus eritematoso sistémico e outras
colagenoses; pacientes com HIV/AIDS, hepatite e outras doengas infecciosas e uso

de drogas nefrotéxicas, exceto aquelas usadas no tratamento especifico da doenca.

4.2.3 Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi conduzido de acordo com a Declaracdo de
Helsinki e com a resolugcdo 510/2016 do Conselho Nacional de Saude, que
regulamenta a ética em pesquisa com seres humanos no Brasil. O Institucional Local
Comités de Revisdo (IRB) dos trés hospitais participantes (Hospital Sdo José de
Doencas Infecciosas, Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital Geral

Fortaleza) aprovaram este estudo, niumero do parecer 4.831.593 (anexo B).

4.2.4 Coleta e processamento das amostras biologicas

Foram coletadas amostras com cerca de 5mL de sangue e 20mL de urina no
dia da admisséo do paciente. A urina foi centrifugada a 1000g por 15 minutos a
temperatura ambiente para remover o sedimento urinario como células e outros
fragmentos e depois foi aliquotada para avaliacdo de biomarcadores urinarios. As
amostras de sangue venoso foram coletadas e ap6s 15 minutos centrifugadas para a
obtencdo do soro. Apos aliquotadas, as amostras foram congeladas a -20°C, para

entdo serem transferidas, acondicionadas em isopor com baterias de gelo, ao
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Laboratorio de Bioprospecgcdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica (LBFBC), onde
fioram armazenadas a -80°C até a abertura dos kits para realizacao das dosagens dos
biomarcadores. O laboratério fica localizado na rua Pastor Samuel Munguba, 1210,
na Faculdade de Farméacia — UFC e é coordenado pela Profa. Dra. Alice Maria Costa

Martins (Figura 3).

Figura 3 - Coleta e processamento de amostras de urina e soro para o

estudo dos novos biomarcadores
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Laboratério de Bioprospecgao Farmacéutica e Bioquimica Clinica Quantificagdes pela técnica ELISA

Fonte: Adaptada de MOTA, 2022.

4.2 .5 Parametros estudados

Caracteristicas demograficas e clinicas: idade, sexo, cor, profissao,
escolaridade, naturalidade, procedéncia; diagndstico; tempo de doenca — tempo
decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnostico; medicacdes em uso; tempo de
internacao hospitalar.

Avaliacdo dos sintomas presentes na admissao hospitalar.

Avaliagdo dos sinais vitais admissionais: pressdo arterial sistolica e
diastdlica, frequéncia cardiaca e respiratoria.

Desfecho clinico na internacdo: recuperado, sequela ou ébito.
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4.2.6 Avaliacao laboratorial geral

Hemograma completo, velocidade de hemossedimentacédo, glicemia de
jejum, uréia, creatinina, soédio (Pna+), potassio (Pk+), cloro (Pci), calcio (Pca++), fosforo
(Pros) e magnésio (Pwmg+) plasmaticos, gasometria venosa, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubinas totais e fracdes,
acido urico, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina e suméario de

urina.

4.2.7 Avaliacao da funcao renal e diagnostico de IRA

Para avaliacéo clinica da funcéo glomerular, a creatinina plasmatica (Pcr)
foi quantificada e a taxa de filtracao glomerular foi estimada utilizando CKD-EPI
(LEVEY et al., 2009). O diagnéstico de IRA foi baseado nos critérios do KDIGO
(KELLUM; LAMEIRE; KDIGO AKI GUIDELINE WORK GROUP, 2013).

4.2.8 Avaliacao dos novos biomarcadores renais e endoteliais

Os novos biomarcadores renais (MCP-1, NGAL sérico e urinario, FGF-23)
e endoteliais (ICAM-1, VCAM-1, Sindecan-1, Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, vVWF-
A2) foram quantificados de aliquotas especificas das amostras separadas no dia da
coleta. A depender do biomarcador, o material da amostra analisada foi soro e/ou
urina. Para essas quantificacdes, a técnica do ELISA, um ensaio imunoenzimatico de
alta sensibilidade e especificidade, foi utilizada. Foram adquiridos kits comerciais de
ELISA com reagentes suficientes para 5 a 15 placas com 96 testes para cada
marcador a ser quantificado, obtendo dessa forma um melhor custo-beneficio para o
presente estudo. Os procedimentos foram seguidos de acordo com as instru¢des do
fabricante para angiopoietina-1 (DY923, R&D Systems®), angiopoietina-2 (DY623,
R&D Systems®), sindecan-1 (ab47352, Abcam®), VCAM-1 (ab47355, Abcam®),
ICAM-1 (ab47349, Abcam®), VWF-A2 (DY2764-05, R&D Systems®), FGF-23
(DY2604, R&D Systems®), MCP-1 (CCL2/MCP-1 humano, P170213, R&D Systems®)
e NGAL (lipocalin-2/NGAL humano, P195996, R&D Systems®)
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4.2.9 Apresentacao e analise dos resultados

As varidveis categoricas foram apresentadas como contagens e as frequéncias
relativas em porcentagens. A associacao entre variaveis categoricas foi avaliada por
meio do teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Para varidveis continuas, a
normalidade foi verificada usando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, bem como
gréficos Q-Q, histogramas e medidas de dispersdo. As variaveis continuas com
distribuicdo normal foram relatadas como média + desvio padrdo, enquanto as
variaveis ndo normais foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil. As
correlacdes ndo paramétricas de Spearman foram examinadas entre os parametros
laboratoriais e 0s biomarcadores, sendo o coeficiente de correlacao representado por
rho e os valores de significancia estatistica. Um valor de p inferior a 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. A analise de dados foi realizada usando o
software IBM SPSS Statistics para Macintosh (Versao 23.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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5 RESULTADOS

5.1Desenvolvimento do escore preditor de mortalidade na leptospirose

5.1.1 Caracteristicas dos pacientes com leptospirose na admissao hospitalar

Um total de 295 pacientes com leptospirose foram incluidos. O desfecho 6bito
foi observado em 32 casos (11%). A populacao era principalmente de adultos jovens
com uma média de idade de 36 anos (25-49) e 84% eram homens. O tempo médio
desde o inicio dos sintomas até admissao hospitalar foi de 7 (5-8) dias. Febre e
calafrios foram os sintomas mais frequentes (93%), seguidos de mialgia (78%). A

analise univariada € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas admissionais dos pacientes com leptospirose

Caracteristicas N= 295
Idade (anos) 36 (25, 49)
Género
Masculino (%) 248 (84%)
Feminino (%) 47 (16%)
Ocupacéao
Agricultor 29 (12%)
Outros 204 (88%)
Missing 62
Tempo entre o inicio dos sintomas e hospitalizacao (dias) 7 (5, 8)
Missing 45
Sinais e Sintomas
Letargia 30 (11%)
Missing 12
Febre ou Calafrios 263 (93%)
Missing 12
Vomitos 160 (57%)
Missing 12
Sindrome Colestatica (Ictericia ou Colurica) 185 (65%)
Missing 12
Mialgia 220 (78%)
Missing 12
Rash 45 (16%)
Missing 12

Sangramentos menores (Epistaxe ou gengivorragia) 13 (4.6%)



Missing
Tontura
Missing
Hepatomegalia
Missing
Cefaleia
Missing

Acometimento Pulmonar
(Tosse, Hemoptise ou crepitacdes)

Missing
Desidratacéo
Missing
Diarreia
Missing
Dor abdominal
Missing
Dor nas Panturrilhas
Missing
Derrames Cavitarios
Missing
Hematomas
Missing
Hematémese
Missing
Melena
Missing
Metrorragia
Missing
Hematuria
Missing
Hipotensao
Missing
Infecgdo Secundaria
Missing
Insénia
Missing
Diurese Reduzida
Missing
Palidez
Missing
Petequias
Missing

Hemorragia Conjuntival

Missing

12
67 (24%)
12
43 (15%)
12
168 (59%)
12

130 (46%)

12
59 (21%)
12
106 (37%)
12
118 (42%)
12
137 (55%)
48
40 (14%)
12
4 (1,4%)
12
16 (5,7%)
13
10 (3,5%)
12
3 (1,1%)
12
22 (7.8%)
12
32 (11%)
12
15 (5,3%)
12
7 (2,5%)
12
79 (28%)
13
53 (19%)
12
11 (3.9%)
12
37 (13%)
12



Sinais Vitais na Admisséo
Presséao Sistolica (mmHQ)
Missing
Pressédo Diastolica (mmHg)
Missing
PAM (mmHQ)
Missing
Frequéncia Cardiaca (/min)
Missing
Frequéncia Respiratoria (/min)
Missing
Exames Laboratoriais
Ureia (mg/dl)
Missing
Creatinina (mg/dl)
Missing
Saodio (mEg/l)
Missing
Potassio (mEqg/l)
Missing
Bilirrubina Direta (mg/dl)
Missing
Bilirrubina Indireta (mg/dl)
Missing
TGO (UI/N)
Missing
TGP (UI/)
Missing
Hematocrito (%)
Missing
Hemoglobina (g/dl)
Missing
Leucdcitos (109/1)
Missing
Plaguetas (10°/1)
Missing

47

114 (100, 130)

37
70 (60, 80)
41
87 (75, 97)
47
96 (81, 108)
52
22 (20, 28)
76
83 (42, 132)
36
2,44 (1,20, 4,30)
18
135,0 (131,0, 138,0)
57
3,80 (3,30, 4,30)
40
3,7 (0,7, 10,0)
86
1,1 (0,5, 3,2)
87
88 (47, 186)
53
68 (38, 114)
55
34 (30, 38)
12
11,60 (10,07, 12,70)
23
11400 (7990, 15615)
11
78000 (43000, 157000)
11

as variaveis numéricas estdo apresentadas em mediana e percentis 25 e 75 entre parénteses.

Fonte: Elaboracao propria, 2023.

5.1.2 Modelo preditor

Os pacientes foram agrupados aleatoriamente em duas coortes: a coorte de

derivagéo ou conjunto de treinamento (n = 235, 80%) e a coorte de validacao interna

(conjunto de teste) (n = 60, 20%). Houve um total de 63 preditores e nove foram
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removidos devido a valores ausentes (missing) maiores que 30% (taquipneia,
palpitacdo, convulsdes, flapping, pancreatite, polidria, ureia pos dialise, bicarbonato e
pH).

Como havia um grande numero de preditores, a sele¢éo de variaveis foi usada,
resultando em 14 possiveis candidatos preditores. Depois disso, trés preditores
colineares (informacgdes suplementares — S2 - Tabela 2) foram removidos. A presséo
sistdlica e diastélica admissionais foram removidas, porque derivamos a pressao
arterial média (PAM) e a hemoglobina também foi removida por associacdo com o
hematdcrito. A partir dai, os modelos preditivos foram ajustados usando os preditores
finais (n = 11 preditores).

Véarios modelos foram ajustados com reamostragem bootstrap e o desempenho
desses modelos foi analisado ao longo da AUC-ROC na coorte derivacdo. A AUC-
ROC foide 0,738 e 0,772 nos modelos xgBoost e Lasso, respectivamente. Como uma
segunda etapa, o desempenho desses modelos foi testado na coorte de validacao
interna. A AUC-ROC foi de 0,703 (0,414-0,987) e 0,776 (0,601-0,951) para os
modelos xgBoost e Lasso, respectivamente (Tabela 2). O modelo Lasso apresentou
maiores valores de precisdo e especificidade balanceada quando comparado ao
xgBoost (Tabela 2). Além disso, tragcamos uma matriz de confusdo de mortalidade na

coorte derivada, conforme mostrado em informac¢des suplementares — S3 - Figura 1.

Tabela 2 — Métricas de desempenho de modelos de mortalidade por leptospirose

nas coortes de derivagao e validacao

Treino (n=235) Teste (n=60)
Acurécia
AUC-ROC AUC-ROC * Acurécia Sensitbilidade  Especificidade
Balanceada
0,703
xgBoost 0,738 0,883 0,686 0,943 0,428
(0,414-0,987)
0,776
Lasso 0,772 0,783 0,691 0,811 0,571

(0,601-0,951)

*[95% Intervalo de Confianga] baseado em 2000 bootstrap amostras.
Fonte: Elaboracao propria, 2023.

5.1.3 Fazendo uma previséo baseada em pontuacao
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Os resultados da regressdo do modelo Lasso mostraram que a idade acima de
40 anos, letargia, envolvimento pulmonar, valores mais altos de transaminase pirdvica
(TGP), valores diretos de bilirrubina e niveis mais altos de leucdcitos foram
relacionados a morte. Em contraste, um nivel de hematdécrito mais elevado, pressao
arterial média mais alta, valores mais altos de ureia, sédio e contagem de plaquetas
foram relacionados a sobrevivéncia. Os coeficientes de importancia do modelo Lasso

foram usados para construir o LeptoScore (Figura 4).

Figura 4 — Coeficientes de importancia pelo modelo Lasso das variaveis
associadas a 6bito em pacientes com leptospirose (LeptoScore)

Idade

Letargia -

Sintomas Pulmonares -
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Plaguetas -

Sédio -
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Hematdcrito -

P -_——

8 12

Importéncia

5.1.4 Pontuacéo rapida e simplificada (QuickLepto)

Para criar o QuickLepto, as variaveis continuas foram definidas com base em
uma arvore CART - Classificacdo e regressdo para aprendizado de maquina
(Informacgdes suplementares — S4 - Figura 2). Em seguida, usamos os coeficientes da
regressdo Lasso e mapeamos em numeros redondos, considerando seus valores
absolutos. Para variaveis cujos coeficientes de regresséo Lasso foram acima de 2,
atribuiu-se 2 pontos (idade acima de 40 anos); para aquelas variaveis cujos
coeficientes Lasso variaram entre 0,5 e 2, recebeu 1 ponto (envolvimento pulmonar,

letargia, hematocrito e PAM). Excluimos do escore QuickLepto aqueles abaixo de 0,5
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(ureia sérica, soédio, bilirrubina, ALT, leucécitos, plaquetas) (Informacdes
suplementares — S5 -Tabela 3).

O QuickLepto usa 5 preditores (Figura 3):

1. Idade acima de 40 anos: 2 pontos

2. Presenca do sintoma de letargia: 1 ponto

3. Presenca do sintoma pulmonar: 1 ponto

4. Pressdao Arterial Média < 80 mmHg: 1 ponto

5. Hematocrito < 30%: 1 ponto

A AUC-ROC para QuickLepto foi de 0,788 [95% CI 0,693-0,883]. Acuracia,
acuracia balanceada, sensibilidade e os valores de especificidade usando um ponto
de corte de trés ou mais pontos, sdo mostrados na Tabela 3, Quadro 3. O melhor
ponto de corte para AUC-ROC foi de 0,778 (Figura 5).

Tabela 3 — Métricas de performance do LeptoScore e QuickLepto na coorte de

validacéo

Test Set (n=60)

L Acuracia e
_ * S ey
AUC-ROC Acurécia Balanceada Sensibilidade Especificidade
0,776
LeptoScore (0,601-0,951) 0,783 0,691 0,811 0,571
QuickLepto 0,788 0,700 0,644 0,716 0,571

(0,693-0,883)

*[95% Intervalo de Confianca] baseado em 2000 amostras bootstrap.Fonte: Elaboracao prépria, 2023.

Quadro 3 — QuickLepto: uma escala de seis pontos.

QuickLepto | Pontos
Idade acima de 40 anos 2
Presenca de letargia+ 1
Presenca de sintomas pulmonares* 1




o1

Pressao Arterial Média abaixo de 80 1
mmHg
Hematocrito abaixo de 30% 1

-Letargia definida por presenca de alteracdes de sensdrio, incluindo desorientagdo, letargia e
agitacdo; *Sintomas pulmonares foram definidos por ocorréncia de tosse, crepitacfes ou
hemoptise.

Figura 5 — Curva AUC-ROC do QuickLepto na coorte de validacéo.

vity

AUC-ROC 0.79
(95% CI: 0.69-0.88)

1 - specificity

Fonte: Elaboracao prépria, 2023.

5.1.5 Comparacao de métricas de precisdo com modelos anteriores

As performances do LeptoScore e do QuickLepto foram comparadas com dois
outros modelos, um derivado de uma populacdo com leptospirose e outro modelo
utilizado em pacientes sépticos. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4. A preciséao,
precisdo balanceada, sensibilidade e os valores de especificidade foram,
respectivamente: 0,50, 0,76, 0,43 e 1,00 para o escore SPIRO e 0,78, 0,56, 0,84 e
0,28 para o modelo derivado do qSOFA. Portanto, todos eles resultaram em baixa
especificidade e/ou menor sensibilidade para pacientes com leptospirose,
apresentando desempenho inferior ao LeptoScore e QuickLepto. Por isso, 0s escores
LeptoScore e QuickLepto apresentaram melhor equilibrio entre sensibilidade e

especificidade.
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Tabela 4 — Comparacgéo das métricas de precisdo com os modelos preditores

prévios
_ Acurécia - o
Modelo Acurécia Sensibilidade  Especificidade
Balanceada
SPIRO 0,500 0,761 0,433 1,00
gSOFA 0,782 0,567 0,849 0,285
LeptoScore
0,783 0,691 0,811 0,571
(modelo atual)
QuickLepto
0,700 0,644 0,716 0,571

(modelo atual)

Fonte: Elaboracao propria, 2023.

5.2 Correlagdes entre o novo escore de 0bito com escores preditores existentes

e com os biomarcadores de gravidade

Um total de 49 individuos foram admitidos por suspeita de leptospirose, cinco
destes nao obtiveram confirmacé&o soroldgica, portanto foram incluidos 44 pacientes
no estudo. A morte foi observada em 4 casos (9,1%). A populacgéo era principalmente
de adultos jovens, com uma meédia de idade de 40,8 + 16,9 anos e 81,8% eram
homens. A alteracdo hemodinamica evidenciada pela PAM < 80 mmHg foi
evidenciada em 15 casos (34,1%), anormalidades respiratorias em 56,8% e
repercussao no sensorio em 27,3%. A reducdo no volume urinario esteve presente
em 11 pacientes.

Na avaliacdo da gravidade dos pacientes desta amostra, 0os escores de
gravidade SPIRO e qSOFA foram calculados. Nenhum paciente obteve pontuacéo
maxima do SPIRO. Apenas 5 pacientes (11,4%) pontuaram 2 pontos. No gSOFA, 2
(4,5%) pacientes tiveram as 3 caracteristicas para pontuacéo de todos os critérios do

escore. A andlise univariada é mostrada em Tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas gerais

Total (n=44)
Género Masculino (%) 36 (81,8)
ldade, anos 40,8 + 16,9
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Frequéncia Respiratoria (irpm) 22+£8,2
Presséo Arterial Sistélica (mmHg) 120,2+£21,1
Presséo Arterial Diastolica (mmHQ) 71,7+14,9
PAM (mmHQ) 87,9+16,4
PAM < 80 (%) 15 (34,1)
Sintomas

Agitacéo (%) 6 (13,6)

Desorientacao (%) 5(11,4)

Letargia (%) 5(11,4)

Alteracdes no sensorio — agitacdo, desorientacdo e/ou letargia (%) 12 (27,3)

Tosse (%) 16 (36,4)

Dispneia (%) 13 (29,5)

Taquipneia (%) 7 (15,9

Crepitacdes (%) 3 (6,8)

Hemoptise (%) 4(9,1)
Alteractes p-ulmonares - tosse, dispneia, taquipneia, crepitacdes 25 (56.8)
e/ou hemoptise (%)
Oliguria/anuria (%) 11 (25)
Glasgow < 15 (%) 9 (20,5)
SPIRO

25 (56,8)

0 (%)

1 (%) 14 (31,8)

2 (%) 5(11,4)
gSOFA

0 (%) 26 (59,1)

1 (%) 12 (27,3)

2 (%) 4(9,1)

3 (%) 2(4,5)
Obito (%) 4 (9,1)

Irpm — incurs@es respiratorias por minuto, PAM — pressao arterial média
Fonte: Elaboracao propria, 2023.
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Baseado nos parametros e caracteristicas a admisséo hospitalar, o calculo do
escore do QuickLepto de cada paciente foi realizado e a Figura 6 mostra a distribuicédo

conforme a mortalidade.

Figura 6 — Distribuicdo dos valores do QuickLepto conforme mortalidade

QuickLepto

i

Fonte: Elaboracéao prépria, 2023.
A avaliagcéo das correlacdes entre o QuickLepto e os escores SPIRO e gSOFA

foi significativa e positiva (r= 0,632 e r= 0,589, respectivamente e p <0,001 em ambos),

vide figura 7 e tabela 6.

Figura 7 - Correlacao entre SPIRO e qSOFA com o escore QuickLepto
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Fonte: Elaboracao prépria, 2023.
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No tocante aos biomarcadores de gravidade dosados na admisséo hospitalar,
todo o perfil endotelial estudado com VCAM-1 (r= 0,507, p <0,001), ICAM-1 (r= 0,311,
p=0,040), sindecan-1 (r= 0,331, p= 0,028) e Ang-2 (r= 0,442, p= 0,003) mostrou
correlacao significativa e positiva com QuickLepto, exceto a Ang-1 (Figura 8 e tabela
6).

Figura 8 — Correlacdo entre biomarcadores endoteliais e 0 escore QuickLepto

5000-] 6000 |’h0=0.311;
ool rhpo<=00b50017, o wol Pp<0.040 8 o
o ' A~ 5000 O O
=1 40004 o — @)
~ 3500 E = (@) o)
o o) o 4000-] O O
5 3000-] 3500 8 8 e
w—{ 2500 : 3000 O % © o
| 1 25004 O
2000 O
E = 2000 g
U 1500 6
s @)
> 1000 = v 8 @) 8 O
1000 o
5007 500 @) 8
0 1 B 3 i 5 0 1 B 3 2 5
Quick LEPTO Quick LEPTO
1400
—~ 20 e} O
- rho=0.442; e rho=0.331; o
S p=0.003 3 =  p=0.028 5
= 16 E @]
g O © ; 1000 o) o o
o) <
‘TI 12 O E : 800 ©
- :
.2 c 8 600 O
4 [ ]
2 € 8 o
(=)l > S
z 2
200+
O
@) o O
0 @]
0 1 B 3 H 5 T0 1 2 3 2 5
Quick LEPTO Quick LEPTO

Fonte: Elaboracao propria, 2023.

Na analise dos parametros relacionados a coagulacéo, o biomarcador vVWF-A2
foi o Unico que evidenciou correlacdo com o escore preditor (r= 0,417, p=0,005). Os
indicadores laboratoriais usuais, plaguetas bem como TAP e TTPA, ndo apresentaram
correlacionados (Figura 9 e tabela 6).

No perfil renal, o NGAL sérico, apresentou correlacdo positiva com significancia
estatistica r= 0,388, p=0,009. N&o foi observada associacdo com creatinina, MCP-1,
FGF-23 séricos e NGAL urinario (Figura 9 e tabela 6).



Figura 9 — Correlag&o entre biomarcadores VWF e SNGAL com o escore
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Fonte: Elaboracao prépria, 2023.
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Tabela 6 — Correlacdo entre escores clinicos e biomarcadores admissionais com o

QuickLepto
QuickLepto
rho p

SPIRO 0,632 <0,001
gSOFA 0,589 <0,001
Biomarcadores endoteliais

VCAM-1 0,507 <0,001

ICAM-1 0,311 0,040

Sindecan-1 0,331 0,028

Ang-2 0,442 0,003

Ang-1 -0,018 0,910
Biomarcadores de coagulacao

Plaquetas -0,279 0,078

TAP 0,086 0,710

TTPA 0,015 0,952

VWF-A2 0,417 0,005
Biomarcadores renais

Creatinina sérica -0,099 0,548

MCP-1 -0,061 0,696

FGF-23 0,263 0,084

NGAL urinario -0,014 0,927

NGAL sérico 0,388 0,009

Fonte: Elaboragéo propria, 2023.
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6 DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento do escore preditor de mortalidade na leptospirose

Este é o primeiro estudo a prever a mortalidade em leptospirose humana
por meio de um modelo de aprendizado de maquina em uma area de alta prevaléncia
da doenca. O novo escore foi denominado Lepto Score. Além disso, foi desenvolvida
uma pontuacao rapida (QuickLepto), que pode ser facilmente aplicada e obteve um
desempenho semelhante ao do modelo completo. Utilizando a idade, dois sintomas
clinicos, a medida da pressao arterial média e os valores do hematdcrito (escala de
seis pontos), € possivel predizer o ébito na admissdo hospitalar com alto poder
discriminatério. Embora muitos estudos (DAHER et al., 2017; GOSWAMI et al., 2014;
WANG et al., 2020), incluindo uma revisdo sistematica (AL HARIRI et al., 2019)
tenham encontrado alguns preditores independentes de mortalidade, este é o primeiro
estudo que estabeleceu uma ferramenta de admisséo hospitalar facil de usar e com o
melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade para prever morte na
leptospirose humana.

Modelos preditivos anteriores em leptospirose mostraram alto
desempenho, mas usaram dados combinados obtidos na admissdo e outros
momentos durante a internacéo. Por exemplo, o escore SPIRO prediz a gravidade da
leptospirose usando oliguria (débito urinario <500 mL/24 horas), achados
auscultatérios anormais no exame respiratério e hipotensao (presséo arterial sistélica
<100 mmHg) (SMITH et al., 2019). A presenca de oliguria deve ser avaliada 24h apos
e nao prontamente na admissao hospitalar. Em contrapartida, no presente estudo, o
LeptoScore utilizou preditores disponiveis apenas na admissdo hospitalar e o
desfecho avaliado foi o pior possivel (6bito).

O presente estudo teve 11% (32/295) de mortalidade, registro semelhante
ao observado naqueles pacientes com faléncia renal 12.1% (0-25.0%) conforme
revisdo sistematica (TAYLOR, PARIS, NEWTON, 2015). Fatores de risco
independentes para 6bito nos casos de IRA associada a leptospirose relatados em
uma revisdo sistematica foram oliguria, ictericia, arritmia, crepitacdes, nivel elevado
de bilirrubina direta, tempo de protrombina ativada elevado, hiperbilirrubinemia e
leucocitose (DAHER et al.,, 2019). Encontramos preditores de mortalidade

semelhantes na presente coorte, ndo relacionados exclusivamente a presenca de IRA.
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Um estudo realizado em pacientes com leptospirose em unidades de
terapia intensiva mostrou que o Simplified Acute Physiology Score (SAPS) apresentou
pior desempenho em relagdo a mortalidade. A mortalidade dos pacientes com
leptospirose foi menor do que a prevista pelo escore SAPS (DELMAS et al., 2018).
Isso sugere a necessidade de um modelo preditivo especifico para pacientes com
leptospirose. Confirmando esses achados, o0 qSOFA, que € um escore geral para
pacientes sépticos, apresentou desempenho inferior ao LeptoScore.

Trés dos cinco preditores incluidos no QuickLepto sdo semelhantes aos
parametros usados no gSOFA, mas anemia (hematdcrito < 30) e idade acima de 40
anos, as variaveis mais importantes, nao estao incluidas.

Em concordancia com estudos anteriores, nossos resultados mostraram
gue a anemia em pacientes com leptospirose foi associada a resultados ruins. Em um
estudo observacional prospectivo, niveis de hemoglobina (Hb) inferiores a 11g/dL
foram associados a formas graves da doenca (70% versus 14,8%; OR = 16,2 [IC 95%:
3,9-66,9]) (BISCORNET et al.,, 2020). Outro estudo mostrou que pacientes com
leptospirose em UTI apresentaram niveis de hemoglobina mais baixos do que aqueles
tratados em enfermarias (10,2 £ 2,4 vs. 11,6 £ 1,9 g/dL, p < 0,0001) (DAHER et al.,
2016).

Daher et al. (2019) mostraram anteriormente que a idade € um preditor
crucial. Pacientes idosos com leptospirose apresentaram maior incidéncia de IRA (OR
2,049, IC 95% 1,207-3,477) e maior frequéncia de 6bito (OR 3,520, IC 95% 1,940-
6,386) durante a internacdo do que pacientes mais jovens.

Este estudo apresenta algumas limitacdes que se devem principalmente ao
seu desenho retrospectivo e ao fato dos dados terem sido recolhidos ao longo de 14
anos. Embora seja um periodo longo, as principais diretrizes de tratamento
permanecem as mesmas. O artigo anterior publicado por nosso grupo mostrou que a
taxa de mortalidade caiu a cada década desde 1985, o que provavelmente reflete o
diagnostico precoce e a oferta de tratamento adequado (DAHER et al., 2017). O
QuickLepto ndo teve uma validacdo de coorte externa. Embora tenhamos realizado
as métricas de validacdo em um grupo de teste independente, os resultados do
QuickLepto precisam de uma coorte de validagao externa adicional. Esse achado foi
especialmente verdadeiro para os pacientes que marcaram mais de 3 pontos, pois 0
namero de pacientes que classificaram de 4 a 5 pontos foi menor no presente conjunto

de dados.
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Por outro lado, como pontos fortes a serem destacados, foram incluidos
apenas dados basicos de internacdo hospitalar, os modelos estatisticos utilizados no
estudo sdo muito sofisticados e é uma das maiores amostras ja estudadas.

O proximo passo € a validacdo desse novo escore em uma amostra
prospectiva, especialmente em diferentes populagdes, para avaliar adequacao geral
e demonstrar sua utilidade significativa em ambientes com recursos limitados onde ha

maior prevaléncia de leptospirose.

6.2 Correlacdes entre o novo escore de Obito com os escores preditores

existentes e com os biomarcadores de gravidade

Na busca por identificar quais os biomarcadores admissionais podem estar
associados a evolucéo para o Obito na leptospirose grave, uma coorte prospectiva
com 44 pacientes foi realizada. Ficou evidente que, apesar de todos 0s avancos nas
ultimas décadas, a mortalidade persiste consideravel. Tivemos 9,1% de mortalidade
na presente coorte (4/44), achado semelhante aos 10,05% (intervalo 0-33,3%)
evidenciado em revisao sistematica (AL HARIRI et al., 2019).

E crucial, portanto, elucidar quais os mecanismos e marcadores,
idealmente, admissionais, sdo associados a evolucao para o 0bito para que a equipe
clinica possa atuar e instituir condutas que visem evitar o desfecho previsto. Com este
intuito, aplicamos o escore QuickLepto na amostra prospectiva, evidenciando
associacao entre modelos anteriores (SPIRO e qSOFA) projetados para prever
gravidade e morte. A correlacdo positiva e significativa entre os escores ja era
esperada, pois alguns dos parametros utilizados na construgdo do novo escore
coincidem com os presentes nos escores ja estabelecidos. Dessa forma, enfatizando
a importancia destes sinais e sintomas clinicos que se sobrepdem nos escores, com
a mortalidade em pacientes com leptospirose grave, desfecho especifico analisado
pelo QuickLepto.

Além disso, os biomarcadores de gravidade, endoteliais (ICAM-1, VCAM-1,
Sindecan-1, Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, VWF-A2) e renais (MCP-1, NGAL sérico
e urinario, FGF-23) foram analisados na coorte.

No perfil endotelial, cinco das seis moléculas analisadas apresentaram
correlacao significativa e positiva com QuickLepto. Esta evidéncia de associacéo

corrobora com os achados em diversos estudos que apontam o endotélio como parte



60

essencial e atuante para mediacdo de diversas fun¢des como coagulacao, fibrindlise,
atividade plaquetaria, tonus arterial e crescimento vascular (DAIBER et al., 2017).
Assim como sua ativagcdo e quebra da barreira ditam o mecanismo patogénico critico
do dano de 6rgaos (ROBINSON-COHEN et al., 2016).

Dentre os biomarcadores endoteliais estudados, a Ang-1 foi a Unica a nao
demonstrar associacao significativa com o QuickLepto. A Ang-1 atua como protetor
do endotélio, antagonizando a Ang-2. Nos pacientes criticos, a liberacdo macica de
Ang-2 interfere na sinalizac&o constitutiva de Ang-1 ao receptor de tirosina quinase
Tie2 nas células endoteliais, levando assim a quebra da barreira vascular seguida de
transmigracéo de leucocitos e vazamento capilar (LUKASZ et al., 2008). Em estudos
clinicos, foi evidenciado que suas concentracdes se correlacionam de forma negativa
com a gravidade da doenca o que pode refletir sinalizagcdo de manutencéo prejudicada
pelos pericitos do endotélio (LUKASZ et al., 2008; RICCIUTO, et al., 2011).

Na leptospirose, niveis aumentados de sindecan-1 e ICAM-1 foram
evidenciados na comparacéo entre pacientes com e sem IRA (LIBORIO et al., 2015).
Em estudo recente que avaliou necessidade de hemodialise em pacientes
leptospirose grave evidenciou que, na admissdo hospitalar, os niveis elevados de
biomarcadores de lesdo Ang-2 e sindecan-1 foram associados a necessidade
adicional de hemodidlise durante a internacéo hospitalar e maior numero de sessdes
de hemodialise. Em contrapartida, nao foi identificada associacdo significativa dos
niveis séricos de VCAM-1 e ICAM-1 com o desfecho (MENESES et al., 2022).

E importante ressaltar, em especial, a correlacdo encontrada com o VWF-A2,
biomarcador endotelial associado prioritariamente a coagulacdo, pois 0s
sangramentos estdo entre as manifestacdes cardinais da leptospirose grave
juntamente com ictericia e IRA. A trombocitopenia € frequentemente observada
nestes pacientes e ja foi associada a admissdo em UTI (DAHER et al., 2016;
PRABHU; S; RAMESH, 2016; SUN; LIU; YAN, 2020; AJJIMARUNGSI;
BHURAYANONTACHAI; CHUSRI, 2020). In vitro, a leptospira virulenta evidenciou
gue a movimentacao intracelular do patégeno causou um aumento na expressao de
VWF na superficie celular das células endoteliais (GOEIJENBIER et al., 2015). Em
um grupo de pacientes com provavel leptospirose, o fator de ativacao do vVWF foi cerca
de duas vezes maior nos pacientes com suspeita de leptospirose, independente da
presenca de sangramento, do que nos controles saudaveis. Assim, uma quantidade

maior do VWF circulante estava em uma conformacéo de ligacdo plaquetéaria ativa o
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gue aponta para importancia predominante da disfuncdo plaquetéria sobre a
contagem absoluta de plaguetas (TUNJUNGPUTRI et al., 2017).

No tocante a analise dos biomarcadores renal com o novo escore, apenas 0
NGAL sérico apresentou correlacédo positiva com significancia estatistica. Achado que
reforca a importancia deste biomarcador em cenarios clinicos. Um estudo
multicéntrico demonstrou que os niveis de UNGAL e pNGAL associados a IRA tiveram
AUC-ROC de 0,91 e 0,92, respectivamente, em pacientes com leptospirose
(SRISAWAT et al., 2015). Recentemente, um estudo molecular evidenciou que a
secrecdo de NGAL na lesdo renal aguda associada a leptospirose € regulada na via
de transducéo do sinal NF-kB, mediador da inflamacgéo (HSU et al., 2021).

Nosso estudo teve algumas limitagbes, principalmente pelo pequeno
namero de pacientes com o desfecho estudado, 6bito, o que dificulta a realizacéo de
analises de regressdo e curva ROC. Apesar disso, efeitos interessantes foram
observados com significancia estatistica, porém os resultados devem ser vistos com
cautela. E valido ressaltar que, em comparacdo com estudos semelhantes, a amostra
total tem um bom tamanho.

Diante das correlacfes entre o novo escore preditor de 6bito, QuickLepto,
e 0s biomarcadores estudados, € possivel concluir que a lesdo endotelial atua como
determinante chave da gravidade da doenca e assim, em Ultima escala, esta
associada ao 6bito. Mais estudos séo necessarios para ampliar a compreensédo de
sua aplicacdo na pratica clinica e, consequente, melhor abordagem e intervencéo

terapéutica

6.3 Perspectivas Futuras

Os escores preditores tém se mostrado Uteis para direcionamento e
adequacdo do manejo dos pacientes na pratica clinica, portanto validar o recém-
desenvolvido modelo preditor de ébito na leptospirose grave, QuickLepto, em nova
coorte € de extrema importancia para avaliacdo deste escore em diferentes
populacdes.

A investigacado e busca pela correlacéo especifica entre desfechos clinicos
na leptospirose, como gravidade e 6bito, com o campo molecular através da pesquisa

de diferentes biomarcadores € promissora. Logo, estudos com esta tematica poderéo
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contribuir para esclarecimento dos processos fisiopatoldgicos envolvidos bem como

na deteccado precoce e estratificacdo de risco da doenca.
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CONCLUSAO

O QuickLepto, escore admissional desenvolvido para predizer mortalidade intra-
hospitalar em pacientes com leptospirose grave, € simples e de facil aplicabilidade
na pratica clinica rotineira.

O QuickLepto apresenta boa acuracia (AUC-ROC = 0,788) na predicdo de
mortalidade nestes pacientes.

Idade acima de 40 anos, acometimento pulmonar, presenca de letargia,
hematdécrito abaixo de 30% e pressao arterial média abaixo de 80 mmHg sao
fatores preditores para Obito na leptospirose grave.

Em comparacédo com os escores SPIRO e qSOFA, o LeptoScore e o QuickLepto
tiveram melhor precisdo para prever mortalidade em pacientes com leptospirose
grave.

O QuickLepto apresenta correlacdo positiva e significativa com 0s escores
preditores previamente existentes, SPIRO e qSOFA.

O QuickLepto apresenta correlagao positiva e significativa com os biomarcadores
de gravidade (endoteliais: ICAM-1, VCAM-1, sindecan-1, Ang-2 e VWF-A2 e o
renal: NGAL sérico), apontando para importancia como preditores de 6bito na

leptospirose grave.
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to predict mortality in leptospirosis
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Predicting risk factors for death in leptospirosis is challenging, and identifying high-risk patients is
crucial as it might expedite the start of life-saving supportive care. Admission data of 295 leptospirosis
patients were enrolled, and a machine-learning approach was used to fit models in a derivation cohort.
The comparison of accuracy metrics was performed with two previous models—SPIRO score and quick
SOFA score. A Lasso regression analysis was the selected model, demonstrating the best accuracy to
predict mortality in leptospirosis [area under the curve (AUC-ROC) =0.776]. A score-based prediction
was carried out with the coefficients of this medel and named LeptoScore. Then, to simplify the
predictive tocl, a new score was built by attributing points to the predictors with importance values
higher than 1. The simplified score, named QuickLepto, has five variables (age > 40 years; lethargy;
pulmonary symptom; mean arterial pressure < 80 mmHg and hematocrit < 30%) and good predictive
accuracy (AUC-ROC=0.788). LeptoScore and QuickLepto had better accuracy to predict mortality in
patients with leptospirosis when compared to SPIRO score (AUC-ROC=0.500) and quick SOFA score
(AUC-ROC=0.782). The main result is a new scoring system, the QuickLepto, that is a simple and
useful tool to predict death in leptospirosis patients at hospital admission.

Leptospirosis is a worldwide neglected zoonotic disease caused by pathogenic spirochetes from the genus Lepto-
spira, mainly L. interrogans, with higher prevalence in tropical countries'. It is a waterborne disease transmitted
through rat urine, and its outbreaks occur during rainy seasons”. The disease mainly affects low-income popula-
tions and individuals exposed to contaminated animals and environments, such as farmers, veterinarians, sewage
workers, meat inspectors, rodent control workers, and military personnel®.

Leptospirosis is a major concern for public health due to its high morbidity and mortality rates. It is estimated
that 1.03 million new cases occur worldwide annually, along with 58,900 or even more deaths, mostly among
young adult males’. Many cases of leptospirosis are undiagnosed or misdiagnosed as other tropical febrile ill-
nesses, concealing its actual burden®. Therefore, the World Health Organization (WHO) considers leptospirosis
an important neglected tropical zoonosis due to its underestimated incidence and high mortality”. The median
mortality in a recent review was 10.05% [(range 0-33.3%)]".

Most patients manifest an asymptomatic or mild disease with fever, chills, headache, and myalgia. Ocular
and cutaneous manifestations have also been described’®,

However, 10% of affected individuals may develop a life-threatening condition, characterized by hepatic
dysfunction with rubinic jaundice and acute kidney injury (AKI), known as Weil’s syndrome, in addition to
pulmonary hemorrhage, gastrointestinal symptoms, coagulopathy, electrolyte disturbances and myocarditis, as
well as liver failure and neurological symptoms*®.

The diagnosis of leptospirosis is challenging and cumbersome due to unspecific initial presentation that mim-
ics other bacterial and viral infections, hampering early recognition, and the lack of a standard testing technique
to check infection at all stages. Additionally, some endemic areas are unprovided of adequate laboratory resources
and infrastructure as well as well trained staff'’.
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Abstract

Objective: To investigate the prediction ability of vascular injury biomarkers for
haemodialysis requirement in patients with severe leptospirosis.

Methods: Prospective study with severe leptospirosis patients hospitalised in Forta-
leza, Brazil. Blood samples were collected hospital admission to quantify vascular
injury biomarkers: syndecan-1, ICAM-1, VCAM-1, angiopoietin-2 and FGF-23. Two
groups were evaluated according to haemodialysis requirement during hospital stay.
Results: Twenty-seven patients were included, with a mean age of 39 £ 18 years. 88.9%
were males. 53.8% needed haemodialysis and presented higher levels on hospital admis-
sion of syndecan-1 (572 [300-811] vs. 263 [106-421] ng/ml; p = 0.03), angiopoietin-2
(152 [0.72-2.72] vs. 0.63 [0.4-1.38] ng/ml; p = 0.01), and FGF-23 (291 [56-2031]
vs. 10 [10-806] pg/ml; p = 0.021). Syndecan-1 showed significant correlation with creati-
nine (r = 0.546; p = 0.05) and total bilirubin levels (r = 0.534; p = 0.013) on hospital
admission. Angiopoietin-2 showed significant correlation with creatinine levels
(r = 0.513; p = 0.009) on hospital admission and with number of haemodialysis sessions
(r =0.406; p = 0.049). No significant correlation was found with FGF-23. Regarding
prognostic performance, combined syndecan-1 and angiopoietin-2 levels had a better abil-
ity to predict haemodialysis need in patients with severe leptospirosis (AUC-
ROC = 0.744 [95% CI: 0.545-0.943] p = 0.035).

Conclusion: Syndecan-1 and angiopoietin-2 were associated with haemodialysis need
in patients with severe leptospirosis and may be useful to improve therapeutic
approach and reduce mortality.

KEYWORDS

haemodialysis, leptospirosis, vascular biomarkers, Weil disease

Leptospira cause a multisystemic vasculitis. Endothelial
activation and systemic inflammation play an important role

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by pathogenic
spirochetes of the genus Leptospira. Many individuals are
asymptomatic, although a small number of patients develop
manifestations which range from a self-limiting febrile
illness to a severe form, known as Weil disease. In the latter
condition, acute kidney injury (AKI) is common and may
be associated with fatal outcomes [1-3].

AKI development may occur due to direct action of the
etiologic agent, dehydration, rhabdomyolysis, and haemody-
namic alterations [3]. Pathogenic spirochetes with genus

in the development of leptospirosis and its complications,
although the exact mechanisms remain unclear [3-5]. Renal
involvement and need for haemodialysis are frequent com-
plications in the severe form of leptospirosis and have been
associated with poor prognosis and death [2, 6]. Its scenario
is alarming, since AKI occurs in 20%-85% of the patients
with severe leptospirosis, and up to 31.6% of them require
dialysis [7, 8].

In this context, prompt identification of severity may
help improve therapeutic approach among patients with

Trap Med Int Health. 2022;1-8.
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RESUMOD

A leptospirose é uma zoonose de importdncia
mundial. As manifestacdes clinicas apresentam
amplo espectro desde sintomas leves até 6bito. Os
fatores associados A maior gravidade sdo idade
avancada, ictericia e/ou injtria renal aguda (IRA). O
diagndstico precoce da lesdo renal continua sendo
um desafio, pois a creatinina sérica é um marcador
tardio. Pesquisas recentes com moléculas que
possam ser utilizadas nesse contexto clinico tém
oferecido crescentes informacdes dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos nesse processo. Este
estudo constitui uma mini-revisio na qual os
principais trabalhos publicados nos ultimos anos
sobre o tema foram compilados. Apesar dos
resultados sugerirem aplicabilidade promissora, o
papel dos novos biomarcadores na leptospirose
ainda ndo estd definido. A avaliacio de
biomarcadores renais e endoteliais apresenta
grande potencial para melhorar o gerenciamento de
risco dos pacientes com leptospirose, podendo
contribuir para reducdo dos indices de mortalidade.
Logo, essa temadtica necessita de mais dados para
comprovacao de quais moléculas tém maior
relevancia e, consequentemente, devem ser
incorporadas na pratica clinica.

Palavras-chave: Leptospirose, Injiria Renal Aguda,
Biomarcadores.

ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide
importance. Clinical manifestations present a broad
spectrum, with advanced age, jaundice and/or acute
kidney injury (AKI) being the factors associated with
greater severity. Early diagnosis of acute kidney
injury remains a challenge, as serum creatinine is a
late marker. Recent research with biomarkers that
can be used in this clinical context has provided
increasing information on the pathophysiological
treatments involved in this process and may soon be
an important tool for clinical pre-complications. This
study constitutes a mini-review in which the main
works published in recent years on the subject were
compiled. Despite the results suggesting promising
applicability, the role of new biomarkers in
leptospirosis is still not defined. Therefore, the
evaluation of renal and endothelial biomarkers has
great potential to improve the risk management of
patients with leptospirosis, and may contribute to
the reduction of mortality rates from leptospirosis.
Therefore, this theme needs more data to prove
which are the most significant flags and,
consequently, should be incorporated into clinical
practice.

Keywords: Leptospirosis, Acute Kidney Injury,
Biomarkers.
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S1 - Tabela 1 — Dados faltosos (missing data)

Variavel Tipo de N N Missing
variavel missing  Percentual
idade Preditor 295 0 0.0
género Preditor 295 0 0.0
profisséo Preditor 233 62 21.0
tempo_sintomas_admissao Preditor 250 45 15.3
sintomas_letargia Preditor 283 12 4.1
sintomas _febre_calafrios Preditor 283 12 4.1
sintomas _vomito Preditor 283 12 4.1
sintomas _palpitacao Preditor 196 99 33.6
sintomas _colestatica_sindrome Preditor 283 12 4.1
sintomas _taquipneia Preditor 108 187 63.4
sintomas _mialgia Preditor 283 12 4.1
sintomas _rash Preditor 283 12 4.1
sintomas _menor_sangramento Preditor 283 12 4.1
sintomas _tontura Preditor 283 12 4.1
hepatomegalia Preditor 283 12 4.1
sintomas _cefaleia Preditor 283 12 4.1
sintomas _convulsdes Preditor 170 125 42.4
sintomas _pulmonares Preditor 283 12 4.1
sintomas _desidratacéo Preditor 283 12 4.1
sintomas _diarreia Preditor 283 12 4.1
sintomas _dor_abdominal Preditor 283 12 4.1
sintomas _dor_panturrilhas Preditor 247 48 16.3
sintomas _derrames_cavidade Preditor 283 12 4.1
sintomas _hematomas Preditor 283 12 4.1
sintomas _Flapping Preditor 170 125 42.4
sintomas _hematemese Preditor 282 13 4.4

sintomas _melena Preditor 283 12 4.1
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sintomas _metrorragia
sintomas _hematuria

sintomas _hipotenséao

sintomas _secundaria_infeccao
sintomas _insonia

sintomas _ diurese_ reduzida
sintomas _palidez

sintomas _pancreatite
sintomas _petequias

sintomas _poliuria

sintomas _conjuntival_hemorragia
vital_pressao_sistolica_admisséo
vital_pressao_diastolica_admissao
vital_FC_admissional
vital_FR_admissional

PAM

vasopressor

Diuretico

blood_transfussion

antibioticos

lab_ureia

lab_pos_ureia

lab_creatinina

lab_sodio

lab_potassio

lab_bicarbonato

lab_pH

lab_bilirrubina_direta
lab_bilirrubina_indireta
lab_TGO

lab_TGP

lab_ HTc

lab_Hb

Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor

283
283
283
283
283
282
283
175
283
168
283
258
254
243
219
248
236
234
232
295
259
144
277
238
255
151
155
209
208
242
240
283
272

12
12
12
12
12
13
12
120
12
127
12
37
41
52
76
47
59
61
63

36
151
18
57
40
144
140
86
87
53
55
12
23

4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.4
4.1
40.7
4.1
43.1
4.1
12.5
13.9
17.6
25.8
15.9
20.0
20.7
21.4
0.0
12.2
51.2
6.1
19.3
13.6
48.8
47.5
29.2
29.5
18.0
18.6
4.1
7.8
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lab_leucocitos
lab_plaquetas
tempo_internamento
hemodialise
N_dialisis_sessoes
dialise_tipo

IRA

UTI

KDIGO

KDIGO3

death
desfecho_composto
SPIRO_escore

Preditor

Preditor

Preditor

Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho
Desfecho

Desfecho

284
284
262
295
128
100
295

28
295
295
295
295
295

11
11
33

167
195

267

o O O O

3.7
3.7
11.2
0.0
56.6
66.1
0.0
90.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

PAM- pressao arterial média, FC — frequéncia cardiaca, FR — frequéncia respiratéria, Ht — hematdcrito, Hb —
hemogloblina, IRA - injdria renal aguda, UTI — unidade de terapia intensiva

Preditores totais: 63; Desfechos: 10

Removido as variaveis com mais de 30% dados ausentes (9/63 preditores):

. sintoma_flapping

. sintoma_poliuria
.lab_pos_ureia

. lab_bicarbonato
.lab_pH

© 00 N O O A~ W N PP

. sintoma_taquipnéia
. sintoma_palpitagcéo

. sintoma_convulsdes

. sintoma_pancreatite



S2 - Tabela 2 — Selecédo de variaveis por Boruta

Variavel Tipo de N Classificacdo  Manter
variavel no
modelo
idade Preditor 295 Confirmado  Sim
género Preditor 295 Rejeitado Nao
ocupacéao Preditor 233 Rejeitado N&ao
tempo_sintomas_admissao Preditor 250 Rejeitado N&ao
sintomas_letargia Preditor 283 Tentativa Sim
sintomas _febre_calafrios Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _vomito Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _palpitacéo Preditor 196 Rejeitado Nao
sintomas _colestatica_sindrome Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _taquipneia Preditor 108 Rejeitado Nao
sintomas _mialgia Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _rash Preditor 283 Rejeitado N&ao
sintomas _menor_sangramento Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _tontura Preditor 283 Rejeitado Nao
hepatomegalia Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _cefaleia Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _convulsdes Preditor 170 Rejeitado Nao
sintomas _pulmonares Preditor 283 Confirmado  Sim
sintomas _desidratacéo Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _diarreia Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _dor_abdominal Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _dor_panturrilhas Preditor 247 Rejeitado Nao
sintomas _derrames_cavidade Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _hematomas Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _Flapping Preditor 170 Rejeitado Nao
sintomas _hematemese Preditor 282 Rejeitado Nao
sintomas _melena Preditor 283 Rejeitado Nao
sintomas _metrorragia Preditor 283 Rejeitado Nao

sintomas _hematuria Preditor 283 Rejeitado Nao
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sintomas _hipotenséao

sintomas _secundaria_infeccao
sintomas _insonia

sintomas _ diurese_ reduzida
sintomas _palidez

sintomas _pancreatite
sintomas _petequias

sintomas _poliuria

sintomas _conjuntival_hemorragia
vital_pressao_sistolica_admisséo
vital_pressao_diastolica_admissao
vital FC_admissional

vital FR_admissional

PAM

vasopressor

Diuretico

blood_transfussion

antibioticos

lab_ureia

lab_pos_ureia

lab_creatinina

lab_sodio

lab_potassio

lab_bicarbonato

lab_pH

lab_bilirrubina_direta
lab_bilirrubina_indireta

lab_ TGO

lab_TGP

lab_ HTc

lab_Hb

lab_leucocitos

lab_plaquetas

Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor
Preditor

283
283
283
282
283
175
283
168
283
258
254
243
219
248
236
234
232
295
259
144
277
238
255
151
155
209
208
242
240
283
272
284
284

Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Tentativa
Tentativa
Rejeitado

Rejeitado

Confirmado

Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Tentativa
Rejeitado
Rejeitado
Tentativa
Rejeitado
Rejeitado
Rejeitado
Tentativa
Rejeitado
Tentativa

Rejeitado

Confirmado

Confirmado

Tentativa

Confirmado
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tempo_internamento Preditor 262 Rejeitado N&ao

PAM- pressdo arterial média, FC — frequéncia cardiaca, FR — frequéncia respiratdria, Ht — hematdcrito, Hb —
hemogloblina

Total preditores: 63;

Total de preditores mantidos: 11

Retemos os preditores confirmados e possiveis para 0 modelo de treinamento.
* Pressao sistolica e diastélica na admissao porque derivamos a pressao arterial

média (PAM) +Removemos preditores colineares (lab_Hb)
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S3 - Figura 1 — Matriz da confusdo como os resultados do xgBoost (A) e Lasso
(B) na coorte de validacéo.

A B
ndo 4 ndo 3
=] o
t
i ki)
= L
3 3
o a

sim 3 3 sim

nao
Verdadeiro

sim nao sim

Verdadeiro



S4 - Figura 2 —Plotagem do Classificacao e regressao para aprendizado de
maquina (CART)
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S5 - Tabela 3 — Coeficientes de importancia da regressao Lasso (modelo final)

Variavel Coeficiente Penalidade
(Intercept) -1.6626800 0.0158489
Letargia 0.5782276 0.0158489
Envolvimento Pulmonar 0.6241528 0.0158489
PAM -0.6098900 0.0158489
Lab ureia 0.0000000 0.0158489
Lab sodio 0.0000000 0.0158489
Lab bilirrubina direta 0.3628840 0.0158489
Lab TGO 0.4899103 0.0158489
Lab HTc -0.6401537 0.0158489
Lab leucocitos 0.0000000 0.0158489
Lab plaquetas 0.0000000 0.0158489
ldade ns_1 0.0000000 0.0158489
Idade ns_2 3.4625012 0.0158489
Idade ns_3 0.0000000 0.0158489
Idade ns_4 0.5815910 0.0158489

PAM — pressdo arterial média, Htc- hematdcrito

A penalidade ideal foi selecionada por bootstrap no conjunto de treino.
Para idade, usamos splines naturais (ns) com 4 graus de liberdade.
Para construir o QuickLepto, usamos os preditores com valores estimados mais altos

(em maodulo).
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E TERAPEUTICOS AO
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Versao: 1
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.985.754

Apresentacao do Projeto:
AVALIACAO DOS ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E TERAPEUTICOS AO LONGO DE 30 ANOS
EM PACIENTES COM LEPTOSPIROSE GRAVE E A CORRELACAO COM PROGNOSTICO

Trata-se de um estudo retrospectivo, tipo observacional, através da reviséo de prontuarios.
O presente estudo pretende avaliar a evolugéo, ao longo de 30 anos, do perfil clinico, laboratorial e
utilizacdo de terapéuticas em pacientes com lesdo renal aguda associada a leptospirose.

Objetlvo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL:

Avaliar os fatores prognoésticos em pacientes com les&o renal aguda (LRA) associada a leptospirose ao
longo de 30 anos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Teofilo CEP: 60.430-275

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
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Pesqulsador: GABRIELA STUDART GALDINO
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Versao: 2

CAAE: 46442921.4.0000.5045

Institulcdo Proponente: Universidade Federal do Ceara&/HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
Patrocinador Princlpal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.831.593

Apresentacédo do Projeto:

Contextualizacdo: A Leptospirose, apesar de ser a zoonose mais comum no mundo, & uma doenca
negligenciada e reemergente. No Brasil, € um importante problema de saltde publica gerando
morbimortalidade tanto em animais quanto em humanos. O agente etiolégico da doenca & a bactéria
espiroqueta do género Leptospira que possui 9 espécies patogénicas identificadas. A leptospirose apresenta
amplo espectro clinico, sendo de dificil diagnéstico. O rim & um dos principais alvos do Leptospira, onde a
les@o renal aguda (LRA) pode ocorrer em 20-85%, entretanto 0s mecanismos fisiopatégicos ainda n&o estéo
totalmente elucidados o que dificulta a identificacao de preditores confiaveis para a deteccdo dos pacientes
mais graves de forma precoce.

Sera realizado estudo de coorte prospectivo em pacientes internados por leptospirose. Local Do Estudo: o
estudo sera realizado em 3 hospitais publicos, situados na cidade de Fortaleza, Ceara: O Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) - Universidade Federal do Ceara (UFC); Hospital a identificac&o de
preditores confiaveis para a deteccdo dos pacientes mais graves de forma precoce.

Sera realizado estudo de coorte prospectivo em pacientes internados por leptospirose. Local Do Estudo: o
estudo sera realizado em 3 hospitais publicos, situados na cidade de Fortaleza, Ceara: O

Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo, 1142

Bairro: RodolfoTeofllo CEP: 60.430-270

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (35)3366-8589 Fax: (85)99267-4630 E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Titulo da Pesquisa: “Determinacido do papel dos biomarcadores renais e endoteliais como
preditores de complicagdes e cronicidade em pacientes com leptospirose grave”.

Pesquisador responsavel: Gabriela Studart Galdino, médica clinica, doutoranda, orientada pela
Dra Elizabeth de Francesco Daher, médica nefrologista. professora do Departamento de Medicina
Clinica da Universidade Federal do Ceara.

Prezado (a) participante,

Voceé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Sua participacdo € importante,
porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo e
faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam
esclarecidos. Este estudo pretende avaliar alteracoes na funcdo de seus rins. Trata-se de uma
pesquisa de observacao. significando que seu tratamento ndo serd alterado de forma alguma pela
sua participacdo na pesquisa. Para tanto peco autorizagdo para que o vocé participe deste estudo.

Ao participar desta pesquisa vocé sera convidado a responder algumas questdes que
buscam caracterizar o ambiente que vocé vive, seu passado médico e medicagcdes em uso.
Também serdo coletados dados da sua histdria como exames laboratoriais anteriores, dados sobre
sua doenca e por seguinte serd coletada uma amosira de sangue (5Sml —uma colher de sopa) e uma
amostra de urina (5ml — uma colher de sopa) que serdo armazenadas para posterior realizacdo de
exames. Esses exames que serdo realizados ndo sdo da pratica medica do dia a dia e tem a
finalidade de avaliar lesdes nos rins em estagios bem iniciais.

A amostra de sangue serd processada e guardada uma amostra de soro (sangue sem as
celulas). Essa amostra de soro e de urina serdo guardadas em um congelador especial (-80°C) e
serd utilizada para a pesquisa da qual vocé esta fazendo parte.

O material armazenado sera identificado por cddigo, sendo mantido o seu sigilo e o seu
acesso ao material guardado sera garantido através do contato com o pesquisador abaixo.

Apds um periodo de seis meses, o material serd descartado de forma apropriada. Essas
amostras pertencemn a vocé e apenas ficarfio sob nossa guarda durante o periodo necessario para
realizar a pesquisa. Lembramos que a sua participagdo € voluntaria, vocé tem a liberdade de néo
querer participar, e pode desistir, em qualquer momento. mesmo apos ter iniciado a resposta dos
questionarios, sem nenhum prejuizo para vocé.

Havera risco minimo para vocé ao participar dessa pesquisa. Podera sentir desconforto
durante a picada da agulha para a coleta do sangue e qualquer constrangimento sera evitado,
mantendo o sigilo da sua pessoa.

A sua participacdo possibilitara o levantamento de informacdes sobre a sua saude e
favorecerd o estabelecimento de estratégias para melhorar o atendimento prestado nessa
instituicao.

As informacdes serdo utilizadas em trabalhos, divulgadas em congressos ou publicadas
em revista cientifica, sem permitir que vocé seja identificado. Acredita-se que a realizacdo deste
estudo terd como beneficios a melhoria da qualidade da assisténcia nesta instituicdo, atendendo-
o de forma individualizada, conforme as reais necessidades do paciente.

Vocé podera ter acesso as informacdes e podera tirar duvidas sobre este trabalho em
qualquer momento. Vocé tera a liberdade de desistir de participar, sem que isso lhe cause
problemas no seu acompanhamento na institui¢do. Caso o Sr (a) aceite participar da pesquisa
NAO receber4 pagamento ou gratificagiio pela participagio no estudo. Este termo ser4 realizado
em duas vias, permanecendo uma com o (a) senhor (a) e outra com a pesquisadora.

Estaremos a disposi¢do para dar informagdes sobre o nosso trabalho. Caso o senhor (a)
precise entrar em contato com a gente, nosso endereco e telefone estdo abaixo:

CONTATOS: Professora Dra. Elizabeth Daher (orientadora da pesquisa) Universidade Federal
do Ceara — Depto de Medicina Clinica (85) 3366-8589 ou Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HUWC — Rua Coronel Nunes de Melo S/N- Térreo. Rodolfo Teodfilo; fone: 3366-8589 — E-
mail: cephuwc@huwc.ufc.br”
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO

Eu.

90

portador (a) da cédula de

identidade

. declaro que. apds leitura detalhada do TCLE, teve

oportunidade de fazer perguntas, esclarecer duvidas que foram devidamente explicadas pelos
pesquisadores, ciente dos servicos e procedimentos aos quais serd submetido e, ndo restando
quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado. firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO em participar voluntariamente desta pesquisa.
E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Fortaleza. de

de

Assinatura do participante

Assinatura do responsavel pela
coleta de dados

Assinatura da testemunha

Assinatura do Pesquisador

DIGITAL




