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RESUMO

Hamsters (Mesocricetus auratus) sdo amplamente usados como modelo animal experimental para
0 estudo da leptospirose. Apesar disso, informacdes sobre 0s parametros bioquimicos da funcao
renal e hepatica em animais menores de 6 semanas, assim como as alterac6es sofridas nesses niveis
durante a infeccdo por leptospiras patogénicas, sdo escassas na literatura. Neste trabalho avaliamos
os niveis de bilirrubina total (BT), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CR) antes e depois
dainfeccdo por Leptospira interrogans. Em nosso estudo preliminar, descrevemos valores normais
para parametros ndo encontrados em bibliografia. Porém, ndo foi encontrada nenhuma diferenca
estatistica significativa entre os valores de BT, ALT e CR apresentados pelos grupos apos a
infeccdo.

Palavras-chave: hamsters, leptospirose, bioquimica, renal, hepatica.

ABSTRACT

Hamsters (Mesocricetus auratus) are widely used as an experimental animal model for the study
of leptospirosis. Despite this, information about the biochemical parameters of renal and liver
function in animals younger than 6 weeks, as well as changes in these levels during infection by
pathogenic leptospires, are insufficient in literature. In this work, we evaluated the levels of total
bilirubin (BT), alanine aminotransferase (ALT), and creatinine (CR) before and after Leptospira
interrogans infection. In our preliminary study, we described parameters not found in the
bibliography. However, no statistically significant difference was found between the values of BT,
ALT, and CR presented by the groups after infection.

Keywords: hamsters, leptospirosis, biochemistry, renal, hepatic.

1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana de distribuicdo mundial causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira [1]. Os humanos sdo considerados hospedeiros acidentais na
cadeia epidemioldgica da doenga, se infectando através do contato direto ou indireto com urina,
agua ou solo contaminado com a bacteria [2-3]. Ao penetrarem no organismo, as leptospiras se

disseminam pela corrente sanguinea, se dirigindo a 6rgdos como o figado, os pulmdes e 0s rins
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[4]. A lesdo priméria causada pela bactéria consiste em dano ao epitélio dos vasos sanguineos,
gerando isquemia localizada, necrose tubular renal, dano hepatocelular e pulmonar [5].

A ictericia € um sintoma comumente observado em pacientes com leptospirose. A causa
priméaria € o dano hepatocelular aliado a desorganizacdo na estrutura e funcionamento do figado
[1]. Essas lesGes podem gerar aumento nos niveis de bilirrubina no soro, enquanto as
aminotransferases frequentemente estdo normais. Um nivel elevado de bilirrubina sérica
acompanhado de niveis normais de aminotransferases costuma ser altamente sugestivo de
leptospirose. O comprometimento renal, por outro lado, costuma ser evidenciado pelo aumento
nos niveis seéricos de creatinina e ureia em outras espécies animais [6].

Em hamsters com idade variando entre 12 — 18 meses, os valores de referéncia para
bilirrubina total (BT), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CR) estdo bem estabelecidos
[7]. Por outro lado, dados descrevendo os niveis desses marcadores em animais recém-
desmamados, bem como as alteragdes sofridas durante a infeccdo experimental por leptospiras
patogénicas, sdo escassos na literatura. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi descrever e
analisar os niveis de BT, ALT e CR em hamsters vacinados e ndo vacinados, antes e depois da

infeccdo com Leptospira interrogans virulenta.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Hamsters (Mesocricetus auratus) fémeas com idade entre 4 e 5 semanas, pesando entre 90
e 115 gramas, foram distribuidos em dois grupos (n=6 animais por grupo). Os animais foram
mantidos em microisoladores e alojados em estantes ventiladas, com umidade e temperatura
controladas. O fornecimento de agua e alimento foi ad libitum. Apds o desafio, os animais foram
monitorados diariamente quanto ao comportamento e surgimento de sinais clinicos. Os animais
foram classificados como doentes quando apresentavam sinais clinicos e/ou perda de peso corporal
>10% [8] e eutanasiados no mesmo dia. Os animais sobreviventes foram eutanasiados no dia 21

apos o desafio.

2.2 CEPA DE LEPTOSPIRA, DESENHO EXPERIMENTAL E DESAFIO

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi utilizada neste
estudo. As bactérias foram cultivadas em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) e mantidas a 29°C em estufa bacterioldgica. Quando a cepa atingiu uma concentragéo de

108 bactérias/ml, foi diluida até a dose utilizada nos desafios. Os animais foram distribuidos em
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dois grupos: (1) inoculados com PBS estéril (placebo); e (I) vacinados com bacterina (108
bactérias inativadas). As prepara¢des foram administradas em duas doses com volume total de 300
ul, no musculo quadriceps, nos dias 0 (zero) e 14 (catorze). Os animais foram desafiados no dia
28 pela via intraperitoneal, com 1000 leptospiras da cepa Fiocruz L1-130, referente a 20 vezes a
DL50% [9].

2.3 AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas através de puncao do plexo venoso retro orbital, no
dia 0 (antes da vacina/placebo) e depois do desafio com Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 (no dia do 6bito ou no dia da eutanasia). Os soros foram obtidos
através da centrifugacdo do sangue a 3.000 rpm por um periodo de cinco minutos e enviados, sob
refrigeracdo, para o laboratorio onde as analises bioquimicas foram realizadas. Os niveis de

bilirrubina total (BT), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CR) foram avaliados.

2.4 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados com os conforme as diretrizes do CONCEA.
Este projeto esta cadastrado no COCEPE/UFPel e possui parecer favoravel para a execucao
(CEEA 5237).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas e os graficos de sobrevivéncia foram realizados no programa
GraphPad Prisma 7 for Windows versdo 7.02. O teste T de Student foi realizado para comparar 0s
resultados obtidos nos exames dos animais ap0s a infeccdo experimental. Valores de P<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 mostrou-se altamente
virulenta quando inoculada em hamsters pela via intraperitoneal. A inoculagdo das espiroquetas
patogénicas causou a morte de todos os animais do grupo | (inoculados com PBS estéril) entre 5 e
6 dias ap0s o desafio, enquanto os animais vacinados com bacterina sobreviveram até o final do
experimento. A avaliagcdo macroscopica dos orgaos durante a necropsia revelou areas distintas de

hemorragia na superficie dos pulmdes e congestdo do figado.
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Os testes laboratoriais de dosagem bioquimica, escolhidos para avaliar o figado dos
animais foram BT e ALT, enquanto que para avaliar a funcdo renal dos mesmos, a dosagem de
creatinina (CR) foi utilizada. Em humanos, o aumento da bilirrubina conjugada sugere ou lesao
hepatocelular ou lesdo colestatica. Os testes de funcionalidade do hepatocito incluem as
transaminases, sendo a ALT mais especifica do figado, enquanto a AST pode ser encontrada no
figado e em outros tecidos como o miocardio, musculoesquelético, rins e cérebro. O aumento das
transaminases indica lesdo hepatica. As enzimas hepaticas normais sugerem que a ictericia ndo é
devido a lesdo hepatica e do trato biliar. Na lesdo hepatocelular ocorre aumento de 8 a 10 vezes do
valor normal das transaminases. J& o teste de creatinina foi escolhido por ser usado na avalia¢éo
da funcdo dos rins, ela é um residuo produzido pela quebra de uma proteina chamada creatina
fosfato, o que pode indicar condi¢Ges como insuficiéncia renal, infec¢do nos rins [10].

Os valores de referéncia destes testes de bioquimica sérica para hamsters fémeas, com
idade entre 12 e 18 meses, séo descritos como: - Creatinina 0,3-0,6mg/dL; - Bilirrubina total 0,2-
0,4mg/dL; e - Alanina Aminotransferase (ALT) 19-43 UI/L [10]. Porém, valores de referéncia
para hamsters com idade menor que 12 meses ainda nao estdo bem estabelecidos. Dessa maneira,
0 primeiro intuito desse experimento consistiu na coleta de amostras dos animais antes que
qualquer intervencdo fosse realizada, obtendo os valores fisioldgicos para o grupo estudado.

No dia cinco (5) ap6s o desafio, dois animais do grupo | apresentaram sinais clinicos
compativeis com leptospirose e perda de peso acima do critério adotado (perda de peso >10%) e
foram eutanasiados. No sexto dia, todos 0s animais apresentaram-se doentes e também foram
eutanasiados. Os valores obtidos nas duas coletas podem ser visualizados na Tabela 1.

Um nivel elevado de bilirrubina sérica acompanhado de niveis normais de
aminotransferases costuma ser altamente sugestivo de leptospirose. O comprometimento renal,
por outro lado, costuma ser evidenciado pelo aumento nos niveis séricos de creatinina em outras
espécies animais [6]. Porém, em nosso estudo, apesar das evidéncias numéricas nas dosagens que
sustentam tais constatages, ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa (p<0,05) nos
niveis de BT, ALT e CR entre os hamsters que desenvolveram leptospirose aguda e fatal e os
hamsters sobreviventes vacinados com bacterina. 1sso pode ser explicado pelo curto periodo entre
o desafio e a morte dos animais, sugerindo que os principais danos ocasionados pela bactéria

ocorrem antes que possam ser detectados por analises bioquimicas.
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Tabela 1. Valores médios (+/-DP) dos niveis bioguimicos encontrados em hamsters fémeas com 4 a 5
semanas de idade, vacinados ou ndo, antes e apés o desafio.

Grupo | Grupo Il
Parametro (PBS) (Vacinados)
Dia 0 Dia do 6bito Dia0 Dia do 6bito
BT (mg/dL) 0,25 (0,10) 1,66 (1,25) 0,13 (0,05) 0,30 (0,12)
ALT (UI/L) 60,33 (7,37) 73,67 (21,7) 78,00 (22,8) 78,67 (27,06)
CR (mg/dL) 0,27 (0,06) 0,70 (0,58) 0,25 (0,03) 0,32 (0,06)

Em hamsters, os agravos gerados pela infeccéo por Leptospira nos rins e figado parecem
estar relacionados com o grande numero de bactérias e fatores citotoxicos presentes nos tecidos
[11]. Em outras espécies animais, como por exemplo, 0 que ocorre nos caninos, 0
comprometimento renal visualizado pela alteracdo nos niveis de creatinina, ocorre em
consequéncia da diminuicdo na perfusao renal e pela diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular
associadas a destruicdo das células do epitélio renal por toxinas e componentes da membrana das
leptospiras [12]. Durante o experimento, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
valores de CR apoés desafio para os animais do grupo | quando comparados aos do grupo II,
sugerindo que apesar da severidade do quadro clinico apresentando, alteracbes bioquimicas
significativas ainda ndo haviam se estabelecido.

De acordo com os resultados mostrados, podemos evidenciar uma contribui¢do importante
para o conhecimento cientifico em relacdo a alguns parametros bioquimicos normais de hamsters
com idade entre seis e onze semanas, estudados aqui através de BT, ALT e CR. Além disso,
demonstramos através deste experimento que a analise dos niveis de BT, ALT e CR em hamsters
vacinados e ndo vacinados, antes e depois da infeccdo com Leptospira interrogans virulenta,
poderdo ser utilizados em futuros experimentos. Porém, outros estudos devem ser realizados
durante o processo de infecgcdo, para demonstrarmos com maior clareza os picos e normalidade
dos analitos em questdo, e mais precisamente 0s niveis de alteracdo renal e hepatica durante a
infeccdo em animais experimentalmente infectados. Outros pardmetros sistémicos devem ser

também descritos a fim de servirem de referéncia para novos estudos.
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