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RESUMO

KOLBER, M. Emprego do Hamster sirio (Mesocricetus auratus) como modelo biolégico
para a indugdo de portador renal de leptospiras. [The use of sirius hamster (Mesocricetus
auratus) with a biological model to inducing a kidney carrier from leptospirosis.].2006. f.
tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo, 2006.

O emprego do hamsters (Mesocricetus auratus) como modelo bioldgico experimental para a
reproducdo da condicdo de portador renal de leptospiras foi investigado em machos e fémeas
jovens com 80 a 120 g de peso vivo. Os animais foram experimentalmente infectados com
estirpe patogénica do sorovar Pomona caracterizada por provocar a morte por leptospirose
entre o quinto e o décimo dia pos-infeccdo. No segundo dia pds-infec¢do os animais foram
tratados com estolato de eritromicina, nas concentragdes de 10, 20, 40 e 80 mg/kg de peso
vivo. Aos 30 dias, da infeccdo experimental os sobreviventes foram anestesiados com
isofluorano e procedeu-se a colheita de sangue para a determinagdo dos indicadores da fun¢do
hepética e renal (Proteinas totais, Albumina, Uréia, Creatinina, Fosfatase Alcalina, Alanina
Aminotransferase, Aspartato Aminotransferase, Bilirrubinas Indireta, Bilirrubinas Direta e
Bilirrubinas Totais), bem como o titulo de aglutininas pela prova de soro aglutinacao
microscopica. A seguir, com o aprofundamento da anestesia, os animais foram submetidos a
eutandsia e necropsiados para a colheita de tecido renal e hepatico destinados aos exames
histopatologicos pelas coloragdes de Hematoxilina — Eosina e Warthin- Starry, bem como do
isolamento de leptospiras por cultivo em meio de Fletcher. Houve controles do indculo
infeccioso, do tratamento com antibidtico e do sistema de manejo adotado. O niimero de DL
50 efetivamente empregadas no indculo infeccioso foi de 7,11. No grupo controle do
antibiotico foi constatado elevacdo do nivel de fosfatase alcalina e degeneracdo vacuolares
dos hepatocitos para as concentragdes de 40 a 80 mg de antibidtico. Os portadores renais de
leptospira foram obtidos entre os animais tratados com 40 ou 80 mg de estolato de

eritromicina, independentemente do sexo; estes animais apresentaram elevagdo dos niveis



séricos de creatinina e proteinas totais ja as determinagdes de albumina, uréia, alanina
aminotrasferase, aspartato aminotransferase, bilirrubinas direta, bilirrubinas indiretas e totais
foram iguais as encontradas em animais ndo infectados por leptospiras ¢ nao tratados com
antibioticos. As alteragdes histologicas encontradas nos animais portadores de leptospiras
foram degenerag¢do vacuolar em hepatdcitos, sangue no espago porta, congestdo glomerular.
Nos animais induzidos a condi¢ao de portadores renais de leptospiras os titulos de anticorpos
aglutinantes, para o sorovar homologo ao da infec¢do, expressos em logaritmo de base, 10

foram iguais ou superiores a 1,19.

Palavras chaves: Leptospirose. Hamster. Portador renal. Bioquimica renal e hepatica.

Histopatologia do portador renal.
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ABSTRACT
Kolber, M. The use of sirius hamster (Mesocricetus Auratus) as a biological model
for inducing kidney carrier of leptospirosis. Sao Paulo, 2005

The use of hamsters (Mesocricetus auratus) as experimental model for the reproduction of
leptospires kidney carrier condition was investigated on youngs males and females with 80 to
120 g of living weight. The animals were experimentally infected with pathogenic strain of
serovar Pomona able of causing the death by leptospirosis between the fifth and the tenth
post-infection day. On the second day post-infection the animals were treated with
erythromycin estolate at the concentrations of 10, 20, 40 and 80 mg/ kg of living weight. At
the 30th day of experimental infection the survivors were anesthetized with isoflurane and
blood sample were collected for the determination of kidney and liver functions (Total
proteins, Albumin, Urea, Creatinine, Alkaline Phosphatase, Alanine Aminotransferase,
Aspartate Aminotransferase, Indirect Bilirubins, Direct Bilirubins and Total Bilirubins), and
the of agglutinine title by the microscopic agglutination test (MAT). The animals were killed
whit the reinforcement of the anesthesis, and necropsied for the collection of kidney and liver
sample for histopathologic tests by staining of Hematoxylin-Eosina and Warthin-Starry, such
as the isolation of leptospiras by cultivation into Fletcher’s medium. There were controls of
the infecctious inoculum, antibiotic treatment and of the management system adopted. The
number of DL 50 effectively applied in the infectious inoculum was 7,11. The antibiotic
controls presented elevation of the alkaline phosphatase level and vacuolar degeneration of
hepatocytes at the concentrations of 40 to 80 mg of antibiotic. The leptospire’s kidney carriers
were obtained in the animals treated with 40 or 80 mg of Erythromycin Estolate, regardless of
the sex; these animals showed increase in creatinine’s and total protein serum levels but of

albumin, urea, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, direct bilirubins, indirect



bilirubins and total bilirubins were the same as found in animals not infected by leptospires
and not treated with the antibiotic. The histological changes found in the animals induced as
leptospires carrier were vacuolar degeneration in hepatocytes, blood in the portal tract, and
glomerular congestion. The agglutinine titles for the homologous serovar, expressed on base

10 logarithm, were at least 1.19.

Keywords: Leptospirosis. Hamster. Kidney carrier. Kidney and liver biochemistry. Kidney

and liver histopathology.
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Tabela 20 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e apos 48 horas o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da
BD sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006..........c..ccevievericnicncnniennen.

Tabela 21 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da BI
sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. S30 Paulo-2006.............ccceevveecrienieereennnne

Tabela 22 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e apos 48 horas o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da
BT sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006..........c..ccceveeveeicnicncnnennee.

Tabela 23 - Hamsters do grupo 2, infectados com estirpe patogénica do sorovar Pomona
e induzidos a condi¢do de portadores renais de leptospiras pelo tratamento
com estolato de eritromicina segundo o sexo, concentracdo de antibidtico
administrada, resultado do cultivo do tecido renal e o titulos de aglutininas
anti L. interrogans sorovar Pomona Sao Paulo-2006............cccccoceevervinienennene
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ALT -alanina aminotransferase
AST -aspartato aminotransferase
BA -Bahia

BCG -Bacilo de Calmette-Guérin

BD -bilirrubina direta
BI -bilirrubina indireta
BT -bilirrubina total

ok -desvio padrao

DL 50 -dose letal 50%

EMIJH -Ellinghausen, McCullough, Jonhson e Harris

F -fémea

FAL -fosfatase alcalina
g/dl -gramas por decilitros
°C - graus centigrados
HE -hematoxilina-eosina

IFCC  -International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.

kg -kilogramas

M -macho

> -maior ou igual
* -média

ul -microlitros

um -micrometro



mg
mg/dl
mg/kg

MG

PA
PB
PR

%

PT
RJ
SP
SVS
UI/L

WS

-miligramas

-miligramas por decilitro
-miligramas por quilo

-Minas Gerais

-significancia estatistica

-Para

-Paraiba

-Parana

-porcentagem

-concentracao de hidrogénio i6nico
-proteinas totais

-Rio de Janeiro

-Sao Paulo

-Servigo de Vigilancia Sanitaria
-unidades internacionais por litro

-Warthin-Starry



SUMARIO



SUMARIO

1 INTRODUGCAO. ... 27
1.1 CARACTERISTICA DA LAPTOSPIROSE...........coccoviioirosesreeeseseseereesnnene. 27
12 AGENTE ETIOLOGICO.........cocoiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e ee e esesees s, 29
1.3 IMPORTACIA DA LEPTOSPIROSE ........cooiivieeeieeeeeeeeeseseeeeseseseee e 30

1.3.1  Satde PUDLICA..............oooiiec e 30
1.3.2  Satde AnIMaAl..............oooooiiiii e 32
1.4 PATOGENIA........coooomomeeieeeeeeeeeeeeeeee e 34
1.5 USO DE SISTEMAS BIOLOGICOS PARA O ESTUDO DE DOENCAS 40
TRANSMISSIVEIS......coooooieieeeeeeeeee e

1.6 USO DE SISTEMAS BIOLOGICOS PARA O ESTUDO DA LEPTOSPIROSE 41

2 OBJIETIVO ..o 47

3 MATERIAL E METODOS..........ooimiiiiieeeeeeeeeeeeeeee oo 49
3.1 ANIMAIS ..o 49
32 INOCULO INFECCIOSO......coooiieieeeeteeeeeeeeeeeeeeeseeeeee s seesese s 49
33 ANTIBIOTICO........oooioieeieeeeeeeeeeeeeeeee et 50
3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS......cooomiiioieseeeeeeeeeeeeeeees e 50
3.5 MEIOS DE CULTURA......cooiimiiieeeeeeeeeeeeeee et 451
3.6 TITULOS DE AGLUTININAS......cooioieeeeeeeeeeeeeeeeseeeesees oo 51
3.7 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL.......cccooivuiviueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 52
3.8  AVALIACAO DA INTEGRIDADE HEPATICA E RENAL........cccocovveveaan. 52
3.9  EXAMES HISTOLOGICOS.........coouiieiieeeeeeeeeeeeseeeeeeessees s 54
3.10  CULTIVOS PARA ISOLAMENTO DE LEPTOSPIRAS.........cccccoceumivrerrrrnnen. 54
3.11  TRATAMENTO ESTATISTICO.........ooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 55

4 RESULTADOS.........ooooieeeeeeeeeeeeeeee oo e 57

5 DISCUSSAQ. ... e e e 92



CONCLUSOES. ..o et r e r e e e s e e e es s e e e

REFERENCIAS . ..o

ANEXOS



27

1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICA DA LEPTOSPIROSE

A palavra leptospirose vem do grego “leptos” que significa fino e “speira”
que significa enovelado, novelo (CHEN, 2005).

A leptospirose ¢ uma zoonose de reconhecida importancia na saude publica
que vem preocupando epidemiologistas e clinicos, tanto pela dificuldade de erradicacao,
devido a complexos aspectos epidemiologicos, como pela elevada taxa de letalidade. A
doenga foi caracterizada como entidade distinta, pela primeira vez em 1880 no Cairo por
Larrey, em 1883 na cidade de Paris (Franca), foram apresentados os resultados de Landouzy,
no entanto foi em 1886, na Alemanha que Weil descreveu minuciosamente, quatro casos
clinicos em seres humanos, que apresentavam quadros de febre, ictericia, nefrite e
hemorragias passando a doenga a ser aceita como uma entidade distinta. (ALMEIDA et al.,
1998).

A leptospirose ¢ uma doenga infecciosa cosmopolita, contudo ¢ mais
freqiiente nos paises tropicais e subtropicais, devido aos fatores climaticos e socio-
econdmico-culturais vigentes nestas regioes. Os seres humanos sdo hospedeiros secundarios,
acidentais, ja os animais domésticos (bovinos, suinos, eqiiinos, caprinos e caes) e selvagens
(roedores, marsupiais e edentados) comportam-se como hospedeiros primarios de manutengao
(ACHA; SZYFRES, 1986).

Krawczyk em 2004 na Polonia comparou o risco da transmissdo da
leptospirose de animais para seres humanos, estudando 457 individuos (homens e mulheres)
divididos em dois grupos, o primeiro considerado de alto risco, pois trabalhavam em
fazendas, com bovinos e suinos e o segundo de risco relativo, selecionando pessoas ao acaso.

Os animais da fazenda foram previamente analisados e o resultado foi considerado positivo
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para leptospirose pelo teste de aglutinagdo microscopica. O resultado do grupo I em relagdo a
positividade foi de 13,79% ao passo que o grupo 2 apresentou uma positividade frente aos
sorovares utilizados (18) de 1,5%, o que demonstra que o grupo considerado por pessoas que
trabalhavam em fazendas de criagdo de bovinos e suinos apresentou uma propor¢ao de
reatores nove vezes maior que o do grupo que nao desempenhava atividades ocupacionais
relacionadas a animais.

Embora a leptospirose seja reconhecida como doenga ocupacional,
desde 1970 tem sido observados casos associados a esporte e lazer, como a canoagem, pesca,
natacdo, wind surfl entre outras, ou seja, modalidades esportivas que utilizam a agua como
meio de recreacdo ( MC KENZIE, 2004), como registrado em Illinois, e no Hawaii, nos
Estados Unidos da América (KATZ et al. , 1991; MORGAN et a 1. , 2002), ¢ na Malasia
(SEJVAR et al., 2003) nestas situagdes admite-se que a principal fonte de infec¢do tenha sido
os animais silvestres.

Nos seres humanos as manifestagcdes clinicas da leptospirose sdo
muito variaveis: em algumas ocasides, ocorrem casos de pequena gravidade que confundem o
médico com uma simples gripe ¢ em outras, ha formas graves com febre, ictericia, dores
abdominais, vomitos, diarréia e meningite que, muitas vezes, levam o paciente a morte, por
insuficiéncia renal, respiratoria e/ou hepatica (ACHA; SZYFRES, 1986). Atualmente ¢ muito
importante o diagnoéstico diferencial com a dengue, (KO et al., 2003).

Em algumas ocorréncias a leptospirose humana apresenta carater
ocupacional, intimamente relacionado as atividades profissionais de individuos que entram
em contato com o meio ambiente contaminado por animais infectados. Entre estes
profissionais destacam-se: plantadores de arroz, cortadores de cana de agucar, limpadores de

esgotos, mineradores, militares, veterinarios e magarefes. (ACHA; SZYFRES, 1986).
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No Estado de Sao Paulo, a leptospirose humana tem apresentado
surtos epidémicos entre dezembro e abril, ou seja, no periodo do verdo e das chuvas, o que
confirma ser a doencga adquirida na maior parte das vezes por exposi¢do a agua de chuva

contaminada (ROMERO; BERNARDO; YASUDA, 2003).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiologico da leptospirose foi cultivado com sucesso pela primeira
vez em 1914 no Japao por INADA, IDO, HOKI, KANEKO e ITO, que verificaram a presenca de
um espiroqueta no figado de uma cobaia (Cavia porcellus) inoculada com o sangue de um
paciente humano (minerador de carvao) acometido pela doengca de Weil (INADA et al.,
1916).

As leptospiras sdo espiroquetas helicoidais com comprimento variavel de 6
a 20 pm por cerca de 0,1um de didmetro. Possuem movimentagdo caracteristica € um gancho
em pelo menos uma das extremidades. Sdo aerdbios estritos e quando cultivadas em meios
adequados, em temperatura de 28 a 30°C, reproduzem-se em sete a doze horas. Em
preparacdes a fresco s6 podem ser observadas em microscopia de campo escuro. Apresentam
afinidade tintorial por corantes a base de sais de prata o que possibilita o emprego das técnicas
de coloracdo de Fontana-Tribondeau para esfregacos e a de Levaditi em cortes de tecido
(BEHMER; TOLOSA; FREITAS, 1976; MC MANUS; MOWRY, 1965; SANTA ROSA,
1970), além do método de Warthym-Starryn. Ha estirpes de leptospiras patogénicas capazes
de provocar doenga no homem e nos animais e outras saprofitas encontradas em agua doce e
salgada de superficie (FAINE, 1982).

As técnicas de impregnagdo pela prata como Levaditi e Warthin-Starry sao
utilizadas na rotina para identifica¢do de alguns tipos de espiroquetas; mas apresentam alguns

inconvenientes tais como estabilidade dos reagentes, custo, falhas na identificacdo dos
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microorganismos € coloracdo de estruturas nao identificadas como leptospiras, que podem
limitar sua utilizagdo (ALVES, 1987; SCANZIANI; IRONI; MANDELLI, 1989). Contudo a de
Warthin Starry é considerada como a de melhor estabilidade, menor custo e tempo de
processamento (ABDU; SLEIGHT, 1965; MICHIMA; CAMPBELL, 1969; TRIPATHY;
HANSON, 1974; BRITO 1996).

Na atualidade as leptospiras estdo classificadas na ordem Spirochaetales,
familia Leptospiraceae, género Leptospira. Este género ¢ formado por sete espécies
patogénicas para o homem e animais, L. interrogans (senso estrito), L. borgpertersenii, L.
weilli, L. noguchii, L. santarosai, L.kirchneri e L. feini (KMETY; DIKKEN, 1997), com 23
sorogrupos e 230 sorovares (POSTIC et al, 2000) e quatro espécies saprofitas de vida livre, L.
biflexa, L. meyeri, T parva, L. wolbachii (EXOPOL, 2005) distribuidas em seis sorogrupos e
38 sorovares, com poucos casos de infeccao nos animais e no homem (FAINE, 1982).

Em auséncia de parasitismo as condigdes ambientais favoraveis a
sobrevivéncia das leptospiras sdo: umidade, prote¢do contra os raios solares e pH neutro ou

levemente alcalino. (ACHA; SZYFRES, 1986; BLENDEN, 1976).

1.3 Importancia da Leptospirose:

1.3.1 Saude Publica

A leptospirose assume papel importante na patologia humana devido a taxa
de letalidade que pode ser alta, principalmente nos individuos acometidos pela forma ictérica.
(GOMES et al., 1968; SANTA ROSA et al., 1970).

A leptospirose ¢ hoje identificada como uma doenga infecciosa emergente
que se manifesta em diversos paises sob a forma de grandes surtos (SCHWARTZ, 1997). A
Organizacdo Mundial da Satde considera a leptospirose como a unica doenca no mundo,

transmitida pela exposi¢do a dgua contaminada que tem se manifestado sob a forma de surtos
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epidémicos como os registrados na Nicaragua em 1995, na regido de Kraznodar na Federagdo
Russa em 1997, em Santa Fé nos Estados Unidos da América em 1988, em Orissa na India
em 1999, na Tailandia em 2000 e no Brasil em 1983, 1988 ¢ 1996.

No Brasil no periodo de 1993 a 2002, foram registrados um total de 32930
casos de leptospirose em seres humanos, com a média anual de 3293 casos. Destaque-se 0 ano
epidémico de 1996 que contou com 5579 casos. Cerca de 10 a 15% destes casos sdo fatais
com Obitos decorrentes da insuficiéncia hepatica e renal. A manifestagdo da doenga no Brasil,
em ecossistemas urbanos, obedece a um perfil caracteristico, nos quais os focos estdo
associados & presenca de roedores sinantropicos (SECRETARIA DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001).

No Brasil, o rato de esgoto (Rattus norvegicus) € o principal responsavel
pela infecgdo humana. As leptospiras podem infectar diversos grupos de animais vertebrados,
no entanto, na atualidade os mamiferos s3o os que apresentam maior significado
epidemioldgico. Investigacdes executadas em ecossistemas silvestres, ndo modificados pela
acdo humana, referem a presenca de infeccdo em roedores, marsupiais, carnivoros e
edentados, no entanto, no Brasil, nos ecossistemas rurais e urbanos o principal reservatorio de
leptospiras s3o os roedores sinantrépicos, principalmente o Rattus norvegicus,
(VASCONCELLOS, 1987). Saliente-se que neste ultimo grupo de animais a relagdo
hospedeiro-parasita apresenta uma condi¢do de equilibrio, na qual os animais acometidos
usualmente ndo exteriorizam qualquer sinal de infeccdo (VASCONCELLOS, 1993;
VASCONCELLOS 1997). As leptospiras multiplicam-se nos rins do R. norvegicus sem
causar danos, e sdo eliminadas pela urina, as vezes durante toda a vida. O homem ¢ infectado
casual e transitoriamente e ndo tem importancia na cadeia epidemioldgica como transmissor

da doenca. (MARTINS; CASTANHEIRAS, 2001).
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O primeiro isolamento de leptospiras em roedor sinantropico (Rattus
norvegicus), no Brasil foi efetuado por Aragdo, em 1917 na cidade do Rio de Janeiro. As
constatagdes subseqiientes foram registradas em Sao Paulo (SP) (CARINI, 1918), Rio de
Janeiro (RJ) (LINS, 1925), Salvador (BA) (ARAUJO, 1928), Sao Paulo (SP) (FONSECA;
PRADO, 1923), Rio de Janeiro (RJ) (FIALHO, 1936), Sao Paulo (SP) (FORATTINI, 1947;
NOBREGA, 1947), Rio de Janeiro (RJ) (SANTOS, 1947), Belém (PA) (DEANE, 1947), Sio
Paulo (SP) (GUIDA, 1949; GUIDA; MONICI, 1949), Sao Paulo e Santos (SP) (GOMES et
al., 1950), Belo Horizonte (MG) (BARBOSA; HIPOLITO, 1952), Curitiba (PR) (ENRIETTI,
1954), Salvador (BA) (ANDRADE; OLIVEIRA, 1954), Sdo Paulo (SP) (MEIRA; SANTA
ROSA, 1964), Sao Paulo (SP) (SANTA ROSA et al, 1980), Rio de Janeiro (RJ)
(CORDEIRO et al., 1981), Itaguai (RJ) (CORDEIRO et al., 1981), Pindamonhangaba (SP)
(CORDEIRO et al., 1981) e Santos (SP) (GIORGI et al., 1984).

Dentre os animais domésticos presentes em dreas urbanas, os caes
destacam-se como fontes de infec¢do para a leptospirose humana. Estes animais podem
eliminar leptospiras pela urina, durante meses, sem apresentar sinais clinicos (ACHA;
SZYFRES, 1986). Durante o periodo de agosto de 1997 a julho de 1998 em Patos (PB), a
prevaléncia de leptospirose canina foi de 20% das 114 amostras colhidas (ALVES et al.,
2000). Em areas metropolitanas adensadas como as cidades de S@o Paulo e Rio de Janeiro, a
propor¢do de cdes sororeatores para leptospirose tem sido superior a 20%.(SANTA ROSA,

1981; YASUDA et al., 1980a; YASUDA et al., 1980b).

1.3.2 Saude Animal

Os mamiferos domésticos de producao, trabalho e companhia sao
susceptiveis e acometidos por leptospiras tanto nas areas rurais como urbanas

(VASCONCELLOS, 1987; VASCONCELLOQOS, 1997). Nas espécies domésticas de interesse
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zootécnico (bovinos, ovinos, caprinos, suinos e eqiiinos) a leptospirose esta relacionada
basicamente a disturbios da esfera reprodutiva, causando abortamentos, natimortalidade,
esterilidade e queda da fertilidade. Dependendo do sorovar envolvido e de fatores relativos ao
hospedeiro, como espécie, grau de imunidade e estado fisioldgico, pode ocasionar grandes
prejuizos econdmicos nos rebanhos com a mortalidade de animais jovens e a queda no ganho
de peso e na produgio de leite (GUIMARAES et al., 1982/83).

TERUYA et al. (1981) pesquisaram aglutininas anti-leptospira em suinos de
um matadouro proximo a cidade de Sao Paulo, aparentemente sadios encontrando 16,20 %
animais positivos, com predominancia para os sorovares Pomona, Wolffi e Grippotyphosa;
Lilenbaum (1998), em criagdes de eqiiinos no Estado do Rio de Janeiro encontrou 42,96% de
positividade; Lilenbaum et al. (2003) encontrou 46,90% de positividade em rebanhos bovinos
na cidade do Rio de Janeiro; Rodrigues et al. (1999), na bacia leiteira da regido de Londrina,
PR registraram 13,25% de reatores positivos. Favero et al. (2001) e Favero et al. (2002)
reuniram resultados obtidos pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, no periodo de 1984 a 1997 ¢
de um total de 46.954 soros examinados de diferentes espécies animais as propor¢des de
reatores positivos foram: bovinos 38,07% (11884/31210), bubalinos 43,30% (381/879),
caprinos 4,170% (65/1262), ovinos 0,70% (2/284), suinos 24,46% (2096/8568), eqliinos
29,07% (844/2903) e caes 17,70% (174/983); houve variagdes regionais no percentual de
animais reatores e nos sorovares predominantes. Oliveira et al. (2001) na cidade de Garanhuns
em Pernambuco, investigaram a prevaléncia da leptospirose em quinze propriedades, obtendo
221 positivas, de 464 animais examinados, ou seja, 47,53% com titulo maior ou igual a 100.

Ferreira Neto et al. (1997) analisaram o desempenho reprodutivo de uma
granja de suinos a partir de registros colhidos no periodo de 1988-1993 em 28 porcas soro

positivas para Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae ¢ 87 soro negativas,
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verificaram estatisticamente que os animais soropositivos possuiam maior risco de produzir
leitdes debilitados, no entanto para as outras caracteristicas analisadas: retorno ao cio,
mumificacdo fetal e natimortalidade nao houve diferengas significativas.

Langoni et al. em 1999 colheram amostras pareadas de soro de 120 vacas
Holstein de 10 propriedades do Estado de Sdo Paulo que apresentaram abortamento, bem
como os rins dos fetos abortados (histoldgico e cultura) e verificaram entre outros resultados
que 72 dos 120 fetos examinados apresentaram evidéncias de infec¢do por leptospirose.

Dentre os animais silvestres mantidos em cativeiro, Lilenbaum et al. (2002)
encontraram 37,7% de positividade em 77 animais do Zoologico do Rio de Janeiro
distribuidos em nas 38 espécies. Os grupos mais acometidos foram canideos (7/9),
procionideos (5/9) e edentados (5/9). Correa et al. (2004), em levantamento soroldgico
efetuado em animais silvestres mantidos em cativeiro na Fundacao Parque Zoologico de Sao
Paulo, verificaram que de 302 animais atendidos na Divisdo Veterinaria no periodo de 1996 a
1999, 59 (19,5%) apresentavam resultados soroldgicos positivos para a leptospirose. Animais
sinantropicos: ratos (Rattus norvegicus) e gambas (Didelphis marsupialis) foram capturados
na Instituicdo e examinados encontrando-se soropositividade em 48,2% dos ratos e 40% dos
gambas, concluindo-se que a presenga dos mesmos estava associada as areas criticas do

Zoologico.

1.4 PATOGENIA

As leptospiras eliminadas na urina de animais infectados tém acesso ao
ambiente e ai sobrevivem por tempo varidvel de acordo com as condi¢cdes de umidade,
temperatura e pH (FAINE et al, 1999). Quando entram em contato com hospedeiros
vertebrados suscetiveis os microrganismos penetram através da pele e das mucosas (ocular,

respiratdria, digestiva e genito-urindria). A presenca de pequenos ferimentos da pele facilita a
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instalacdo, no entanto até¢ a pele integra pode ser vencida desde que haja permanéncia
prolongada em 4gua contaminada o que provoca a dilatagdo dos poros (MARTINS;
CASTINEIRAS, 2001).

Apds a invasdo das barreiras naturais, tais como pele ¢ mucosas, as
leptospiras ganham a corrente sangiiinea ou linfatica e difundem-se por todo o organismo. O
periodo de incubacao ¢ variavel de acordo com o sorovar e a dose infectante e situa-se entre
dois a 20 dias. A partir do inicio dos primeiros sintomas, ocorre a fase septicémica
(leptospiremia) com duracdo de quatro a sete dias, neste periodo as leptospiras sdo
encontradas no sangue, fluido cerebrospinal e tecidos. As lesdes primarias observadas nas
células endoteliais de revestimento dos vasos sangiiineos sdo sucedidas por hemorragias,
formagao de trombos ¢ infartos nas areas cujo aporte sangiiineo foi bloqueado pelos codgulos.
Os orgdos mais comprometidos nesta fase sdo usualmente figado, rins e pulmdes que ao
perderem suas respectivas fungdes determinam a presenca de ictericia, uremia e hemorragias
pulmonares. Nesta fase hd& um aumento da uréia e creatinina sérica que em casos muito
severos apresentam niveis muito elevados. Estabelece-se uma nefrite intersticial; a urinalise
demonstra a presenga de hemacias, leucocitos, cilindros granulosos e de bilirrubina. Os niveis
de bilirrubinas podem alcancar picos elevados, mas os niveis de aminotransferases sao
variaveis. (FAINE, 1982).

Brito (1968), verificou que as alteragdes celulares decorrentes da presenga
das leptospiras em tecidos com tropismo positivo para este microorganismo tais como figado
e rins, podem ser visualizadas através da prova de Hematoxilina — Eosina. Nos rins os tibulos
proximais e distais podem se apresentar dilatados com edema intersticial, sobretudo na juncao
cortex medular, além de areas onde infiltrados inflamatoérios com linfocitos, histidcitos e raros

eosinodfilos sdo encontrados em volta dos glomérulos.
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Oliva et al. (1994) reproduziram a leptospirose aguda em hamsters sirios
machos, experimentalmente infectados com Leptospira interrogans sorovares Pomona,
Canicola e Icterohaemorrhagiae. Todos os animais apresentaram processos congestivos e
hemorragicos cuja intensidade variou de acordo com o sorovar aplicado, sendo que os mais
afetados foram os animais inoculados com o sorovar Pomona. O figado mostrou grande
congestdo com perda do arranjo estrutural dos corddes de hepatocitos, varios graus de
degeneragdo como necrose e focos de reservatorios de hemossiderina. Houve ampla
congestdo renal nas regides de cortex e medula, com presenga de cilindros hialinos,
degeneragao epitelial e necrose tubular.

Van Den Ingh e Hartman (1986) descreveram os achados patomorfolégicos
da leptospirose na fase aguda em hamsters experimentalmente infectados com Leptospira
interrogans, sorovar Icterohaemorragiae. Dois animais foram submetidos a eutanasia trés dias
apos a infecgdo em auséncia de sinais clinicos, trés animais foram submetidos a eutandsia
entre cinco e sete dias pds-inoculacdo na presenga de sinais clinicos da doenga ¢ o sexto
animal morreu seis dias apos inoculagdo. Houve dois animais ndo infectados como grupo
controle. Os estudos comparativos dos achados histologicos entre o grupo controle e os que
foram submetidos a eutandsia no terceiro dia pds-inoculagdo ndo apresentaram diferencas
significativas, no entanto os demais apresentaram rins com glomerulopatia trombotica com
evidente trombose em capilares glomerulares e deposi¢do de proteina incluindo fibrina e
eritrocitos na capsula de Bowman, e também, tubulonefrose severa, hiperemia e leucocitos
nos vasos. O figado apresentou arquitetura normal, porem com intensa celularidade devido a
proliferacdo de células de Kupffer, leucocitose, especialmente neutrofilos e notaram também a
presenga de algumas células mononucleares e neutrofilos em areas do sistema porta. Foram
vistas algumas células hepaticas apresentando necrose. As leptospiras s6 foram observadas

nos exames de imunoflorescéncia e na microscopia eletronica.
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Silva e et al. (2005) estudaram a histopatologia de figado, rins e ttero de 96
fémeas bovinas escolhidas aleatoriamente em um abatedouro frigorifico do Estado do Parana,
pelo método da hematoxilina eosina e imunoperoxidase. Em nove animais foram visualizados
leptospiras na urina pelo método do campo escuro, mas todas as tentativas de isolamento na
urina, fragmentos de rim, figado e utero mostraram-se negativas apds 16 semanas de
incubacdo nos meios de cultura EMJH modificado ¢ Tween 80. As altera¢des histologicas
observadas em fragmentos de rim foram infiltrados intersticiais de células mononucleares.
Nao foram encontradas altera¢des sugestivas de leptospirose em fragmentos de figado e utero.

Skilbeck et al. (1988) ndo observaram lesdes significativas em rins de
bovino em que houve isolamento de leptospiras.

Venugopal e Ratnam (1989), na India, investigaram hamsters sirios e
cobaios de ambos os sexos com soroaglutinagdo prévia negativa para Lesptospiras
interrogans sorovares Autumnalis, Grippotyphosa ¢ Pomona concluindo que apds inoculago
destes sorovares e utilizando as técnicas da impregnacao pela prata, microscopia de campo
escuro e imunofluorescéncia, ocorreu a presenca do sorovar Pomona nos rins, figado e urina
de hamsters no 7° dia pos infec¢do, somente no figado no 14° dia e finalmente somente nos
rins no 21° dia. Verificaram a presen¢a do sorovar Pomona no figado e urina de cobaios no 7°
dia pods - infecgdo, nos rins no 14° dia, sendo que no 21° e 28° dia ndo foram encontradas
leptospiras e no 35° dia o microorganismo foi registrado nos rins e nas urinas dos cobaios.
Verificaram também a presenca de alteragdes histologicas nos rins e figado de todos os
grupos inoculados, sendo que as lesdes hepaticas iniciais foram de natureza hemorragica nas
duas espécies na 1* semana pos-infec¢do a partir de entdo houve degeneragdo vacuolar nos
cobaios, nos hamsters foi constatado perda dos nucleos, edema endotelial com obliteracio e
necrose focal dos sinusoides hepaticos. Nos hamsters e nos cobaios as alteragdes renais

iniciais observadas nos primeiros sete dias foram hiperemia glomerular, degeneragdo
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gordurosa nos tubulos contornados proximais seguidas nas semanas seguintes, nos hamesters,
por uma hemorragia tubular, necrose, nefrite intersticial e descamagao epitelial enquanto que
nos cobaios além destas lesdes também houve a exposi¢cdo da membrana basal. Concluiram
que as lesdes histopatologicas no figado sdo progressivas nos hamsters, mas muito mais
severas nos cobaios. A demonstragdo das leptospiras no figado foi verificada com maior
intensidade nos estdgios iniciais da doenga, mas a partir do momento em que se inicia a
resposta imunologica as leptospiras instalam-se nos rins, embora em poucos casos o agente
também possa ser encontrado nos rins nos primeiros dias de infeccao.

Faine et al. (1999), relataram que as lesdes teciduais causadas pelas
leptospiras dependem do sorovar infectante e da resposta imunologica do hospedeiro, ao
passo que Baskervile (1986), verificou que as alteragdes histologicas visualizadas pelo
método da coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) podem ser inespecificas, propondo que esta
técnica deva ser sempre associada a outros ensaios.

Sebastian (1994) verificou que na leptospirose a intensidade das lesdes
teciduais estd intimamente ligada a estirpe do sorovar utilizado e a adaptabilidade do
hospedeiro.

Marinho et al. (2003) estudaram além da formacgdo de anticorpos, o perfil
tecidual de fragmentos de rim, figado, coragdo e pulmao de camundongos de linhagens
especificas H (bons produtores de anticorpos), L (maus produtores de anticorpos) e Balb/c no
estudo da leptospirose utilizando camundongos com 4 a 8 semanas de idade e inoculo
constituido de L. interrogans sorovar Icterohaemorragiae praticando a eutanasia em oito
momentos diferentes. As técnicas histoldgicas utilizadas foram a Hematoxilina-Eosina (HE) e
a impregnacao pela prata, técnica de Warthin-Starry. As lesdes apresentadas nos orgaos dos
camundongos infectados foram processos inflamatérios e degenerativos, que nao se alteraram,

variando apenas o grau de comprometimento tecidual, de acordo com a linhagem. A linhagem
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H apresentou lesdes mais extensas que as linhagens L e Balb. A tinica linhagem em que foram
encontradas leptospiras pela técnica de Warthin-Starry foi a H, no 14° dia pos infecgdo.

Alves et al. (1992) estudando a influéncia da estimulagdo inespecifica com o
BCG sobre a susceptibilidade do Hamster, verificaram que no grupo que so recebeu placebo
(meio de Souton) e indculo infeccioso (L. interrogans sorovar Pomona), as alteragdes
histologicas do rim, foram constituidas por hemorragia intersticial, tanto na cortical quanto
medular, necrose de tubulos e glomérulos, hemossiderose e calcificagdo tubular. No figado as
lesdes encontradas foram congestdo severa e presenca de areas necroticas com distribui¢ao
médio zonal, desorganizacdo trabecular com isolamento dos hepatdcitos e sinais de destruicao
dos sinusoides, com degradagdo dos eritrocitos € hemossiderose.

Nos individuos que sobrevivem a leptospiremia, ha a producdo de
anticorpos humorais e o estabelecimento da fase imune com duracdo varidvel. Neste periodo,
as leptospiras desaparecem da circulagdo e do fluido cerebrospinal e localizam-se, em areas
de privilégio imunoldgico, seqiiestradas do sistema imune: tubulos contornados renais,
camara anterior do olho, sistema nervoso central e aparelho reprodutor. (FAINE, 1982;
TURNER, 1967).

Os animais que sobrevivem a fase aguda da leptospirose podem desenvolver
a condicao de portadores convalescentes onde as leptospiras instalam-se e multiplicam-se nos
tubulos renais e sdo eliminadas para o meio ambiente por periodos variaveis. Imunoglobulinas
especificas sao normalmente achadas na urina, provavelmente produzidas nos rins. Estes
individuos desempenham importante papel na transmissdo da doenca para outros animais e
para o homem. As leptospiras também podem persistir no trato genital, sendo desta forma
eliminadas pelo sémen e secrecdes vaginais e, portanto transmitidas pela cépula ou

inseminacao artificial (FAINE et al., 1999).
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Na leptospirose em seres humanos, de acordo com o sorovar infectante pode
ocorrer a forma anictérica (90% dos casos) e a forma ictérica (5 a 10% dos casos) com
caracteristicas ja descritas (FERNANDES, 2001).

Os animais domésticos infectados e que resistem a fase aguda da doenga
tornam-se fontes de infecgdo em potencial (portadores convalescentes) as fémeas que abortam
passam a eliminar leptospiras via envoltorios fetais, corrimentos vaginais e urina; os machos
eliminam o microrganismo via urina ¢ sémen. A eliminagdo urindria de leptospiras ¢

intermitente, porém pode persistir durante meses ou anos (FAINE et al., 1999).

1.5 USO DE SISTEMAS BIOLOGICOS PARA O ESTUDO DE
DOENCAS TRANSMISSIVEIS

O uso de animais para pesquisas bioldgicas iniciou-se em meados do século
XIX particularmente na Alemanha e Franca quando houve um avanco acentuado no estudo da
fisiologia. Desde entdo o uso de animais vivos para a pesquisa no campo da microbiologia,
imunologia, cirurgia, oncologia e farmacologia foi uma constante. Entende-se por modelo
biologico de laboratdrio, definido pelo Comité Nacional de Modelos Animais para Pesquisa dos
Estados Unidos como sendo um “modelo animal onde normas bioldgicas e de comportamento
podem ser estudadas, ou nos quais os processos patologicos espontaneos ou induzidos podem
ser investigados e cujos fendmenos verificados podem ser semelhantes aos encontrados no
homem ou em outros animais”. Muitas vezes a escolha de um animal como modelo biolégico
que se assemelhe ao homem como, por exemplo, o macaco, pode falhar na repeti¢ao de
patologias que ocorrem no primeiro por isso ndo € raro o insucesso na pesquisa biologica
quando se usa um modelo animal. Portanto o problema principal ¢ a extrapolagdo, ou seja, a

transferéncia dos resultados obtidos no modelo biolégico. (SALEN, 1994).
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1.6 USO DE SISTEMAS BIOLOGICOS PARA O ESTUDO DA
LEPTOSPIROSE

Dentre os animais de laboratorio usualmente empregados para o estudo da
leptospirose, tais como cobaios (FAINE, 1982), gerbil (YUKAWA, 1991), e primatas
(PEREIRA et. al., 1999) o hamster sirio (Mesocricetus auratus), tem sido um dos mais
utilizados (FAINE et al., 1999).

O hamster sirio (Mesocricetus auratus), descrito por Waterhouse em 1839, ¢
um roedor de cor amarelo forte, de pelos moderadamente longos (MAGALHAES, 1959) que
tem sido utilizado como modelo biologico de grande valia para o estudo das infec¢des por
leptospiras devido & suscetibilidade, facilidade de manutencdo em biotérios e também por
apresentar grande uniformidade genética. Nestes animais ja foram efetuados estudos da
leptospirose experimental (BRUNNER, 1948; BURKI, 1960; SANGER, 1961; SEMENOVICH
et al. 1988; VYSOTSKII, 1970), da patogénese da doenca (FIZETTE, 1956; ARZUIMANIAN,
1967), do aprimoramento do diagndstico empregando-se a fixagdo do complemento (BUERKI,
1961), da nutri¢do (SMITH et al., 1961), da pesquisa da viruléncia do agente (BURKI, 1962),
da investigacdo da patologia (ABDU et al., 1965; BADIOLA et al., 1983; INGH et al., 1986;
MURTI, 1962), do monitoramento da forma aguda, da doenga por microscopia eletronica para
verificagdo da lesdo tubular renal (MILLER et al., 1967), do emprego da hemoaglutina¢ao
microscopica como resposta a agressdo pelo sorovar Pomona (NEGI et al., 1971), do
isolamento e propriedades imunogénicas (AURAM, 1972; KRONHAUS, et al., 1989), do teste
de agentes quimicos e do efeito de antimicrobianos aplicados a terapia de leptospirose
(BALDWIN et al., 1972; SANTOS et al., 2001; WOOD et al., 1960), de técnicas de anti corpos
fluorescentes (COOK et al.,1972), como portador (MILLER, 1972), do desenvolvimento de
vacinas (BEY, 1974; HUHN, 1975; HUHN et al., 1975) da observagao de lesdes renais frente a

infeccdo pelo sorovar Icterohaemorragiae (COX; TWIGG,1981), da andlise de alteragdes
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morfologicas em oOrgaos frente a doenca (EZHKOVA, et al, 1983), da avaliagao
histopatologica do figado de hamsters gestantes infectadas por leptospiras (SAPP et al., 1981),
da avaliagdo de rins de hamsters gestantes infectadas por leptospiras (WILLIAMS et al., 1981),
do controle da hematopoese frente a destrui¢ao de células com radiagdo gama (THOMPSON;
JOHSTONE,1987), no isolamento de leptospiras de tecido renal de hamsters
experimentalmente infectados (PASSOS et al., 1988), na presenca do agente nos ovarios
(CAMARGQO et. al, 1998).

A busca da reprodugdo experimental da condi¢cdo de portador renal de
leptospiras em sistemas bioldgicos tem suscitado o emprego de diferentes expedientes:
concentragdes decrescentes do sorovar infectante (YUKAWA, 1991); o tipo de via empregada
para a infeccdo experimental (MACEDO et al., 2004); infec¢des imunomoduladas (ALVES
1992); a imunizagdo e infec¢do associadas a doses variaveis do imundgeno e do inoculo
infectante (THOME et al., 1998), bem como o controle da infec¢io experimental através do uso
estratégico de antimicrobianos que sustam a leptospiremia, mas que ndo impedem a
colonizagdo dos tabulos renais (ALEXANDER; RULE, 1987; CAMARGO et al., 1998; PINTO
et. al., 1999).

Miller (1972) ressalta que animais infectados por leptospiras podem se tornar
portadores temporarios ou permanentes do microorganismo, albergando as leptospiras nos
tubulos renais e as eliminando periodicamente ao meio ambiente. Um mesmo sorovar pode
prontamente transformar uma espécie animal em portadora, enquanto que pode falhar em
outras. Verificou também que diferentes estirpes de leptospiras pertencentes a um mesmo
sorovar podem comportar-se diferentemente no mesmo hospedeiro. Assim trabalhando com
diferentes estirpes da Leptospira interrogans, do sorovar Pomona (linhagem 3341 ¢ MLS
aguda), em hamsters de trés a quatro semanas de idade e inoculando 0,5 ml de cultura positiva,

verificou que os animais infectados com a linhagem 3341 apresentaram um indice de
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positividade para cultura de urina de 83%, para fragmentos de rins de 85% e dos cortes
histologicos 79%, ao passo que os que receberam a linhagem MLS, na mesma ordem obtiveram
em porcentagem 46%, 65% e 36%, ficando claro que nas mesmas condi¢gdes e usando-se o
mesmo modelo bioldgico houve variagao nos indicadores de infeccdo empregados.

Alexander e Rule (1987) verificaram que em hamster experimentalmente
infectados com uma estirpe de L. interrogans, sorovar Bataviae e tratados pela via oral, no
segundo dia pds-infec¢do, com concentragdes variaveis (10 a 160 mg/kg), de quatro diferentes
grupos de antimicrobianos (penicilina, cefalosporinas, tetraciclinas e eritromicina), houve
uma maior propor¢do de portadores renais entre os sobreviventes do grupo tratado com o
estolato de eritromicina (concentragdes de 40 e 160 mg/kg).

Camargo et al. (1998), em hamsters fémeas experimentalmente infectadas
com uma estirpe de L. interrogans sorovar Pomona e tratadas pela via oral, no segundo dia
pos-infec¢do, com o estolato de eritromicina na concentragdo de 40 mg/kg obtiveram 88,5%
(54/61) de portadores renais com declinio na freqiiéncia da infecdo renal durante o periodo de
observa¢ao adotado (17 a 78 dias pos-infeccao).

Pinto et al. (1999), em hamsters machos, experimentalmente infectados com
a mesma estirpe de L. interrogans sorovar Pomona, empregada por Camargo et al. (1998) e
tratados pela via oral, no segundo dia pos-infec¢do, com o estolato de eritromicina na dose de
25 mg/kg de peso vivo encontraram 36,61% (26/71) de portadores renais com declinio na
freqliéncia da infecg¢do renal durante o periodo de observacao adotado (15 a 120 dias pods-
infeccao).

A eritromicina ¢ um macrolideo que possui um anel lactonico macrociclico,
ao qual estdo ligados agucares e de acordo com o numero de atomos deste anel sdo
classificados em grupos entre os quais estd a eritromicina, que possui 14 atomos. Este

macrolideo foi obtido em 1952 a partir de culturas de Streptomyces erythreus. Possui acao
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bacteriostatica intermedidria e ¢ ativo contra bactérias Gram positivas e micoplasmas
possuindo boa atividade contra bactérias anaerdbias. A eritromicina ¢ lipossoluvel, atravessa
barreiras celulares, ¢ bem absorvida quando administrada por via oral biotransformada no
figado (SPINOSA, 1999).

O estearato de eritromicina raramente provoca efeitos colaterais e ndo induz
a toxicidade hepatica e renal, entretanto o estolato de eritromicina é citado em diversas
publicagdes, relativamente a sua potencial hepatoxicidade e fendmenos de colestase intra-
hepatica (MOCE; MOCEL, 1977).

Longueville et al. (2003) usaram como modelo biologico culturas de
hepatocitos de ratos expostos a varios agentes hepatotdxicos, entre os quais o estolato de
eritromicina para avaliacdo da expressdo génica frente a uma nova técnica de avaliagdo dos
agentes toxicos em hepatocitos.

Lazarczyc e Duffy (2000) citam um caso clinico onde uma senhora foi
tratada com eritromicina oralmente por oito dias e apds trés semanas a mesma apresentou
ictericia pelo uso do antibiotico, acarretando a instalacdo de uma cirrose biliar primaria onde a
fosfatase alcalina, AST, ALT e a bilirrubina total, estavam alteradas, confirmando-se o
diagnostico por histologia. Os mesmos autores afirmam que o estolato de eritromicina ¢ a
forma de eritromicina que pode ter como efeito indesejavel a colestase intrahepatica com
evidente aumento da fosfatase alcalina e aminotransferases séricas.

Venkateswaran et al. (1977), usaram o estolato de eritromicina como
modelo bioldgico experimental para provocar hepatoxicidade em ratos machos albinos da
linhagem Wistar, observando que os animais tratados com estolato de eritromicina
apresentaram alteracdes hepaticas significantes com elevagdo de aspartato aminotransferase,

fosfatase alcalina e bilirrubinas séricas. A histopatologia revelou congestdo dos vasos portais,
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dilatagdo vascular sangiliinea infiltracdo de células inflamatéria na zona II e dilatagdo
sinusoidal.

O ajuste dos pontos divergentes dos experimentos de Camargo et al. (1998)
e Pinto et al. (1999) no relativo a sexo, concentragdo do indculo infectante e dose do estolato
de eritromicina podera contribuir para a caracterizagdo de um modelo bioldgico experimental

que apresente maior reprodutibilidade.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo geral o emprego hamster
(Mesocricetus auratus), como modelo biologico para a reprodugdo da condi¢do de portador
renal de leptospiras.

Os objetivos especificos sao:

I- Determinar a dose ideal de estolato de eritromicina que possibilite a maior
propor¢ao de portadores renais de leptospiras com menor interferéncia nos parametros
clinicos (fungao hepatica e renal) do sistema bioldgico empregado.

2- Investigar a hipotese da influéncia do sexo (machos jovens e fémeas
nuliparas) no que concerne a instalacdo da condicao de portador renal de leptospiras.

3- Determinar os parametros clinicos do sistema bioldgico empregado: provas de
funcdo hepatica (alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina,
proteinas totais, albumina e bilirrubinas) e renal (uréia e creatinina) dos animais a fim de se
aquilatar alteracdes que possam ocorrer nos portadores renais de leptospiras
comparativamente aos controles nao infectados por leptospiras e ndo tratados com
antimicrobianos.

4-Determinar titulos de aglutininas anti-leptospira no momento da eutanasia dos
animais portadores renais de leptospiras.

5-Analisar as alteragdes histologicas dos rins dos animais portadores renais de
leptospiras, comparativamente aos controles ndo infectados, por leptospiras e nao tratados

com antimicrobianos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 146 hamsters jovens (Mesocricetus auratus), 73 machos e
73 fémeas, cujo peso variou de 80 a 120 g, criados no Biotério do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Satde Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais com

base no principio da homogeneizagao do peso vivo.

3.2 INOCULO INFECCIOSO

O in6culo infectante foi uma suspensdo de Leptospira interrogans sorovar
Pomona tipificada pela prova de absor¢ao de aglutininas (SANTA ROSA, 1970), fornecida
pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saide Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. A concentragdo do indculo foi determinada por contagem em
camara de Petroff-Hauser (Anexo B).

O inoculo infectante (Anexo A) foi preparado a partir de macerados de
tecido hepatico de hamsters infectados e submetidos a eutandsia na fase agbnica como
preconizado pelo United States Department of Agriculture Animal and Plant Health

Inspection Service, (1977).
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3.3: ANTIBIOTICO

O antibidtico empregado foi o estolato de eritromicina” concentragdo de 100
mg/ml (ALEXANDER; RULE, 1987; ALT; BOLIN,1996) na dosagem variavel de 10 a 80

mg por kg de peso vivo, administrado pela via oral.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo 1. Quatro conjuntos de seis animais (trés machos e trés fémeas),
mantidos em gaiolas separadas que receberam individualmente 0,2 ml de EMJH modificado
(ALVES et al. 1996; TURNER, 1970) e 48 horas depois o antibidtico nas concentracdes de
10, 20, 40 e 80 mg/kg de peso vivo, incluindo seis animais dos quais trés machos e trés
fémeas por concentragdo de antibidtico (grupo controle de tratamento com antibiotico).

Grupo 2. Oito conjuntos de dez animais (quatro conjuntos de dez machos e
quatro conjuntos de dez fémeas) inoculados com 0,2 ml do indculo contendo 1,5x10*
leptospiras/mL e 48 horas depois receberam o antibidtico nas concentragdes de 10, 20, 40 e 80
mg/kg de peso vivo ou seja, oitenta animais dos quais 40 machos e quarenta fémeas por
concentragdo de antibiotico ( grupo infectado por leptospira e tratado com antibi6tico).

Grupo 3. Um conjunto de seis animais (trés machos e trés fémeas) que
receberam individualmente 0,2 ml do indculo infeccioso de leptospira (grupo controle do
in6culo).

Grupo 4. Um conjunto de seis animais (trés machos e trés fémeas) que
receberam individualmente 0,2 ml de EMJH modificado, (ALVES et al. 1996; TURNER,
1970) (grupo controle do ambiente).

Grupo 5. Cinco conjuntos de seis animais (trés machos e trés fémeas)

recebendo o primeiro 0,2 ml de inéculo na dilui¢ao 10"1, o segundo 0,2 ml de in6éculo na

* Ilosone-Laboratério Lilly Av. Morumbi, 8264, Sdo Paulo/Brasil
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diluicdo 1072, o terceiro 0,2 ml de inéculo na diluicdo 107 e assim sucessivamente até o quinto
conjunto que recebeu 0,2 ml de indculo na diluicio 10° (grupo titulagdo do indculo

infeccioso).

3.5 MEIOS DE CULTURA

O meio semi-solido de Fletcher (SANTA ROSA, 1970), foi empregado para
a manutencdo do sorovar infectante, para as provas de isolamento, bem como dos demais
sorovares utilizados para a prova de soroaglutinagcdo microscopica (Anexo F). O meio liquido
de EMJH modificado” (ALVES et al., 1996; TURNER, 1970) foi empregado para o
crescimento dos sorovares de leptospiras utilizados na reacdo de soroaglutinagdo

microscopica, e para as infecgdes experimentais (Anexo D).

3.6 TITULOS DE AGLUTININAS

Foi empregada a microtécnica de soroaglutinagdo microscopica aplicada a
leptospirose (COLE et al., 1973; GALTON et al., 1965), com ponto de corte na dilui¢ao 1:100
e titulagdo em série geométrica de diluigdes de razao dois. O titulo foi considerado como a
reciproca da maior diluicdo do soro em que houve 50% de leptospiras aglutinadas por campo

microscopico.

* Difco® Distribuido por Sunmoon Produtos Cientificos LTDA-ME, R. Cleo Mario Gaccione, 263 V.Alba
SP/Brasil
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3.7 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

Os animais foram observados diariamente (duas vezes pela manha
e duas vezes a tarde e duas vezes durante os finais de semana) e os que apresentaram sinais
clinicos de leptospirose (emagrecimento, pelos arrepiados, anorexia, hemorragias e ictericia)
foram submetidos a eutanasia na fase agdnica (inalagdo de vapores de isofluorano) para a
colheita de sangue para determinagdo dos niveis de aglutininas anti-leptospira e avaliagdo das
funcdes hepatica e renal e figado, destinado aos exames microbioldgicos e histologicos.

No trigésimo dia da infec¢do experimental os sobreviventes foram
anestesiados pela inalagdo de vapores de isofluorano® e foi efetuada a colheita de sangue por
pungdo cardiaca para a avaliagdo dos niveis de aglutininas anti-leptospira bem como das
funcdes hepatica e renal, a seguir com o aprofundamento da anestesia os animais foram
submetidos a eutanasia para colheita dos materiais (figado e rim) destinados aos exames

microbioldgicos e histoldgicos.

3.8 AVALIACAO DA INTEGRIDADE HEPATICA E RENAL

a) Proteinas Totais (Labtest) foram avaliadas com o reativo de Biureto,
método de Kjeldahl (HENRY et al., 1974; PENNOCK et al., 1968; TIETZ, 1970) e leitura em
espectrofotometro analogico ou digital convencional.

b) Bilirrubinas totais e fragdes (Merckotest) foram determinadas pelo
método do Diazo reativo (LIPSITZ; LONDON, 1973) em volumes individuais de 400 ul de

soro, com leitura em espectrofotdmetro convencional.

® Forane-Abbott
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c) Fosfatase Alcalina (Labtest) foi investigada pelo método de Bowers e Mc
Comb modificado (IFCC, 1983: MC COMB et al., 1981; TIETZ, et al., 1983) a partir do
exame individual de um volume de 20ul de soro.

d) Aspartato Amino Transferase (AST) (Merckotest), foi determinada pelo
método da catdlise e transaminagdo da L-aspartato e do 2- oxoglutarato em oxalacetato e
glutamato proposto pela IFFC (BERGMEYER, 1972; SCHLEBUSCH et al., 1974) a partir do
exame de um volume de 50ul de soro.

¢) Alanina Amino Transferase (ALT) (Merckotest), determinada por catalise
reversivel e transaminagdo da L- alanina e 2- oxalglutarato para piruvato e glutamato proposto
pela IFCC (BERGMEYER, 1986; SCHLEBUSCH et al, 1974 ) a partir do exame de um
volume de 50ul com leitura espectrofotométrica.

f) Uréia (Wiener), pelo método de Berthelot modificado (LORENZO et al.,
1991) aplicado ao exame de um volume 10ul de soro com leitura espectrofotométrica
convencional.

g) Creatinina (Merckotest), pelo do método do acido picrico (BARTELS et
al., 1972; HELGER et al., 1974; ULLMANN; BONITZ,1976), utilizando-se 500ul de soro e

leitura espectrofotométrica.
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3.9 EXAMES HISTOLOGICOS

Para avaliagdo histologica das lesdes, o material foi colhido através da
necropsia. Apos fixagdo em formol a 10%, por periodo aproximadamente de 24 horas, seguiu-
se a desidratacdo em solugdo de concentracdes crescentes de alcool, diafaniza¢do em xilol e
inclusdo em parafina de onde foram obtidos cortes de Su de espessura que por sua vez foram
corados pelas técnicas de Hematoxilina Eosina (HE) e Warthym-Starryn (WS) (WARTHIN;

STARRY, 1920).

3.10 CULTIVOS PARA ISOLAMENTO DE LEPTOSPIRAS

Nos animais que morreram durante o periodo de observagdo foram colhidos
fragmentos do figado para cultura e isolamento de leptospiras e naqueles que foram
submetidos a eutanasia ap6s o trigésimo dia (incluindo os grupos 1 e 4), foram efetuados
cultivos dos rins para isolamento de leptospiras.

Os fragmentos de rins e figado colhidos sob condi¢des assépticas, foram
macerados com solucdo salina tamponada de Sorensen estéril, de modo a ser obtida uma
suspensao de tecido a 10% (1,0 grama de tecido com 9,0 mL de solu¢do salina tamponada
estéril); a partir desta dilui¢do inicial foram preparadas duas outras dilui¢des seriadas de razao
dez, concentracdes finais de 10; 1,0 ¢ 0,1%. O volume de 0,1 ml das diferentes concentragdes
da suspensdo de 6rgdos foi semeado em tubos contendo o meio semi-sdlido de Fletcher, dois
tubos por concentracdo. A seguir os tubos foram incubados em estufa a temperatura de 28-
30° C durante seis semanas com observagdes semanais macro € microscopicas (PASSOS et

al., 1988).
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3.11 TRATAMENTO ESTATISTICO

A andlise estatistica dos resultados obtidos entre os sexos, concentracao de
antibidtico e em relag@o aos parametros renais e hepaticos foi efetuada por anélise de variancia
levando-se em consideragdo o modelo bicaudal e um nivel de significancia de 0,05. Quando
houve diferenca significativa foram efetuadas andlises duas a duas pelo teste de Dunnet
(VIEIRA, 1999). As proporcdes de portadores renais segundo as concentragdes de antibidtico

foram comparadas pelo Teste Exato de Fisher (SIEGEL, 1975).
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4 RESULTADOS

-3,852
0"™* como a dose empregada

O titulo do indculo empregado (grupo 5) foi 1
foi 10™ o nimero de DL 50 efetivamente utilizadas foi 1,4.

No grupo 4, ou seja, animais que s6 receberam meio de cultura (figuras: 1,
2, 3, e 4) ndo houve alteragdes clinicas e histologicas no figado e nos rins e ndo foram
observadas formas suspeitas de leptospiras pela coloragdo argéntica.

Na tabela 1 sdo apresentadas as propor¢des de hamsters induzidos a
condicdo de portadores renais de leptospiras segundo a concentracdo de estolato de
eritromicina administrada no segundo dia pos-infec¢ao. Os resultados obtidos revelam que as
maiores propor¢des de animais que sobreviveram a infec¢ao experimental e que apresentaram
cultivos de tecido renal positivo para leptospiras foram observadas a partir da concentracao de
40 mg/kg de peso vivo de estolato de eritromicina, independentemente do sexo. Nas
concentragdes de 10 a 20 mg p/ kg de peso vivo de estolato de eritromicina houve menor

numero de portadores e a diferenca absoluta observada segundo os sexos na concentragao de

20 mg/ kg de peso vivo (5/10 e 2/10) foi destituida de significancia estatistica (p=0,35).

Tabela 1 - Hamsters experimentalmente infectados com L. interrogans,
sorovar Pomona e tratados com diferentes concentragdes do
estolato de eritromicina. Propor¢do de portadores renais de
leptospiras (cultura positiva), no 30° dia p6s infecgido segundo
0 sexo ¢ a concentragdo de antibidtico. Sdo Paulo-2006

Concentracdo de antibidtico mg/kg de peso vivo  Proporgdo de portadores
Machos  Fémeas

10 0/10 2/10
20 5/10 2/10
40 10/10 9/10

80 9/10 10/10
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Na tabela 2 sdo apresentados os resultados bioquimicos da fun¢do renal e hepatica dos animais do grupo controle, ou seja,

aqueles que ndo receberam indculo infeccioso e nem antibidtico. Nao houve diferenca significativa quanto ao sexo (p>0,05).

Tabela 2 - Hamsters do grupo 4 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado, segundo o sexo, a dosagem de proteinas totais, albumina, creatinina, uréia, dadas em mg/dl,
AST, ALT, FAL expressas em UI/L e BD, BI ¢ BT em mg/dl. Sdo Paulo-2006.

Proteina Total Albumina Creatinina Uréia AST ALT FAL BD BI BT
M F M F M F M F M F M F M F M F M F M F
6,75 6,68 357 3,71 0,78 0,84 60,23 68,84 84,22 56,13 62,88 68,10 465,88 620,75 0,092 0,018 0,388 0,333 0,48 0,351
6,59 640 340 359 083 0,79 7421 6769 6641 76,72 50,26 5049 1037,90 692,92 0,129 0,000 0,129 0,702 0,258 0,702
6,51 557 355 304 0,75 0,71 6923 7290 73,36 70,70 57,83 69,52 813,08 81572 0,000 0,000 0,369 0,739 0,369 0,739
6,61* 6,21 350 344 0,78 0,78 67,89* 69,81 76,66* 67,85 56,99* 62,70 772,28 709,79 0,073* 0,006 0,295 0,591 0,369* 0,597
0,12** 0,57 0,09 0,35 0,04~ 0,06 7,08 2,73 8,97 10,58 6,35 10,60 288,18 80,48 0,066** 0,01 0,144** 0,224 0,111* 0,214
6,21* 3,44* 0,78* 69,81* 72,25* 59,84* 741,03* 0,039* 0,433* 0,597*
0,432** 0,235** 0,048** 4,917** 6,714** 8,419** 195,648** 0,056** 0,234** 0,197**
M= macho, F= fémea, *= média, ** = desvio padrao, AST= aspartato aminotransferase, ALT = alaninaaminotransferase, FAL= fosfatase alcalina

BD= bilirrubinas dirata, BI = bilirrubinas indireta, BT = bilirrubinas totais.
Neste grupo, ndo tratado com antibidtico e ndo infectado por leptospiras, as diferengas observadas entre os sexos foram nao significativas (p>0,12) para resultados indicadores

de funcdo hepatica e renal.
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As tabelas de 3 a 12 apresentam os resultados do grupo 1 (controle tratamento
com antibiotico). Os valores de proteinas séricas totais, uréia, AST, ALT, BD, Bl ¢ BT ndo foram
influenciados pela administracdo do antibidtico (p> 0,24) sendo iguais entre 0s sexos,
concentracdo de antibioticos e inclusive iguais aos valores observados no grupo 4, nao tratados
com antibiodtico e ndo infectados com leptospiras. Contudo houve diferenca significativa para a
enzima FAL (Tabela 9) entre as concentragdes de antibidtico (p= 0,03), porém ndo em relagdo ao

grupo 4, nao tratados com antibiodtico e nao infectados (p= 0,20).

Tabela 3 - Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas
apos o antibidtico, segundo o sexo a dosagem das proteinas séricas expressa
em g/dl e a concentracdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso
vivo. Sao Paulo-2006

Concentracdo de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
6,66 6,75 6,50 7,21 6,55 7,38 6,15 6,40
6,64 6,56 6,52 6,98 6,64 6,55 6,95 6,45
6,58 6,19 6,13 6,40 6,39 6,56 5,98 7,07
6,63* 6,5 6,38 6,86 6,53 6,83 6,36 6,64
0,04** 0,28 0,22 0,42 0,13 0,48 0,52 0,37
6,50* 6,62 6,68 6,50
0,194** 0,397 0,353 0,431
M= macho F=fémea * = média ** = desvio padrdo

ANOVA: Nao houve diferenca significativa entre membros do grupo (p=0,54) e entre o grupo controle com os
membros deste grupo sendo que para machos p=0,61 ¢ fémeas p=0,40.



Tabela 4- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado ¢ 48 horas apds o
antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da albumina sérica expressa em g/dl e a
concentragdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-
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2006
Concentragdo de antibidtico
10 20 40 80
M F M F M F M F
3,56 3,76 3,54 3,65 3,44 3,74 3,39 3,22
3,56 3,58 3,65 3,57 3,51 3,87 3,53
3,6 3,41 3,39 3,44 3,45 3,64 3,39 3,66
3,58% 3,57 3,5 3,58 3,48 3,63 3,55 3,47
0,028%** 0,175 0,100 0,121 0,072 0,115 0,277 0,226
3,57* 3,54 3,55 3,51
0,112%* 0,108 0,116 0,73
M= macho F=fémea *=média  ** desvio padrdo

ANOVA: Observamos que neste grupo nao houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,92) e
entre o grupo controle com os membros deste grupo sendo que para os machos p=0,96 ¢ para fémeas p=0,81.

Tabela 5- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas apds o
antibiotico, segundo o sexo, a dosagem de creatinina sérica expressa em mg/dl e a
concentragdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-

2006
Concentracdo de antibidtico
10 20 40 80
M F M F M F M F
0,79 0,85 0,71 0,90 0,63 0,71 0,79 0,68
0,66 0,85 0,62 0,91 0,34 0,77 0,83 0,75
0,75 0,86 0,76 0,71 0,84 0,86 0,69 0,90
0,79* 0,85 0,69 0,84 0,77 0,78 0,77 0,77
0,066** 0,005 0,071 0,112 0,121 0,075 0,072 0,112
0,85% 0,77 0,77 0,77
0,078** 0,115 0,09 0,084
M= macho F=fémea *=média ** = desvio padrao

ANOVA: Nio houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,44) e entre o grupo controle com os
membros deste grupo sendo que para machos p=0,64 e para fémeas p=0,67.
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Tabela 6- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas apds o
antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da uréia expressa em mg/dl e a concentracdo de
estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo.Sao Paulo-2006

Concentragao de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F

68,05 78,44 68,89 75,34 61,26 80,07 68,49 67,18
64,95 70,51 68,27 73,25 68,92 66,72 76,79 71,38
70,58 71,08 68,87 77,79 70,31 59,17 67,67 7243
67,86* 73,34 68,67 75,46 66,83 68,65 70,98 70,33
2,82%* 4,42 0,35 2,27 4,87 10,58 5,04 2,77

73,34* 72,06 67,74 70,65

4,475%* 3,990 7,436 3,660

M= macho F=fémea *=média **=desvio padrdo

ANOVA: Nio houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,45) e entre o grupo controle com os

membros deste grupo sendo que para machos p=0,84 ¢ para fémeas p=0,56.

Tabela 7- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas
apos o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da AST sérica expressa em
UI/L e a concentragao de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso
vivo. Sao Paulo-2006.
Concentragdo de antibidtico
10 20 40 80
M F M F M F M F
42,05 47,98 52,78 83,39 31,82 257,12 77,82 120,96
55,18 71,85 82,77 49,74 148,28 72,56 93,59 52,12
59,61 69,08 61,26 68,22 67,32 48,96 46,9 72,94
52,28% 62,97 65,60 67,11 82,47 126,21 72,77 82,00
9,13** 13,05 15,46 16,85 59,69 113,98 23,75 35,3
62,97* 66,36 104,34 77,38
11,654%** 14,487 84,828 27,382
M= macho F=fémea *=média **=desvio padrdo AST= aspartato aminotransferase

ANOVA: Nao houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,72) e entre o grupo
controle e os membros deste grupo, sendo que para machos p=0,78 e para fémeas p=0,61.
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Tabela 8- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMH modificado e 48 horas
apos o antibidtico, segundo o sexo, dosagem da ALT sérica expressa em
UI/L e a concentragao de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso
vivo. Sao Paulo-2006.

Concentragao de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
58,82 56,29 74,53 65,7 41,23 134,65 50,96 80,16
48,50 49,56 49,85 46,34 82,29 69,19 126,34 63,55
70,82 77,58 69,21 71,46 93,01 50,83 83,1 93,57
59,38* 61,14 64,53 61,16 72,17 84,89 86,80 79,09
11,17** 14,62 12,98 13,16 27,33 44,06 37,82 15,03
61,14* 62,84 78,53 82,95
11,680%** 11,838 33,523 26,088
M=macho F=fémea *=média **=desvio padrdo ALT= alanina aminotrasferase

ANOVA: Nao houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,74) e entre o grupo controle e 0s
membros deste grupo, sendo que para machos p= 0,51 e para fémeas p=0,59.

Tabela 9- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas apds o
antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da FAL sérica expressa em UI/L e a concentragio
de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006.

Concentracdo de antibiotico

10 20 40 80
M F M F M F M F
580,6 802,13 541,61 752,98 957,12 482,59 487,59 771,06
615,74 707,89 596,51 617,86 582,22 646,52 484,99 722,69
684,51 665,34 433,02 790,6 608,95 641,39 533,15 749,32
626,95* 725,12 523,71 720,48 716,09 590,16 501,91 747,69
52,85%* 70,00 82,2 90,84 209,15 93,19 27,08 24,22
676,03* 622,90 653,12 624,80
77,258** 132,98 160,41 136,57
M= macho F=fémea *=média  **=desvio padrdo FAL= fosfatase alcalina

ANOVA: Houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,03), mas ndo houve diferenca
significativa entre o grupo controle e os membros deste grupo, sendo que para machos p=0,27 e para
fémeas p=0,20.
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Tabela 10 - Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas
apos o antibiodtico, segundo o sexo,a dosagem da BD sérica expressa em mg/dl
e a concentragdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo.
Sao Paulo-2006

Concentragao de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
0,443 0,000 0,000 0,166 0,129 0,000 0,129
0,000 0,160 0,110 0,000 1,053 0,092 0,203
0,166 0,000 0,757 0,018 0,000 0,000 0,332 0,240
0,203* 0,000 0,306 0,098 0,043 0,351 0,184 0,221
0,223** 0,000 0,398 0,074 0,074 0,607 0,129 0,026
0,101* 0,202 0,197 0,202
0,180** 0,280 0,422 0,202
...=S0r0 nao
M= macho F=fémea *=média  **=desvio padrao BD=bilirrubina direta ~ examinado.

ANOVA: Nao houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,84) e entre o grupo controle e os
membros deste grupo, sendo que para os machos p=0,60 e para as fémeas p= 0,64.

Tabela 11- Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas
apos o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da BI sérica expressa em mg/dl
e a concentragdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo.
Sdo Paulo-2006
Concentragao de antibidtico
10 20 40 80
M F M F M F M F
0,259 0,517 0,314 0,499 0,406 0,572 0,443
0,295 0,870 0,204 0,794 0,462 0,406 0,259
0,296 0,646 0,295 0,333 0,295 0,628 0,037 0,090
0,283* 0,581 0,493 0,345 0,498 0,554 0,295 0,174
0,021** 0,091 0,326 0,147 0,262 0,084 0,224 0,119
0,581* 0,419 0,526 0,234
0,159** 0,240 0,176 0,162
M= macho F=fémea  *=média **= desvio padrao BI=bilirrubina indireta  ...=soro ndo examinado.

ANOVA: Nao houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,27) e entre o grupo controle e 0s
membros deste grupo, sendo que para os machos p=0,62 e para as fémeas p=0,056.



Tabela 12 - Hamsters do grupo 1 que receberam 0,2 ml de EMJH modificado e 48 horas
apos o antibiotico, segundo o sexo, a dosagem da BT sérica expressa em mg/kg
e a concentragdo de estolato de eritromicina expressa em mg/kg de peso vivo.
Séo Paulo-2006

Concentracdo de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
0,702 0,517 0,314 0,665 0,535 0,572 0,572
0,295 1,030 0,314 0,794 1,515 0,498 0,462
0,462 0,646 0,462 0,351 0,295 0,628 0,369 0,330
0,486* 0,581 0,602 0,443 0,541 0,905 0,479 0,396
0,204** 0,091 0,377 0,192 0,249 0,529 0,102 0,093
0,533* 0,453 0,723 0,437
0,151%* 0,344 0,42 0,087
...=S010 ndo
M=macho F=fémea *=média **=desviopadrdo  BT= bilirrubina total examinado

ANOVA: Nao houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,56) e entre o grupo controle e 0s
membros deste grupo, sendo que para os machos p=0,79 e para as fémeas p=0,39.

64
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As tabelas de 13 a 22 apresentam resultados do grupo 2, infectados com
leptospiras e tratados com antibiotico. Houve auséncia de diferengas significativas para os niveis
de albumina sérica, ALT, AST, BD, Bl e BT (p> 0,22). No entanto foram constatadas diferengas
significativas nos niveis séricos de proteinas totais, creatinina e FAL tanto em relacdo as
concentracdes do estolato de eritromicina (p<0,00) como quando comparado os valores
observados no grupo 4 controle sem tratamento com antibidtico e infeccdo por leptospiras

(p<0,002).

Tabela 13- Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
proteina total sérica expressa em g/dl e a concentraggo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006

Concentracao de antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
7,80 6,21 6,99 6,58 7,68 6,66 6,70
7,25 6,69 7,18 7,41 7,62 7,55 6,78
6,98 6,69 7,56 7,05 7,63 6,97
6,65 6,38 6,79 7,02 7,59
6,78 7,00 6,71 6,82
6,51 6,74 7,42 6,66
6,48 7,49 6,91 6,70
6,30 6,81 7,54 6,70
6,90 7,77 6,70 6,13
6,51 7,32 6,65 6,98
7,53* 6,62 6,95 6,76 7,25 7,07 6,80
0,430** 0,282 0,247 0,438 0,212 0,411 0,362
7,52% 6,78 7,00 6,93
0,293%* 0,484 0,403
M= macho F= fémea *=média **=desvio padrio ...=soro ndo examinado

ANOVA: Houve diferenga significativa entre os membros do grupo (p=0,019) e também houve diferenca
significativa entre o grupo controle e os membros deste grupo (p=0,002) e aplicando-se o teste de Dunnet verificou-
se existir diferenga significativa entre o grupo controle com fémeas que recebeu 10 e 40 mg de estolato de
eritromicina e os machos que receberam 80mg do mesmo antibidtico.
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Tabela 14- Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
albumina sérica expressa em g/dl e a concentrago de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006

Concentragdo do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F

3,73 3,41 3,46 3,34 3,52 3,21 3,46
3,63 3,62 3,72 3,89 3,72 3,85 3,53
3,65 3,53 3,9 3,66 3,64 3,51
3,55 3,45 3,51 3,67 3,56
3,66 3,73 3,99 3,59 3,57
3,50 3,50 3,81 3,41
3,52 3,71 3,76 3,28
3,36 3,53 3,77 3,55
3,67 3,75 3,79 3,33
3,41 3,71 3,44 3,64
3,68%* 3,57 3,57 3,57 3,66 3,65 3,48
0,07** 0,10 0,13 0,20 0,15 0,19 0,11

3,68* 3,57 3,61 3,56

0,106** 0,183 0,179

M= macho F= fémea *=média **=desvio padrio ...=soro ndo examinado

ANOVA: Nao houve diferencga significativa entre os membros do grupo (p=0,24) ¢ o grupo controle e os membros
deste grupo (p= 0,22).
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Tabela 15 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e apds 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
creatinina sérica expressa em mg/dL e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006

Concentracao do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F

2,17 1,05 1,33 1,09 1,94 1,34 0,75
1,42 1,05 1,62 1,53 2,15 2,93 0,75
1,15 1,23 2,23 1,79 2,38 0,72
1,13 1,24 1,46 2,14 0,88
1,24 1,41 2,75 2,89 0,77
1,37 1,43 1,58 0,79
1,48 1,93 1,57 0,81
1,00 1,23 1,76 0,78
1,11 1,43 1,49 0,71
1,03 2,42 1,20 0,83
1,79* 1,12 1,39 1,34 1,85 1,92 0,80
0,53** 0,07 0,20 0,36 0,48 0,62 0,05

1,79* 1,25 1,59 1,36

0,186** 0,491 0,73

M= macho F= fémea *=média **=desvio padrao ...=soro ndo examinado

ANOVA: Houve diferenca significativa entre os membros do grupo(p=0,00) ¢ também houve diferenca significativa
entre o grupo controle e os membros deste grupo (p=0,00) e aplicando-se o teste de Dunnet verificou-se haver
diferenca significativa entre o grupo controle com fémeas que receberam 10e 40mg de estolato de eritromicina e
machos que receberam 40 e 80mg do mesmo antibiodtico.
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Tabela 16 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
uréia sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-2006.

Concentragdo do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
79,16 56,14 121,51 69,16 76,97 46,7 67,71
78,73 73,62 66,5 64,13 64,82 73,66 80,83
63,57 102,49 64,83 66,65 64,04 72,66
73,12 62,89 62,14 59,63 90,07
76,19 65,09 61,01 66,28
66,06 69,03 63,76 69,54
51,17 58,67 60,28 71,5
66,85 67,85 60,34 75,99
61,26 67,74 58,67 58,79
65,8 71,02 128,86 73,9
78,94* 68,52 96,83 63,72 67,21 67,74 72,72
0,3** 8,42 27,93 4,90 5,22 22,45 8,5
78,94* 82,67 65,46 70,23
6,657** 5,231 16,724
M= macho F= fémea *=média **=desvio padrdo ...=soro ndo examinado

ANOVA:N3Zo houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,62) ¢ o grupo controle ¢ os membros
deste grupo (p=0,67).



Tabela 17 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
AST sérica expressa em UI/L e a concentrag@o de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006
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Concentragdo do antibiotico

10 20 40 80
M F M F M F M F
90,67 92,51 76,2 236,88 50,91 82,64 69,26
111,87 83,25 56,31 78,36 80,21 97,22 94,01
97,61 52,84 1237 86,74 190,75 340,37
218,02 80,42 61,78 86,21 125,65
58,14 65,27 79,04 68,21
69,45 85,69 139,36 65,11
95,49 81,85 83,6 112,84
118,6 85,5 64,66 88,02
78,95 71,65 106,29 59,98
126,01 150,94 77,22 62,64
101,27* 109,9 61,78 107,31 83,91 100,69 108,6
14,99** 62,31 12,6 50,81 27,95 37,7 84,46
101,27* 85,84 95,61 104,64
53,709%* 42,220 63,791
M= macho F= fémea *=média **=desvio padrdo =~ AST= aspartato aminotransferase ...=soro nao examinado

ANOVA: Nao houve diferencga significativa entre os membros do grupo (p=0,81) e o grupo controle e os membros

deste grupo (p=0,68).
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Tabela 18 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
ALT sérica expressa em UI/L e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-2006

Concentracdo do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F

79,96 56,93 60,50 84,92 67,83 49,16 71,87
84,11 58,59 69,00 62,40 62,8 62,84 84,48
82,32 47,26 69,76 78,83 3,80 16,41
91,03 58,45 59,01 58,61 79,77
60,81 66,00 53,33 71,40
73,69 62,18 84,00 42,26
54,78 60,59 61,04 54,71
72,4 81,89 66,53 88,47
77,86 77,38 75,32 70,04
81,93 83,69 79,02 72,61
82,03* 69,93 58,92 70,21 70,46 59,36 65,2
2,93** 15,64 10,95 9,91 9,91 22,46 21,86

82,03* 64,425 70,33 62,28

14,337%* 9,635 21,784

M= macho F= fémea *=média **= desvio padrao ALT= alanina aminotrasferase ...=soro nao examinad

ANOVA: Nao houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,50) e o grupo controle e os membros
deste grupo (p=0,45).



Tabela 19 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
FAL sérica expressa em UI/L e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-2006
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Concentragao do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F

654,90 527,62 835,04 424,63 845,40 317,19 761,16
949,79 484,66 853,43 619,25 723,76 409,26 869,82
474,86 678,67 560,75 792,93 475,24 672,26
546,26 569,07 602,15 841,80 657,17
652,46 468,75 606,88 856,83
518,54 955,62 636,77 640,99
471,50 722,97 710,21 763,69
561,69 801,57 563,29 674,82
512,22 873,78 695,66 764,83
591,93 800,45 566,95 588,50
802,35* 537,172 789,04 529,83 790,96 582,32 725,00
208,51%* 70,89 96,03 61,46 101,1991 153,62 93,29

802,35* 663,10 660,39 653,66

161,763** 187,710 143,754

M= macho F= fémea *=média **= desvio padrao FAL= fosfatase alcalina ...=soro nao examinado

ANOVA: Houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,00) e também houve diferenga significativa
entre o grupo controle € os membros deste grupo (p=0,00) e aplicando-se o teste de Dunnett verificou-se haver
diferenga significativa entre o grupo controle com fémeas que receberam 20mg de estolato de eritromicina e macho

que recebeu 40mg do mesmo antibidtico.



Tabela 20 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
BD sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina

expressa em mg/kg de peso vivo. Sao Paulo-2006
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Concentragao do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
s/l 0,110 0,092 0,000 0,147 0,739 0,203
0,400 0,000 0,129 0,110 0,314 0,200 0,203
0,000 0,203 0,000 0,147 0,000 s/l
0,000 0,000 0,330 0,036 0,000
0,000 0,000 0,200 0,000
0,000 0,092 0,000 0,129
0,270 0,000 0,240 0,000
0,120 0,018 0,150 0,351
0,290 0,166 0,140 0,000
0,120 0,000 0,018 0,200
0,400* 0,022 0,141 0,091 0,134 0,172 0,120
0** 0,049 0,056 0,113 0,124 0,218 0,128
0,400* 0,082 0,113 0,146
0,0781** 0,117 0,178
M= macho F= fémea *=média **= desvio padrdo BD= bilirrubina direta ...=soro ndo examinado.

ANOVA: Nao houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,52) e o grupo controle e os membros

deste grupo (p=0,38).



Tabela 21- Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do inéculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da

BI sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina

expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-2006
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Concentragdo do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
0,670 0,074 0,277 0,680 0,037 0,092 0,517
0,220 0,148 0,680 0,074 0,020 0,314
0,850 0,166 1,090 0,315 0,730
0,646 0,055 0,250 0,130 0,790
0,460 0,665 0,760 1,090
0,295 0,314 0,770 0,203
0,890 0,406 0,148 0,517
1,300 0,721 0,250 0,369
0,110 0,406 0,630 0,406
0,670 0,277 3,123 0,260
0,670* 0,450 0,197 0,644 0,311 0,665 0,496
0,000** 0,313 0,236 0,401 0,200 0915 0,282
0,670* 0,324 0,477 0,580
0,273** 0,356 0,679
M= macho F= fémea *=média **= desvio padrao BI= bilirrubina indireta ...=soro ndo examinado

ANOVA: Nao houve diferenca significativa entre os membros do grupo (p=0,52) e o grupo controle e os membros

deste grupo (p=0,58).
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Tabela 22 - Hamsters do grupo 2 que receberam 0, 2 ml do indculo contendo 1,5 x10*
leptospiras/ml e ap6s 48 horas o antibidtico, segundo o sexo, a dosagem da
BT sérica expressa em mg/dl e a concentragdo de estolato de eritromicina
expressa em mg/kg de peso vivo. Sdo Paulo-2006

Concentragdo do antibidtico

10 20 40 80
M F M F M F M F
1,07 0,184 0,369 0,680 0,184 0,831 0,720
0,220 0,277 0,790 0,388 0,220 0,517
0,850 0,369 1,090 0,462 0,730
0,646 0,055 0,590 0,166 0,790
0,460 0,665 0,960 1,090
0,295 0,406 0,770 0,332
1,160 0,406 0,388 0,517
1,420 0,739 0,400 0,720
1,07* 0,472 0,338 0,769 0,453 0,558 0,669
0,00%* 0,282 0,053 0,425 0,173 0,300 0,243
1,07* 0,405 0,611 0,613
0,226** 0,376 0,271
M= macho F= fémea *=média **= desvio padrdo BT= bilirrubina total ...=soro ndo examinado

ANOVA: Nao houve diferencga significativa entre os membros do grupo (p=0,21) e o grupo controle e os membros
deste grupo (p=0,22).
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Os exames histopatologicos efetuados nas preparagdes coradas pelo método de
hematoxilina-eosina ou Warthyn Starry sdo apresentados nas figuras de 1 a 14. Nos animais do
grupo 4, ou seja, aqueles que s6 receberam o meio de cultura EMJH modificado, ndo houve

alteragdes hepaticas nem renais pelo método da HE e ndo foram encontradas leptospiras pelo

método de WS ( Figuras de 1 a 4).
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Figura-1 Figado de hamster do grupo 4 tratado com meio de cultura (EMJH grupo controle),

submetido a eutanasia no 30° dia de observagdo, ndo havendo alteragdes histologicas

dignas de nota. Presenga de hepatdcitos bem conservados, ndo foram encontradas formas
compativeis com leptospiras. Coloragdo de HE e aumento de 25x. Sdo Paulo — 2006.



submetidos a eutanasia no 30° dia de observagédo, ndo havendo alteragdes histologicas dignas
de nota. Nao foram encontradas formas bacterianas compativeis com leptospirose. Coloragao
de WS e aumento 25x. Sdo Paulo-2006.
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Figura 3: Rim de hamster do grupo 4 tratado com meio de cultura (EMJH-grupo controle), submetidos
a eutanasia no 30° dia de observacdo, ndo havendo alteragdes histologicas dignas de nota.
Nota-se capsula de Bowman bem conservada e sem alteragdes, alem de auséncia de

formas compativeis com leptospira. Coloragdo de HE e aumento de 25x. Sdo Paulo-2006
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Figura 4: Rim de hamster do grupo 4 tratado com meio de cultura (EMJH grupo controle), submetidos
a eutandsia no 30° dia de observacdo, ndo havendo alteragdes histologicas dignas de nota.
Nao foram encontradas formas bacterianas compativeis com leptospiras. Coloracdo de WS
e aumento de 25x. Sdo Paulo- 2006.

No que tange ao grupo I, ou seja, aqueles animais tratados com o estolato de
eritromicina nas concentragdes de 10, 20, 40 e 80 mg/kg de peso vivo (grupo controle de
antibidtico) e o placebo do inoculo infeccioso, meio de cultura (EMJH modificado), verificaram-
se a presenca de alteragdes vacuolares em hepatdcitos, pelo método da HE. Nao foram

observadas formas bacterianas pela coloragao de WS (fig 5 a 8).
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Figura 5: Figado de hamster do grupo 1 tratado com antibidtico e meio de cultura (EMJH-grupo
controle de tratamento com antibidtico), submetido a eutanasia no 28° dia apoés o

tratamento com antibidtico, notando-se vacuolizagdo de citoplasma de hepatdcitos
proximo ao espago porta. Coloragdo de HE e aumento de 25x. Sao Paulo-2006.
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Figura 6: Figado de hamster do grupo 1 tratado cm antibiotico e o meio de cultura (EMJH—grupc;- .

controle de tratamento com antibiotico), submetidos a eutanasia no 28° dia apos tratamento
com antibiotico, notando-se vacuolizag¢do de citoplasma de hepatdcitos proximo ao espago

porta e sem a presenga de formas compativeis com leptospiras. Coloragdo de WS e aumento
25x. Sao Paulo- 2006.
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Figura 7: Rim de hamster do grupo 1 tratado com antibidtico ¢ o meio de cultura (EMJH-grupo
controle de tratamento com antibidtico), submetido a eutanasia no 28° dia apds o

tratamento com o antibidtico, sem alteragdes renais. Coloracdo de HE e aumento de 25x.
Sao Paulo, 2006.
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Figura 8: Rim de hamster do grupo 1 tratado com antibidtico e o meio de cultura (EMJH-grupo
controle de tratamento com antibidtico), submetido a eutanasia no 28° dia apds o
tratamento com o antibidtico, sem alteragdes renais. Coloragdo de WS e aumento de 25x.
Sao Paulo, 2006.
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Em relagdo ao grupo 2, ou seja, aqueles animais infectados com L. interrogans
sorovar Pomona e tratados com o estolato de eritromicina nas doses crescentes de 10, 20, 40 e 80
mg /kg de peso vivo foram observadas lesdes hepaticas e renais e inclusive a presenca de formas
compativeis com leptospiras principalmente no figado dos animais tratados com 10 mg do

antibiotico acima mencionado, o que demonstra ser esta concentragdo insuficiente para a

eliminagdo das leptospiras (figura 9 e 10).

.-

Figura 9: Figado de hamster do grupo 2 que recebeu 0,2 ml de in6culo infeccioso e 48 horas apos 10
mg/kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutanasia no 30° dia p6s infec¢do. Nota-
se ligeira vacuolizagdo em citoplasma de hepatocitos e formas compativeis com
leptospiras. Coloragdo de HE e aumento 40x. Sdo Paulo-2006.



mg/kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutandsia no 30° dia pos infeccdo
apresentando formas bacterianas compativeis com leptospiras. Coloracdo WS e aumento
de 25x. Sdo Paulo- 2006
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Em todos os animais do grupo 2, infectados com L. interrogans sorovar
Pomona e tratados com o estolato de eritromicina nas concentragdes de 10, 20, 40 e 80 mg, foram

observadas alteragdes hepaticas constituidas por: vacuolizagdo de hepatocitos e sangue no espago

porta (figura 11) e renais representadas por congestao glomerular (figural2).
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Figura 11: Figado de hamster do grupo 2 que recebeu 0,2 ml de indculo infeccioso e 48 horas apos 40
mg/kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutanasia no 30° dia pds infecg@o,
observa-se intensa vacuolizagdo em hepatdcitos, alem de congestdo do espaco porta.
Coloragao HE e aumento de 25 x. Sdo Paulo- 2006.
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Figura 12: Rim de hamster do gru-f;o 2 que recebeu 0,2 ml de indculo infeccioso e 48 horas apds 40
mg/kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutanasia no 30° dia pos infeccdo,
observando-se congestdao glomerular. Coloragdo HE e aumento de 40x. Sao Paulo-2006.
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Os animais infectados com L. interrogans sorovar Pomona e tratados com
estolato de eritromicina (grupo 2) foram observadas leptospiras nas preparagdes coradas pela
técnica de WS nos que receberam 40 mg/kg de peso vivo do antibiotico (figura 13), porem ndo

foram verificadas leptospiras nos tratados com 80 mg/kg de peso vivo (figura 14) a despeito dos

cultivos renais terem sido positivos para as duas concentragoes (tabela 1).
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Figura 13: Rim de hamster do grupo 2 que recebeu 0,2 ml de in6culo infeccioso e 48 horas apos 40

mg/ kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutanasia no 30° dia p6s infecg@o, onde

se notam evidentes formas bacterianas compativeis com leptospiras. Coloracdo WS e

aumento de 25x. Sdo Paulo- 2006.
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Nos rins de animais que receberam 80 mg/kg de peso vivo de estolato
de eritromicina e indculo infecciosos, ndo foram encontradas formas compativeis com leptospiras

como se vé na figura abaixo:

' .
Figura 14: Rim de hamster do grupo 2 que recebeu 0,2 ml de inéculo infeccioso e 48 horas
apos 80 mg/kg de peso vivo de antibidtico, submetido a eutanasia no 30° dia pos infecgo,
nao se notando a presenca de formas suspeitas de leptospiras. Coloragdo WS e aumento de
25x. Séo Paulo- 2006.

Os titulos de anticorpos aglutinantes para o sorovar homologo ao da infecc¢ao
experimental dos animais induzidos a condicdo de portadores renais de leptospiras pelo
tratamento pos-infeccdo com o estolato de eritromicina, expressos em logaritmo de base 10 e os

resultados dos cultivos renais para isolamento de leptospiras sao apresentados na tabela 23.



Tabela 23 - Hamsters do grupo 2, infectados com estirpe patogénica do sorovar
Pomona e induzidos a condigdo de portadores renais de leptospiras
pelo tratamento com estolato de eritromicina segundo o sexo,
concentragao de antibidtico administrada, resultado do cultivo do
tecido renal e o titulos de aglutininas anti L. interrogans sorovar
Pomona S&o Paulo, 2006 (continua)

Cultivo de tecido

Sexo Antibiotico renal Titulo de aglutininas
F 10 P 800* 3,074£0,24%
F 10 P 1600
M 20 P 600
M 20 P 400
M 20 P 800 2,9240,32
M 20 P 400
M 20 P 600
F 20 N 1600
F 20 P 800 3,13+0,20
F 20 P 1600
M 40 P 800
M 40 P 1600
M 40 P 3200
M 40 P 400
M 40 P 1600 3,130,29
M 40 P 1600
M 40 P 3200
M 40 P 800
M 40 P 1600
M 40 P 800
F 40 P
F 40 P 200
F 40 P 3200
F 40 P 400
F 40 P 2,86:0,47
F 40 N 400
F 40 P 3200
F 40 P 1600
F 40 P 400
F 40 P 400
M 80 P 1600
M 80 P 800
M 80 P
M 80 P
M 80 P 1600 2,58+£0,46
M 80 P 800
M 80 P 200
M 80 N 3200
M 80 P
M 80 P 200
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Tabela 23 - Hamsters do grupo 2, infectados com estirpe patogénica do sorovar
Pomona e induzidos a condigdo de portadores renais de leptospiras
pelo tratamento com estolato de eritromicina segundo o sexo,
concentragao de antibidtico administrada, resultado do cultivo do
tecido renal e o titulos de aglutininas anti L. interrogans sorovar
Pomona Sao Paulo, 2006.

(conclusao)
Cultura de tecido
Sexo Antibidtico renal Titulo de aglutinina
F 80 P 100
F 80 P 200
F 80 P 400
F 80 P 400
F 80 P 400 2,54£0,35
F 80 P 200
F 80 P 800
F 80 P 200
F 80 P 1600
F 80 P 400

* =reciproca da maior diluicdo com 50% de leptospiras aglutinadas por campo microscopico. / **= média aritmética
e desvio padrdo do logaritmo de base 10. ...= soro ndo disponivel. P= cultura positiva. N = cultura negativa
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5 DISCUSSAO

No grupo 4, ou seja, aqueles animais que s6 receberam meio de cultura
(Figuras: 1, 2, 3, e 4) ndo houve alteragdes clinicas e histoldgicas no figado e nos rins e nao
foram observadas formas suspeitas de leptospiras pela coloragdo argéntica o que confirmou a
auséncia de uma infec¢@o nao controlada no transcorrer do experimento.

Os valores apresentados na tabela 1 demonstram que no 30° dia pds-infecgao,
independentemente do sexo, houve maior freqiiéncia de portadores renais para os animais
tratados com doses iguais ou superiores a 40 mg/kg de peso vivo de estolato de eritromicina.
Embora na concentracdo de 20 mg/ kg de peso vivo de antibidtico a propor¢ao de portadores
tenha sido em valores absolutos mais elevada para os machos, esta diferenca foi destituida de
significado estatistico (p>0,05). Assim os resultados obtidos foram concordantes com os de
Camargo et al. (1998) e a discordancia com aqueles apresentados por Pinto et al. (1999) talvez
possa ser atribuida a caracteristica de viruléncia do indculo infeccioso. Como os animais
empregados no presente estudo foram adultos jovens as alteragdes hormonais relativas ao sexo
sdo pouco evidentes.

O sucesso obtido na indugdo do estado de portador renal de leptospiras nos
animais tratados com 40 e 80 mg de estolato de eritromicina, confirmado por 95% de cultivos
renais positivos para leptospiras ressalta a importancia do sistema biologico empregado e
discorda das observagdes de Silva et al. (2005) em bovinos que isolou leptospiras na urina de
cinco animais cujos cultivos de tecido renal foram negativos para este microorganismo. Talvez a
concentracao e distribuicao de leptospiras nos rins dos hamsters seja maior que a observada nos

bovinos.
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A patogenicidade e viruléncia da estirpe do sorovar Pomona empregada no
presente experimento para induzir a leptospirose em hamsters foi regular o que concorda com as
observagdes de Camargo et al. (1998) e Pinto et al. (1999) que trabalharam com a mesma
amostra. De fato Sebastian (1994) ressaltou que estas caracteristicas podem variar com o sorovar
empregado. A manutencao da capacidade de induzir a doenga para uma determinada estirpe de
leptospira ¢ mantida por congelamento em nitrogénio liquido ou passagens permanentes e
sucessivas em animais de laboratorio (FAINE, 1999), contudo os fatores de viruléncia
responsaveis por estas propriedades ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

No que tange ao grupo 1, controle de antibidtico houve diferenca significativa
entre os membros do grupo nos valores da enzima fosfatase alcalina (tabela 9), observando-se a
média mais elevada entre as fémeas que tomaram 80 mg/kg de peso vivo de estolato de
eritromicina e entre os machos que receberam 40 mg/kg de peso vivo de estolato de eritromicina,
porém quando foi efetuada a comparacao com os valores observados no grupo controle, houve
auséncia de significancia entre ambos (p>0,05). De fato Venkateswaran et al. (1977) em ratos
submetidos a eutanasia aos dez dias pds-administracao do estolato de eritromicina, e Lazarczyc e
Dufty (2000) em ser humano submetido a dose terapéutica deste produto, encontraram alteragdes
hepaticas graves, quer de ordem bioquimica e histolégicas confirmando o achado nos animais
controle de antibiotico (grupo 1) do presente estudo de acordo com as figuras 5, 6, 7 ¢ 8.

Com relagdo ao grupo 2, ou seja, o grupo que recebeu indculo infeccioso e
estolato de eritromicina em varias dosagens, houve diferenca significativa para as proteinas totais
(tabela 13) entre os elementos do grupo, (sobreviventes no 30° dia da infec¢do experimental,
tratados com 40 e 80 mg por kg de peso vivo de estolato de eritromicina) e também em relacao ao
grupo 4 (controle, ndo infectados com leptospiras e ndo tratados com antibidtico). Nao foram

consideradas as fémeas que receberam 10 mg de estolato de eritromicina, pois houve somente
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duas sobreviventes. A média das proteinas totais das fémeas que receberam 40 mg/kg de peso
vivo foi superior a do grupo controle, havendo neste caso sintese proteica, mas o que poderia
estar ocorrendo seria uma maior resposta imunoldgica com a elaboragdo de imunoglobulinas ou
seja a fracdo globulina da proteina total que nao foi mensurada e seria esta fracdo que aparece na
urina, elevando desta maneira o nivel de proteinas totais (FAINE,1999).

Os valores apresentados na tabela 15, hamsters do grupo 2, machos e fémeas
infectados com leptospiras e tratados com diferentes dosagens de estolato de eritromicina,
sobreviventes no 30° dia pos infecgdo, revelam a existéncia de diferengas significativas nos
niveis de creatinina entre os membros do proprio grupo e destes com o grupo 4, (ndo infectados
por leptospiras e ndo tratados com antibidtico). Entre as fémeas do grupo 2, ndo foram
consideradas as que receberam 10 mg/kg de peso vivo de estolato de eritromicina, pois houve
apenas duas sobreviventes. Analisando-se as fémeas que receberam 40 e 80 mg/kg de peso de
estolato de eritromicina, a média de creatinina foi mais elevada para as que receberam 40 mg de
antibidtico, concluindo-se, que no 30° dia pds-infeccdo persistia a insuficiéncia renal nestes
animais o que ndo ocorreu entre as que tomaram 80 mg do antibiotico acima referido
provavelmente em razdo da cura renal conseqiiente a alta dose do medicamento. Saliente-se,
contudo que a despeito dos valores de creatinina indicarem a normalidade da funcao renal nas
fémeas que tomaram 80 mg por kg de peso vivo de estolato de eritromicina, todos estes animais
foram caracterizados como portadores renais de leptospiras nos cultivos efetuados, o que sugere a
persisténcia dos microorganismos na luz dos tibulos renais sem causar prejuizo a fungdo dos rins.
Com relacao aos machos, a média mais elevada de creatinina ficou entre os animais que tomaram
80 mg de estolato de eritromicina, indicando que no 30° dia pds-infec¢do a fungdo renal ainda

estava comprometida entre estes animais, talvez as lesdes observadas tenham sido mais intensas
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que as verificadas nas fémeas, pois quanto mais extensas sdo as lesdes, mais elevados sdo os
niveis de creatinina (BUSCH, 1991).

No que tange aos achados histopatologicos dos portadores (grupo 2), nota-se
que somente os que receberam 10 mg/kg de peso vivo de estolato de eritromicina foram os que
apresentaram lesdes hepaticas e a presenga de formas compativeis com leptospiras pelo método
da HE (Figura 9) e, portanto conclui-se que a dosagem de antibiotico ndo foi capaz de eliminar as
leptospiras do figado, no entanto, concordando com Baskervile (1986) sobre a inespecificidade
da coloragdo por HE para leptospira, a presenca do agente deve ser sempre confirmada pelas
técnicas de impregnagao pela prata o que € visto pela figura 10.

Nos animais caracterizados como portadores de leptospiras (grupo 2), houve
alteracdo hepatica, em todas as concentragdes de estolato de eritromicina empregadas em ambos
os sexos representada por vacuolizagdo, como registrado por Venugopal e Ratnam (1989),
desorganizagdo trabecular e congestao sinusoidal (Figura 11) o que concorda Oliva et al. (1994) e
Alves et al. (1992). Nos rins dos animais deste grupo foram constatadas alteragdes
histopatolégicas pelo método da HE (Figura 12), em todos os animais contrariando as
observagdes de Skilbeck et al (1988) em bovinos, porem concordam com as observacdes de Van
den Ingh e Hartman (1986) em hamsters e as de Brito (1968) em humanos. De fato nos hamsters
do grupo 2 que receberam até 40 mg/kg de peso vivo de antibidtico foram encontradas leptospiras
pelo método de WS (Figura 13). Contudo nos que receberam 80 mg/kg de estolato de
eritromicina por kg de peso vivo ndo foram evidenciadas leptospiras pela técnica argéntica
(Figura 14), talvez a técnica ndo apresente sensibilidade suficiente para demonstrar a presenca de
uma pequena concentracdo de microorganismos ou os cortes histologicos efetuados tenham sido
efetuados em 4reas onde houvessem pequena concentracdo de leptospiras (ALVES, 1987;

MARINHO et al. (2003); SCANZIANI; IRONI; MANDELI, 1989) .
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Os testes de soroaglutinacdo microscopica efetuados nos animais do grupo 2,
caracterizados como portadores renais de leptospiras, ou seja, aqueles que permaneceram vivos
até o 30° dia p6s infecgdo, ndo foram realizados em cinco animais devido a ndo haver quantidade
de soro suficiente para realizacdo do exame, no entanto todos os demais apresentaram resultados
positivos no ponto de corte empregado (diluicdo 1: 100). Analisando-se estes resultados, as
fémeas que receberam 10 e 20 mg por kg de peso vivo ndo podem ser consideradas, pois o
numero de sobreviventes foi baixo dificultando uma melhor analise, mas com relagao ao global,
verifica-se que a media aritmética dos logaritmos de anticorpos aglutinantes foi inversamente
proporcional a concentragdo do antibidtico como era de se esperar, pois 0s animais que
receberam doses maiores de medicamento tiveram a infec¢do bloqueada mais precocemente
(Tabela 23).

No grupo 3, ou seja, aqueles que somente receberam inoculo infeccioso houve
dois sobreviventes. De fato como a concentragdo do indculo infeccioso empregado continha 7,11
DL 50 (Anexo C) era esperado que o nimero de animais mortos por leptospirose fosse muito

proximo de 50%.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢des adotadas na execucdo do presente estudo foram obtidas as
seguintes conclusdes:

1. No 28° dia da administragdo do estolato de eritromicina nas concentragdes de
40 ou 80 mg/kg de peso vivo, hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo podem
apresentar elevacdo dos niveis séricos de fosfatase alcalina e vacuolizagdo citoplasmatica em
hepatocitos.

2. No 30° dia pés-infecgdo experimental com estirpe de leptospira do sorovar
Pomona, hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo, tratados no segundo dia pos
infecgdo com o estolato de eritromicina nas concentragoes de 40 ou 80 mg/kg de peso vivo
apresentaram cultivos renais positivos para leptospiras e auséncia de sinais clinicos da doenga.

3. No 30° dia pos infecgdo com estirpe de leptospira do sorovar Pomona,
hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo induzidos a condi¢do de portadores
renais de leptospiras pelo tratamento pos infeccdo com o estolato de eritromicina nas
concentracdes de 40 ou 80 mg/kg de peso vivo apresentaram, niveis séricos de proteinas totais e
creatinina mais elevados que os obtidos em animais do grupo controle ndo infectados e ndo
tratados com antibidtico.

4. No 30° dia poés-infecgdo com estirpe de leptospira do sorovar Pomona,
hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo induzidos a condi¢do de portadores
renais de leptospiras pelo tratamento pos-infec¢ao com estolato de eritromicina nas concentragdes

de 40 ou 80 mg/kg de peso vivo apresentaram, niveis séricos de albumina, uréia, ALT, AST, BD,
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BI e BT iguais os obtidos em animais do grupo controle ndo infectados e nao tratados com o
antibiotico.

5. No 30° dia pos-infeccdo com estirpe de leptospira do sorovar Pomona,
hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo induzidos & condi¢do de portadores
renais de leptospiras pelo tratamento poés-infecgdo com o estolato de eritromicina nas
concentracdes de 40 ou 80 mg/kg de peso vivo apresentaram, titulos de anticorpos aglutinantes
para o sorovar homodlogo ao da infeccdo expressos em logaritmo de base dez, maior ou igual a
1,19.

6. No 30° dia pos-infeccdo com estirpe de leptospira do sorovar Pomona,
hamsters machos e fémeas com 80 a 120 g de peso vivo induzidos a condi¢do de portadores
renais de leptospiras pelo tratamento pds-infecgdo com o estolato de eritromicina nas
concentracdes de 40 ou 80 mg/kg de peso vivo apresentaram, discreta degeneragdo vacuolar nos
hepatocitos, sangue no espago porta e congestdo glomerular.

7. Aos 30 dias pos-infecgdo, hamsters machos e fémeas com 80 a 120 gramas
de peso vivo e induzidos a condi¢do de portadores renais de leptospiras pelo tratamento pos-
infec¢do com o estolato de eritromicina foi registrada a presenca de leptospiras pela coloragao de
Warthyn Starry nos tratados com concentragdes do antibiotico menores ou iguais a 40 mg/kg de
peso vivo.

8. A administracao de estolato de eritromicina na concentragao de 40 mg/kg de
peso vivo no segundo dia pos-infecgdo com estirpe de leptospira do sorovar Pomona, em
hamsters machos e fémeas, com 80 a 120 g de peso vivo, foi a menor concentragdo do antibidtico

que possibilitou a indugdo do estado de portador renal de leptospirose.
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ANEXO A-PREPARO DO INOCULO INFECCIOSO

Para o preparo do inoculo infeccioso utilizamos figado de hamsters infectados com
Leptospiras interrogans, sorovar pomona. O animal foi sacrificado aproximadamente
uma ou duas horas antes da morte por leptospirose, ou seja, na fase agénica que
ocorreu 80 horas pos-infecgao.

O hamster moribundo foi sacrificado com vapores de éter sulfurico sendo
imediatamente colocado em decubito dorsal e o local (abdomen) desinfetado com uma
solucdo de alcool iodado.

A pele do animal foi aberta através de uma incis@o na linha mediana ventral, expondo-
se inicialmente a musculatura e posteriormente com outro bisturi, foi aberto a
musculatura na linha alba e as visceras abdominais foram expostas.

Com um novo conjunto de bisturi e pingas esterilizadas procedeu-se a colheita
asséptica de cerca de 1,0 grama de tecido hepatico e colocado numa placa de Petri
previamente pesada e esterilizada. A placa foi neste momento novamente pesada e
adicionou-se da mesma maneira quanto tecido hepatico foi necessario para obtengado
de uma grama, admitindo-se uma varia¢ao de 0,01 a 0,02 gramas.

O tecido hepatico pesado (1,0 g) foi transferido assepticamente da placa de Petri para
um almofariz. Adicionou-se nove mL de BSAD (Bovine Serum Albumin Diluent) e o
tecido foi homogeneizado gentilmente, evitando-se a formagdo de espuma. Esta

suspensao foi denominada dilui¢ao 1:10.
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f- Realizou-se uma série de dilui¢des a décima a partir da primeira, sendo que o BSAD
continuou sendo utilizado como diluente conforme o que segue abaixo:

1. O que foi acima descrito, ou seja, uma g de tecido ¢ 9.0 ml de diluente = 1:10 (10™).

2. 1.0 ml da dilui¢do 1:10 + 9.0 ml do diluente = 1:100 (107).

3. 1.0 ml da dilui¢do 1:100 + 9.0 ml do diluente = 1.1000 (107).

4. 1.0 ml da dilui¢do 1.1000 + 9.0 ml do diluente = 1:10.000 (10™).

5. 1.0 ml da diluicdo 1:10.000+ 9.0 m! do diluente = 1:100.000 ( 107).
Apo6s andlise em campo escuro com aumento de 400x entre lamina e laminula das varias
dilui¢des preparadas verificamos que a dilui¢do 107 era a que continha em média entre 10 a 20
leptospira por campo, conforme o desejado, a partir dai foi realizada a contagem utilizando-se a
Camara de Petroff, constatando-se a concentracao total de 12325 leptospiras por ml.

Fonte: UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE ANIMAL AND

PLANT HEALTH INSPECTION SERVICE, (1977).
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ANEXO B-CALCULO DO NUMERO DE LEPTOSPIRAS EM CAMARA DE

PETROFF — HAUSER

Numero de leptospiras contadas x dilui¢ao usada x 20.000 x 1000

Numero de pequenos quadrados contados
C=49,3x 0,001 x 20000 x 1000/80=12325 leptospiras/mL

ou 1,2 x 10* leptospiras/ml.
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ANEXO C-CALCULO DO DL 50 SEGUNDO REED & MUENCH(1938)

Tabela 34: Hamsters do grupo cinco que receberam inéculos em diluigdes crescentes
para calculo do DL50. Sdo Paulo, 2005

Titulo do N° de Mortos Vivos
inoculo animais Mortos Vivos acumulados acumulados Totais % de mortos
107 6 5 1 16 1 17 94,10
10 6 6 0 1 1 12 91,60
107 6 3 3 5 4 9 55,55
10 6 1 5 2 9 11 18,20
10° 6 1 5 1 14 15 6,60

DL 50=>50%-50+>50%- < 50%

DL 50= 55,55- 50+55,55 — 18,20

DL 50=5,55+37,35=0,148

1 DL 50 = 10>

O numero de DL 50 efetivamente empregado:
103852 = 1073 = 1070852

O anti log de 0,852 = 7,11, portanto os animais foram expostos a 7,11 DL 50
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ANEXO D-MEIO DE EMJH MODIFICADO

Preparo:

Reagentes

1) Solugao de L- asparagina a 3% SmL

2) Solugdo de cloreto de calcio e magnésio a 1% I mL
3) Solugao de piruvato de sodio a 1% I mL

4) Extrato de carne 0,25¢g

5) Peptona 0,30g

6) EMJH base 2,30g

7) Agua destilada 900 mL

8) Soro de coelho 150mL

Filtrar as solugdes 1, 2 e 3 em filtro milipore 0,451, separadamente.

Inativar o soro de coelho durante 1 hora a 56°C.

Retirar a base da autoclave, esperar a tingir a temperatura de 56°C e adicionar o soro de coelho e
as solucgoes.

" Ellinghausen, Mc Cullough, Jonhson e Harris-DIFCO (Detroit USA)



ANEXO E-SOLUCAO SALINA TAMPONADA DE SORENSEN

Preparo

Reagente 1
Solucao tamponada de Sorensen:

1) Fosfato de potassio monobasico 1,09¢
2) Fosfato de sodio 8,33¢g

3) Agua destilada 1000mL

pH final=7,6

Reagente 2
Solugdo salina tamponada de Sorensen:

1) Salina fisioldgica 0,85% 1.840 mL
2) Solucao tamponada de Sorensen 160 mL
pH final="7,5

Autoclavar a 120°C por 15 minutos.
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ANEXO F-MEIO DE FLETCHER BASE" (semi-sélido)

Preparo

Diluir 2,5 g em 920 ml de 4gua destilada ou deionizada. Autoclavar a 121-124°C por 15 minutos.
Deixar esfriar e quando a temperatura atingir 50°C juntar 8-10% de soro de coelho inativado,
misturar bem para homogeneizar o meio, distribuir assepticamente e inativar o meio total a 56°C
por 1 hora no dia do preparo. O pH deve estar entre 7,6 a 8,0.

Para prova de esterilidade o meio deve ser incubado a 37°C durante 24 horas e a temperatura

ambiente por mais 24 horas.

" DIFCO LABORATORIES (Detroit USA)





