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RESUMO

Leptospirose € uma zoonose que pode levar a graves complicagfes, como a sindrome de Weil
e a sindrome pulmonar hemorragica, porém 0S mecanismos patogénicos que levam ao
desenvolvimento das formas graves da doenca ainda sédo desconhecidos. Apds a penetracéo no
individuo, as leptospiras invadem a corrente sanguinea e se disseminam para 0s 6rgaos. Dessa
forma, a leptospirose apresenta caracteristicas semelhantes as da sepse, doenca que tem o
estresse oxidativo como um dos principais responsaveis pelo seu agravamento. Entretanto,
pouco se sabe sobre o envolvimento do estresse oxidativo na leptospirose. O presente estudo
teve como objetivo avaliar se a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os niveis
do antioxidante glutationa (GSH) estdo relacionados com as manifestagdes clinicas mais
graves de pacientes hospitalizados com leptospirose. A producdo de ROS e os niveis de GSH
foram avaliados nas amostras de sangue de doze pacientes e nove individuos saudaveis
através dos ensaios de quimioluminescéncia e de absorbancia, respectivamente. NOs
observamos que os niveis de ROS estavam aumentados (p=0.0012) e os de GSH diminuidos
(p=0.0002) nos pacientes quando comparados com os individuos saudaveis. Dentre 0s
pacientes, a diminuicdo de GSH estava correlacionada com a trombocitopenia (r=0.63) e com
elevados niveis de creatinina (r= -0.64), enquanto que a producdo de ROS estava fortemente
correlacionada com o0s niveis elevados de potassio sérico (r=0.8). A compreensdo da
importancia bioldgica de ROS e do GSH na leptospirose faz-se necessaria, pois uma
investigacdo mais detalhada pode levar ao desenvolvimento de terapias adjuvantes focadas no
estresse oxidativo.

Palavras-chave: Leptospirose; Leptospira; glutationa; espécies reativas de oxigénio;



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease that causes severe manifestations such as Weil’s disease
and pulmonary hemorrhage syndrome, however the underlying mechanisms that lead to the
development of severe forms are not clear. Leptospires penetrate through skin, reach the
bloodstream and disseminate to the organs. Thus, leptospirosis and sepsis have similar
characteristics. Although there is vast literature demonstrating that oxidative stress play an
important role in the severity of sepsis, none is known about it in leptospirosis. The aim of
this study was to evaluate whether reactive oxygen species (ROS) production and antioxidant
reduced glutathione (GSH) levels are related to complications in patients hospitalized with
leptospirosis. ROS production and GSH levels were measured in blood samples of twelve
patients and nine healthy controls using chemiluminescence and absorbance assays. We found
that ROS production was higher (p=0.0012) and GSH levels were lower (p=0.0002) in
leptospirosis patients compared with healthy individuals. Among patients, GSH depletion was
correlated with thrombocytopenia (r=0.63) and elevated serum creatinine (r= -0.64), while a
strong positive correlation was observed between ROS production and elevated serum
potassium (r=0.8). Additional investigation of the biological significance of ROS production
and GSH levels is warranted as they may guide the development of novel adjuvant therapies
for leptospirosis targeting oxidative stress.

Key words: Leptospirosis; Leptospira; gluthatione; reactive oxygen species
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1. INTRODUCAO
1.1. Leptospirose: aspectos gerais

A leptospirose é uma doenca infecciosa causada por bactérias do género Leptospira
que acomete animais domésticos, silvestres e 0 homem. E contraida através do contato direto
com a urina de animais infectados ou através de agua ou locais Umidos que estejam
contaminados com o microorganismo (Faine, 1994). Os ratos estdo entre os principais
transmissores, além de outros roedores, marsupiais, cdes e animais usados na pecuéria (Bharti
et al., 2003; Vinetz, Glass, Flexner, Mueller, & Kaslow, 1996). Esta zoonose tem importancia
global e ocorre tanto em paises em desenvolvimento, como em paises industrializados,
entretanto apresenta maior incidéncia em paises tropicais e afeta principalmente pessoas de
baixa renda, estando geralmente associada a locais que possuem saneamento basico precario,
como as favelas e zonas rurais (Bharti et al., 2003; McBride, Athanazio, Reis, & Ko, 2005;
Vinetz, 2001). Em locais endémicos, a quantidade de pessoas infectadas aumenta durante a
época de chuvas. Diversos surtos também ja foram registrados ap0s atividades recreativas em
rios e lagos e em locais onde ocorreram alagamentos (Vinetz, 2001). Algumas ocupacdes
oferecem maiores riscos de infec¢cdo, como trabalhadores de minas, esgoto e de plantagéo de
arroz, soldados, ordenhadores de vaca e pecuaristas que trabalham em contato com suinos e
bovinos (Faine, 1994).

Mais de 500.000 casos de leptospirose sdo notificados no mundo a cada ano, com
taxas de mortalidade acima de 10% (Ko, Goarant, & Picardeau, 2009). S6 no Brasil, mais de
10.000 casos de leptospirose grave sdo registrados anualmente (McBride et al., 2005). A
leptospirose era uma doenca tipicamente rural, mas devido ao crescimento das metropoles e a
migracao para as grandes cidades, a doenca tornou-se um grave problema urbano. A situacdo
pode tornar-se mais critica, pois estima-se que o numero de favelas dobre nos proximos vinte
e cinco anos (UN-habitat, 2003). Acredita-se que 0 numero de casos esteja subestimado, uma
vez que a doenca pode ser facilmente confundida com dengue ou outras doencas que
apresentem um quadro febril agudo (McBride et al., 2005; Vinetz, 2001).

A leptospirose geralmente apresenta-se com um espectro de sinais e sintomas variados
e inespecificos, como febre alta, dor de cabeca e mialgia, fatores que podem levar a
diagnostico incorreto na fase inicial da doenca devido a semelhangca com outras doengas como
dengue, gripe e hepatite. Aproximadamente 10% progridem para manifestagdes mais graves
como ictericia, insuficiéncia renal e hemorragias (Sindrome de Weil). A hemorragia pulmonar

é a forma mais letal da doenca e as taxas de mortalidade em individuos com esse quadro
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podem passar dos 50% (Dutta & Christopher, 2005; McBride et al., 2005; Spichler et al.,
2008).

As leptospiras penetram no organismo através de lesbes na pele ou através das
mucosas dos olhos, nasofaringea e rapidamente se disseminam pela corrente sanguinea e
estabelecem uma infeccdo sistémica. O periodo de incubacdo varia em média de 5 a 14 dias
até o aparecimento dos primeiros sintomas. O inicio dos sintomas estd diretamente
relacionado com o aparecimento de anticorpos aglutinantes e a eliminagéo das leptospiras se
da atraves da opsonizacdo e fagocitose das bactérias (Bharti et al., 2003; Ko et al., 2009;
Wang, Sullivan, Sullivan, & Mandell, 1984).

O dano vascular e endotelial é uma caracteristica da leptospirose grave gque causa 0
rompimento de vasos capilares, hemorragias e plaquetopenia. As lesdes primarias ocorrem no
endotélio de pequenos vasos, levando a isquemia localizada e causando necrose tubular renal,
danos hepatocelulares, meningites e miosites (Dutta & Christopher, 2005; Faine, 1999). A
cascata de coagulacdo encontra-se ativada durante a doencga, sendo que a Coagulacdo
Intravascular Disseminada (CID) é comumente encontrada em pacientes que apresentam as
manifestacdes mais graves (Ko et al., 2009). A trombocitopenia é uma caracteristica marcante
da leptospirose, entretanto observou-se, em modelos experimentais, que a diminui¢cdo do

namero de plaquetas ndo esta relacionada com a CID (Yang et al., 2006b).
1.2. Diagnostico e tratamento

A sorologia é o método mais usado para o diagnostico, sendo que o teste de
microaglutinacdo (MAT) é utilizado como padrdo devido a sua alta sensibilidade e
especificidade (Bharti et al., 2003). O critério de confirmacdo da MAT inclui a soroconverséo,
um aumento de quatro vezes ou mais nos titulos entre duas amostras coletadas com um
intervalo de 14 - 30 dias, ou com um titulo maior ou igual a 800 na primeira amostra
(Gouveia et al., 2008).

Uma vez diagnosticado, o paciente com leptospirose é primariamente tratado com
antibioticos. Entretanto, em infeccbes menos graves (que ndo requerem hospitalizagdo), a
maioria dos casos se resolve espontaneamente, sem a necessidade do uso de medicamentos.
Nos casos mais graves € necessaria a hospitalizacdo e a administracdo de antibiotico de
maneira intravenosa.

Ainda h& muita controvérsia sobre os beneficios do tratamento com antibidticos
devido a falta de evidéncias e de estudos clinicos randomizados que advoguem a favor do uso

desses medicamentos (Brett-Major & Coldren, 2012). Alguns estudos com pacientes tratados
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e ndo tratados mostram que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a
normalizacdo dos pardmetros bioquimicos, duracdo da doenca e mortalidade (Katz, Ansdell,
Effler, Middleton, & Sasaki, 2001; Vinetz, 2003). Outros apontam que o0 uso de antibidticos
diminui a duracdo da doenca (quando administrados precocemente) e reduz as taxas de
mortalidade dos casos mais graves (Katz et al., 2001; Watt et al., 1988).

Pacientes com leptospirose grave podem sofrer danos em diversos Orgdos e, até
mesmo, evoluirem para faléncia multipla de Orgdos. Nestes casos, alem do tratamento
convencional com antibidticos, faz-se necessario 0 uso de terapias adjuvantes, como dialise
(nos casos de insuficiéncia renal) e ventilagio mecénica (nos casos de comprometimento
respiratorio), além de constante monitoracdo cardiaca. Ainda assim, 0s pacientes podem
sofrer colapso cardiovascular e progredirem para um quadro de choque séptico, pois nem
sempre as terapias convencionais sdo suficientes. Alguns trabalhos na literatura mostram que
imunoglobulina intravenosa e corticoides podem ser utilizados quando o individuo néo
responde a terapia convencional (Dursun, Bostan, Artac, Varan, & Suleymanlar, 2007;
Shenoy, Nagar, Chowdhury, Bhalgat, & Juvale, 2006).

1.3. Patogenia

A patologia resultante da infeccdo por L. interrogans é causada, predominantemente,
pela ativacdo do sistema imune inato devido a disseminacdo das bactérias pela corrente
sanguinea, o que pode levar ao comprometimento renal e pulmonar (McBride et al., 2005;
Vinetz et al., 1996). Ainda néo se sabe quais fatores determinam a gravidade da doenca, mas
alguns estudos sugerem que as formas clinicas apresentadas pelos individuos infectados
dependem da cepa ou sorovar da Leptospira (Thaipadungpanit et al., 2007), do tamanho do
indculo (Ganoza et al., 2006), e da resposta imune do hospedeiro (caracteristicas como idade e
estado de saude do individuo enquadram-se nesse ultimo item) (Evangelista & Coburn, 2010;
Wagenaar et al., 2009a; Wagenaar et al., 2009b). Em modelos animais como hamsters e
cobaios, as alteracbes no figado e nos rins parecem estar relacionadas com a quantidade de
leptospiras e seus fatores citotoxicos, a exemplo do complexo glicolipoproteico (GLP)
(Diament, Brunialti, Romero, Kallas, & Salomao, 2002). Ja foi mostrado que a GLP de L.
interrogans inibe a atividade das bombas de sodio e potassio nas células tubulares renais de
coelhos e ativa mondcitos do sangue periférico (Younes-lbrahim et al., 1995). Entretanto,
poucas leptospiras sdo encontradas nos pulmdes de animais infectados que apresentam

hemorragia pulmonar (Bharti et al., 2003; Chagas-Junior et al., 2009). Esse fato reforca a
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ideia de que mecanismos patogénicos indiretos podem estar sendo causados pela resposta
imune do hospedeiro.

1.4. Resposta imune

Ainda ndo est4 bem esclarecido o papel da imunidade do hospedeiro na leptospirose
ou na patogénese da doenca. Estudos mostram que o lipopolissacarideo (LPS) presente na
membrana das leptospiras ativa linhagens de mondcitos humanos por um mecanismo
dependente do Toll-like receptor tipo 2 (TLR-2), diferentemente da resposta ao LPS de
bactérias gram-negativas, onde a resposta imunoldgica se da pela via do TLR-4 (Werts et al.,
2001). Nem o LPS de leptospiras viaveis, tampouco leptospiras mortas por aquecimento
foram capazes de ativar mondcitos humanos de linhagem pela via TLR-4. Ainda,
camundongos deficientes de TLR-2 ndo foram capazes de produzir as citocinas pro-
inflamatorias TNF o e IL-6 quando inoculados com LPS de leptospiras, sugerindo que essa
via de sinalizacdo é fundamental para que haja uma resposta efetiva contra essas bactérias
(Werts et al., 2001). Camundongos C57BL/6 knock out para TLR-4 e TLR-2 desenvolveram
a sindrome de Weil e sofreram colonizagdo massiva nos érgdos. Ainda assim, esses animais
apresentaram uma resposta inflamatoéria inesperada, independente dos TLRs, levantando a
hipbtese de que outras células (linfocitos T e B) e outros receptores (Nod-Like Receptors)
podem estar diretamente envolvidos na resposta imune (Chassin et al., 2009).

Estudos tém mostrado a participacdo das plaquetas na resposta imune. Ja foi
observado que as plaquetas expressam TLR-4 e séo recrutadas para os sitios inflamatorios,
podendo, ainda, interagir sinergicamente com os neutrofilos e estimular a producdo de ROS
nesses fagocitos (Andonegui et al., 2005; Clark et al., 2007; Semple & Freedman, 2010).
Sabe-se que presenca de lipopolissacarideo (LPS) na corrente sanguinea leva a diminuicdo do
numero de plaquetas circulantes (Zhang et al., 2009), porém 0s mecanismos que causam a

trombocitopenia na leptospirose ainda sdo pouco compreendidos (Nicodemo et al., 1997).
1.5. Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Os fagocitos profissionais, como mondcitos, macréfagos e neutréfilos, quando
ativados, utilizam Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ROS/RNS) para eliminar 0s
micro-organismos invasores. Superdxido (0,) e Oxido Nitrico (NO) sdo as principais
substancias microbicidas utilizadas pelas células do sistema imune inato e sdo produzidas

pelas enzimas Nicotinamina Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase (NADPH oxidase) e
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Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS), respectivamente (Babior, 1999; Knowles &
Moncada, 1994). Ja foi demonstrado que proteinas da membrana externa de leptospiras
estimulam a producdo da citocina pré-inflamatoria TNF-a, da proteina quimioatratora de
monocito (MCP-1) e a expressdo de iINOS em células tubulares renais de camundongos
através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (Yang et al., 2006a; Yang et al., 2000;
Yang et al., 2002). Outro estudo evidenciou que as proteinas da membrana externa de
Leptospiras patogénicas induziram o recrutamento do NF-kB para o nucleo e o subsequente
aumento da transcricdo dos genes de iINOS, TNF-a e MCP-1. O mesmo ndo ocorreu com
proteinas de leptospiras ndo patogénicas (Yang et al., 2000). A nefrite intersticial aguda
causada pela leptospira € caracterizada pelo infiltrado de células inflamatéria nos rins, dentre
elas, os mondcitos. A alta expressdo de iNOS pelas células tubulares renais e pelos mondcitos
gera uma alta producdo de oxido nitrico. O NO é importante para a oxigenacdo renal, pois
ajuda a prevenir lesdo por hipdxia, porém altas quantidades dessa substancia podem ser
altamente agressivas as células, uma vez que ela reage com o O, para formar peroxinitrito
(ONOOQ) (Cerqueira, Athanazio, Spichler, & Seguro, 2008; Halliwell, 2006). O peroxinitrito
€ um poderoso oxidante que pode causar danos a diversas biomoléculas e organelas, como
proteinas, glutationa (GSH), mitocdndrias e DNA (Halliwell & Whiteman, 2004).

O superdxido, em condicdes normais, é prontamente dismutado pela enzima
superoxido dismutase (SOD) em perédxido de hidrogénio (H,0,). A SOD, normalmente, é
encontrada em concentracdes micromolares no plasma e é caracterizada por ser o maior
captador de O, no organismo. O NO, por sua vez, esta presente no endotélio em
concentragfes que variam entre 5 e 10 nanomoles, ndo competindo efetivamente pela
molécula de O,". Porém, quando a concentracdo de NO chega ao nivel de micromoles, essa
molécula compete diretamente pelo O, chegando a reagir quase seis vezes mais rapido do
que a SOD, em condicGes fisiologicas (Beckman & Koppenol, 1996; Pacher, Beckman, &
Liaudet, 2007). O NO é a unica molécula conhecida que, em condi¢bes patologicas, €
produzida em niveis suficientemente elevados a ponto de competir diretamente com a SOD
pelo O, (Beckman & Koppenol, 1996). Os mecanismos de lesdo associados a producgédo de
NO devem-se majoritariamente a producdo de ONOO™ (Beckman & Koppenol, 1996). O
papel do NO na inflamacéo esta bem descrito (Pacher et al., 2007).
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Figura 1: Formacéao de peroxinitrito na inflamacao.

O mecanismo ¢é iniciado por um estimulo (LPS, GLP etc.) e culmina no aumento de producéo
de citocinas e quimiocinas. Em seguida, células inflamatorias e enzimas como iNOS, NADPH
oxidase e xantina oxidase (XO) sdo ativadas, resultando na liberacéo de grandes quantidades
de NO e O,. O oOxido nitrico prontamente reage com o superdxido e forma peroxinitrito.
Danos a mitocondria e ao DNA levam a célula a entrar em apoptose e/ou necrose. O proprio
ONOO' ainda participa nas vias de regulacdo do sinal pro-inflamatério, fazendo com que
ocorra a amplificacéo desse sinal.

Camundongos knock out para iNOS foram infectados com L.interrogans sorovar
copenhageni e observou-se que 0s animais tiveram uma reducdo significativa no
desenvolvimento da nefrite intersticial aguda, quando comparado com tipos selvagens
(Bandeira et al., 2011).

A producgéo de NO no plasma de pacientes com leptospirose grave foi estudada pelo
Nosso grupo, que observou a elevacdo significativa dessa substancia, chegando a atingir niveis
cinco vezes mais elevados em pessoas infectadas quando comparado com individuos
saudaveis (Maciel et al., 2006). Ainda nesse estudo, observou-se uma correlagdo positiva

entre os niveis de NO e creatinina sérica, sugerindo envolvimento do Oxido nitrico na
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imunopatogénese da insuficiéncia renal. Outros estudos também encontraram niveis
significativamente mais elevados de NO (Kalugalage et al., 2013) e de nitrito (um dos
subprodutos do 6xido nitrico) (Gunaratna et al., 2012) no soro de pacientes com leptospirose.
Kalugalage e colaboradores corrigiram os valores de NO em funcdo dos valores de creatinina
e sugeriram que a utilizacdo desse método poderia servir como biomarcador de gravidade da
doenca (Kalugalage et al., 2013). Marangoni e colaboladores demonstraram que células de
Kupffer produzem ROS quando incubadas com leptospiras, mesmo quando as bactérias ndo
sdo previamente opsonizadas. Mesmo ap0s a opsonizagdo, ndo houve aumento na producéo
de ROS. Além disso, Através da técnica de Western blotting observou-se a expressdo da
INOS, que foi detectada duas horas ap06s a incubacdo com as leptospiras, atingindo seu pico
em apos 6 horas e permanecendo evidente até 22 horas apos a incubacdo (Marangoni et al.,
2006).

1.6. Glutationa

Para impedir a acdo das diversas Espécies Reativas (RS), o organismo dispGe de uma
variedade de antioxidantes. A glutationa (GSH) é o antioxidante mais abundante nas células
animais (Wu, Fang, Yang, Lupton, & Turner, 2004). E um tripeptideo formado por glicina,
cisteina e &cido glutamico e esta presente em todos os tecidos do organismo. O GSH possui
um grupamento sufidril que funciona como um doador de elétrons que permite que radicais
livres e ROS/RNS sejam neutralizados. Uma vez oxidada, a glutationa (GSSG) € reciclada na
presenca da enzima Glutationa Redutase e do NADPH e volta a seu estado reduzido. Quando
a quantidade de oxidagdes supera a velocidade de reciclagem da enzima Glutationa redutase,
a célula passa a transportar o0 GSSG para fora, uma vez que ela ndo tolera o acimulo dessa
substancia. Dessa maneira, um ambiente altamente oxidante pode agir como um depletor de
GSH, diminuindo a quantidade de GSH na celula e aumentando a quantidade de GSSG no
plasma (Griffith, 1999).
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Figura 2: Oxidacdo e reciclagem do GSH.

Apoés ser oxidado diretamente por uma RS ou enzimaticamente através da enzima GSH
peroxidase, 0 GSH ¢ reciclado pela Glutatione Redutase na presenca do doador de elétrons
NADPH.

1.7. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado pela perda do equilibrio redox da célula, onde a
quantidade de oxidantes supera a capacidade antioxidante (Jones, 2008). Como consequéncia,
moléculas importantes como lipidios de membrana, enzimas e DNA sofrem oxidacoes,
alteram as suas estruturas e perdem a funcionalidade. O dano causado pelas ROS as
biomoléculas é o que caracteriza o dano oxidativo (Halliwell & Whiteman, 2004). Ja se sabe
que o estresse oxidativo e 0 dano oxidativo estdo envolvidos na imunopatogénese de doengas
como cancer, doencas inflamatérias do intestino (doenca de Crohn, colite ulcerosa),
Alzheimer, sepse, artrite reumatoide, aterosclerose, dentre outras (Halliwell, 2012; Pacher et
al., 2007). Em algumas delas, as RS sdo a causa, em outras sdo consequéncias que acabam

agravando o quadro clinico.



21

Metabolismo do Peroxiredoxinas
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Figura 3: Fontes de oxidantes e antioxidantes no corpo humano.
Imagem adaptada de (Halliwell, 2011), mostrando a relagéo entre oxidantes e antioxidantes
no organismo.

Alguns trabalhos utilizam Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitrico (TBARS) como
parametro para avaliar os niveis e peroxidacdo lipidica em cultura de células ou no soro de
animais. Ja foi mostrado que animais infectados com Leptospira interrogans possuem altos
niveis de TBARS. Hamsters tratados com N-acetilcisteina (NAC) (um tipo de antioxidante)
mostraram uma diminuicdo significativa nos niveis de TBARS (Spichler et al., 2007); Ratos
Wistar infectados com leptospiras de diferentes sorogrupos foram avaliados quanto aos niveis
de TBARS e das enzimas antioxidantes SOD e catalase, nos diferentes érgaos do corpo. O
nivel das variaveis estudadas oscilou bastante entre os diferentes 6rgaos e grupos, no entanto
100% dos animais apresentaram niveis significativamente maiores de peroxidacao lipidica nas
células epiteliais do tabulo renal, quando comparados com o grupo controle (Tonin et al.,
2011); Um estudo com gados infectados mostrou o aumento dos niveis de NO e
Malondialdeido (outro subproduto de peroxidacdo lipidica). Ainda nesse estudo, foram

detectados niveis significativamente mais baixos de glutationa (GSH) nos eritrocitos dos
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animais, fato que sugere a presenca de estresse oxidativo na leptospirose, pois a deplecéo de
GSH pode estar diretamente relacionada com o aumento substancias oxidantes no sangue
(Erdogan et al., 2008). Um recente estudo avaliou o efeito do dano oxidativo por acdo do
H.0, sobre a viabilidade de leptospiras e foi observado que a espécie de leptospira patogénica
que expressa a catalase KatE é resistente ao dano oxidativo. Além disso, hamsters infectados
com a cepa mutante inativada para KatE desenvolveram uma infeccéo leve, evidenciando que
KatE é um fator de viruléncia extremamente necessario para que essas bactérias consigam

estabelecer infeccdo (Eshghi et al., 2012).
1.8. Morfologia dos eritrécitos

O eritrdcito é constantemente submetido a oxidacdo, devido a seu papel biolégico de
transporte de oxigénio, mas a sua capacidade antioxidante supera em 250 vezes a capacidade
oxidante do meio em que se encontra (Cimen, 2008). Ainda assim, estas células podem sofrer
danos em sua membrana plasmatica nas situacdes em que estresse oxidativo esta presente,
como ocorre em algumas patologias. Como consequéncia, 0 eritrocito sofre diversas
alteracdes por conta das iniUmeras peroxidacgdes lipidicas, como influxo de calcio, ativacdo
dos canais de potéassio e cloro, encolhimento celular, alteracfes de morfologia, deplecdo de
GSH e exposicédo da fosfatidilserina para o folheto extrerno da membrana (Féller, Huber, &
Lang, 2008; Lang et al., 2008). Ja foi mostrado que, nas situacbes em que a hemécia ndo
consegue reciclar o GSH de forma eficiente a ponto de conter a oxidacdo, ela passa a sofrer
alteracbes em sua morfologia devido as peroxidacgdes lipidicas (Masaaki, Masatoshi, Koichi,
& Keisuke, 1994). A diminuicdo de GSH em eritrocitos ja foi observado em sepse (Nemeth &
Boda, 2001), cancer, doencgas neurodegenerativas, insuficiéncia renal crénica, dentre outras
(Alhamdani, 2005; Ceballos-Picot et al., 1996; Durak, Akyol, Basesme, Canbolat, & Kavutcu,
1994).
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2. HIPOTESE

O desequilibrio redox esta relacionado com as alteracfes patofisioldgicas observadas

na leptospirose grave.
3. OBJETIVOS
3.1. GERAL
Estudar o estresse oxidativo na leptospirose grave.
3.2. ESPECIFICOS

1. Avaliar a producdo de ROS no sangue periférico de pacientes com leptospirose
grave

2. Quantificar os niveis de GSH nos eritrocitos dos pacientes com leptospirose grave.

3. Correlacionar os niveis de ROS e GSH com os parametros bioquimicos
(creatinina, potassio sérico, ureia TGO e TGP) dos pacientes.

4. Correlacionar os niveis de ROS e GSH com a quantidade de plaquetas dos

pacientes.
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4. JUSTIFICATIVA

Para entender quais fatores levam ao aparecimento da forma mais grave da
leptospirose, os pesquisadores vém trabalhando em trés frentes distintas: estudos sobre o
genoma das leptospiras, a fim de identificar genes que possam estar relacionados com o
desenvolvimento da Sindrome de Weil nos pacientes; ecologia e meio ambiente, visando
entender as vias de penetracdo no individuo e a relagdo entre o indculo e a gravidade da
doenca; e resposta imune do hospedeiro, buscando entender a interacdo das células de defesa
com a bactéria. O presente estudo foca nesse terceiro ponto. Leptospirose e sepse se
assemelham em diversos aspectos, pois ambas as doencas sdo caracterizadas pela
disseminacéo de bactérias atraves da corrente sanguinea até os 6rgaos, além de sinais clinicos
como trombocitopenia, anemia, hemorragias e ictericia. Existe uma vasta literatura
descrevendo o papel do estresse oxidativo na sepse e sua importancia biolégica na
imunopatogénese da doenca (Halliwell, 2012; Pacher et al., 2007), contudo, pouco se sabe
sobre o envolvimento das ROS na leptospirose. Desse modo, faz-se necessario a elaboracédo
de estudos nessa area a fim de elucidar qual a real participacdo desses compostos na
patogénese da doenca, uma vez que uma maior compreensdo dos mecanismos patogénicos

proporcionara a utilizacdo de novas estratégias terapéuticas.
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5. METODOLOGIA

Através de um estudo de vigilancia foram coletadas trinta amostras de sangue em
tubos EDTA de pacientes com suspeita clinica de leptospirose nos periodos compreendidos
entre Maio de 2011 e Janeiro de 2013. Todas as coletas foram realizadas no Hospital Couto
Maia (HCM).

5.1. PACIENTES

Os pacientes diagnosticados com leptospirose foram estratificados em dois grupos,
baseado em parametros laboratoriais e clinicos: Pacientes sem insuficiéncia renal (Non-ARF),
caracterizados por niveis normais de creatinina sérica e pacientes com Insuficiéncia Renal
(ARF) caracterizados pela presenga de oliguria e niveis elevados de creatinina sérica (acima de
1.5 mg/dL).

5.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes diagnosticados com leptospirose através dos exames de microaglutinacdo
(MAT), Ensaio por Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (ELISA) (Bio-Manguinhos, Rio de

Janeiro, Brasil), ou por hemocultura.
5.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO
Pacientes com o diagnostico negativo para leptospirose.
5.4, COMITE DE ETICA

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz-
BA), Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), Comités de Etica do Hospital
Couto Maia e Universidade de Yale. A utilizacdo das amostras foram autorizadas pelos
proprios pacientes ou pelo responsavel legal através da assinatura do “Termo de

consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE).
5.5. DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE

O critério de confirmacdo da MAT é através da soroconversdo, um aumento de quatro
vezes ou mais nos titulos entre duas amostras coletadas com um intervalo de 14 - 30 dias ou
um titulo >1:800 (Ko, Galvao Reis, Ribeiro Dourado, Johnson, & Riley, 1999). O painel da

MAT inclui 10 sorogrupos de referéncia e um isolado local (Leptospira interrogans serovar
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Copenhageni strain Fiocruz L1-130). Esse painel identifica as cepas mais fregentes, das quais

90% sdo L. interrogans sorovar Copenhageni (Ko et al., 1999).
5.6. EXAMES LABORATORIAIS

Todos os exames laboratoriais foram realizados no Hospital Couto Maia. As analises
bioguimicas (alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia,
creatinina, potassio e hemograma) foram realizados nos equipamentos Siemens Dimension
RL, Prodimol SelectlON Plus e os hemogramas no equipamento ABX PENTRA 80, de

acordo com as instrucoes dos fabricantes.
5.7. REVISAO DE PRONTUARIOS

Os dados clinicos relacionados a apresentacdo e ao desfecho da doenca foram
coletados através da revisdo de prontuario dos pacientes e posteriormente inseridos no
software Epilnfo.

5.8. AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue (2ml) dos pacientes foram coletadas em tubos vacuntainer
EDTA (Becton Dickinson Vacutainer system San Jose, CA, USA) e trasnportadas do Hospital
Couto Maia para 0 LPBM em caixas térmicas refrigeradas com ice packs e conservadas por 1
hora e 30 minutos antes do inicio dos experimentos. As amostras dos individuos saudaveis
foram coletadas no préprio LPBM e foram mantidas em ice packs pelo mesmo periodo de

tempo antes do inicio dos experimentos.
5.9. QUANTIFICACAO DE ROS EM SANGUE TOTAL

Cinquenta microlitros de sangue total foi adicionado a placas de Petri de 35X10mm e
diluido em 0,5ml de solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) (Gibco Invitrogen Auckland
NZ)) contendo 6mmol de KCI e 6mm de MgCl,. Em seguida, a placa contendo a amostras foi
incubada dentro do luminémetro, a 37° C, ao passo que a leitura basal de fotons foi iniciada.
Apos 200 segundos de leitura inicial, 55ul de L-012 (Wako Pure Chemical Industries, Osaka,
Japan) foi adicionado a placa, dando-se a continuacgdo da leitura por mais 17 minutos, ou até a
amostra atingir um platé de fotons emitidos e comecar a decrescer. A producdo de ROS no
sangue total foi avaliada através de quimioluminescéncia. Para tal, utilizamos a substancia L-
012, que € um emissor secundario de elétrons derivado do luminol e que reage com diversas

espécies reativas de oxigénio como superoxido, peroxinitrito, &cido hipocloroso e radical
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hidroxila (Imada et al., 1999). Para deteccdo da luz emitida, foi utilizado um contador de
fétons de alta sensibilidade, dotado de um tubo fotomultiplicador constituido de uma
superficie de galio, e que obtém uma resposta acima de 10% da eficiéncia quéantica nos

comprimentos de onda 200-900nm (Noronha-Dutra, Epperlein, & Woolf, 1993).
5.10. QUANTIFICACAO DE GLUTATIONA (GSH)

A glutationa total foi medida nos eritrocitos através do Glutathione Assay Kit (Sigma,
CS0260). O kit se baseia numa reacéo cinética na qual o GSH causa uma reducéo continua do
Acido 2,2'-dinitro-5,5'-ditiodibenzoico (DTNB), formando um composto de cor amarela, o
TNB, e glutationa na forma oxidada, 0 GSSG. O GSSG é reciclado na presenga da enzima
Glutationa Redutase e do doador de elétrons NADPH, volta para a sua forma reduzida (GSH)
e reinicia o ciclo. Dessa maneira, a quantidade de GSH na amostra é diretamente proporcional
a intensidade da cor amarela, que ¢ medida no espectrofotbmetro em um comprimento de
onda de 412nm. Todos 0s passos abaixo foram feitos de acordo com o protocolo do kit.

Inicialmente, o sangue foi transferido para tubos de 1,5ml e centrifugado a 600 x g por
10 minutos a fim de separar os eritrocitos do plasma. Em seguida, 50ul de eritrocitos foi
estocado a -70° C até o dia do experimento.

No dia determinado, 50ul de hemécias foram desproteinizadas com 50ul de solucéao de
acido sulfosalicilico a 5% (dissolvido em &gua ultra pura), agitadas vigorosamente por 1
minuto e armazenadas em 2-8° C por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos em temperatura ambiente, a fim de separar o
sobrenadante do precipitado. Apo6s a centrifugacdo, 10ul do sobrenadante foi pipetado e
diluido 10 vezes para que os valores de GSH se mantivessem dentro da curva de deteccéo,
uma vez que o maior ponto da curva tem a concentracdo de 50M e 0 menor ponto 3.125uM.
A curva foi feita em diluicdo seriada, diluindo-se concentracGes conhecidas de GSH em
Acido sulfosalicilico a 5%. Em seguida, as amostras (ja desproteinizadas) foram transferidas
para a placa de 96 pocos, pipetando-se o volume de 10ul por poco e fazendo cada amostra em
triplicata.

Diversas solucdes foram preparadas para a dosagem de GSH total. Todas as
substancias citadas abaixo foram dissolvidas em agua ultrapura, exceto o DTNB que foi
dissolvido em DMSO (472301, Sigma-Aldrich). As solucbes estoque foram diluidas em
tampdo fosfato de potassio (100mM, pH 7.0) contendo EDTA (1ImM) e DTNB. O DTNB foi

preparado na concentragéo de trabalho ideal para o experimento.


http://it.wikipedia.org/wiki/Acido_2,2'-dinitro-5,5'-ditiodibenzoico
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Inicialmente, uma solucéo foi preparada misturando-se as seguintes substancias: 8 ml
de tampéo fosfato de potassio (1L00mM, pH 7.0) contendo EDTA (1mM), 228ul da enzima
glutationa redutase (6 unidades/ml) e 228ul de DTNB (1,5 mg/ml). Em seguida, 150ul da
solugdo foram adicionados com uma pipeta multicanal em cada poco (ja contendo 10ul das
amostras desproteinizadas) e, imediatamente, incubou-se a placa por 5 min em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Por fim, com uma pipeta multicanal, adicionou-se 50ul de
NADPH (40 mg/ml) em cada pogo e imediatamente iniciou-se a leitura da placa no
espectrofotbmetro.

A glutationa total das amostras foi medida por leitura cinética durante 5 min, com
intervalos de 1 min, em um comprimento de onda de 412nm. O espectrofotdmetro utilizado

foi o Spectramax M5 (Molecular Devices Corporation, CA).
5.11. ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram feitas no software GraphPad 6 (Graph Pad, CA, USA).
A distribuicdo de dados mostrou-se ndo Gaussiana. As comparages feitas entre dois grupos
experimentais foram feitas pelo teste de Mann-Whitney. As analises de correlacdo foram
feitas pelo teste de Spearman. As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes
quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS
MANUSCRITO

Alan M. Araljo, Eliana A. G. Reis, Daniel A. Athanazio, Guilherme S. Ribeiro, José e.
Hagan, Guilherme C. Araujo, Alcineia O. Damido, Nicolli S. Couto, Albert I. Ko, alberto
Noronha-Dutra, Mitermayer G. Reis. Oxidative Stress Markers Correlate With Renal
Dysfunction And Thrombocytopenia In Severe Leptospirosis. Am. J. Trop. Med. Hyg., 90(4),
2014, pp. 719-723 doi:10.4269/ajtmh.13-0667.

Neste trabalho, avaliou-se a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e os
niveis de Glutationa (GSH) no sangue total e nas hemacias, respectivamente, de doze
pacientes com leptospirose grave. Os niveis de ROS e GSH dos pacientes foram comparados
com o0s niveis encontrados em individuos saudaveis. Ainda, foram feitas andlises de

correlacdo com algumas alteracGes bioquimicas e hematoldgicas caracteristicas da doenca.
Conclusé@o do manuscrito:

Em conclusdo, n6s mostramos que 0 estresse oxidativo esta presente na leptospirose
grave e pode ter um papel fundamental no agravamento da doenca, porém mais estudos sdo
necessarios para que se possa determinar com precisdo qual a relacdo entre a producédo
excessiva de ROS e as alteracBes fisioldgicas caracteristicas da leptospirose, como a

trombocitopenia e a insuficiéncia renal.
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Abstract.

Leptospirosis is a zoonotic disease that causes severe manifestations such as Weil’s disease and pulmonary

hemorrhage syndrome. The aim of this study was to evaluate whether reactive oxygen species (ROS) production and
antioxidant reduced glutathione (GSH) levels are related to complications in patients hospitalized with leptospirosis.
The ROS production and GSH levels were measured in blood samples of 12 patients and nine healthy controls using
chemiluminescence and absorbance assays. We found that ROS production was higher and GSH levels were lower
in leptospirosis patients compared with healthy individuals. Among patients, GSH depletion was correlated with throm-
bocytopenia and elevated serum creatinine, whereas a strong positive correlation was observed between ROS production
and elevated serum potassium. Additional investigation of the biological significance of ROS production and GSH levels
is warranted as they may guide the development of novel adjuvant therapies for leptospirosis targeting oxidative stress.

INTRODUCTION

Leptospirosis is a widespread zoonosis caused by pathogenic
leptospires. The disease occurs in different settings including
rural and/or occupational settings, large urban areas with poor
sanitation, and recreational exposure.! Human infections are
mostly asymptomatic or manifest as a mild febrile illness that is
clinically indistinguishable from disease caused by other infec-
tious agents. On the other hand, 5-10% of human infections
will evolve to severe forms, such as Weil’s disease, character-
ized by acute renal failure (ARF), hemorrhage, and jaundice
with 5-30% related case fatality, and severe pulmonary hem-
orrhagic syndrome, with > 50% related case fatality.””

Additional tools for the treatment of severe forms are
urgently needed because a major issue in the management of
patients is the limited effect of antibiotics when initiated late
in the course of the disease.* The pathophysiology of the
serious life-threatening complications of leptospirosis, such
as ARF, thrombocytopenia, and pulmonary hemorrhages,
are poorly understood.>” The comprehension of underlying
disease mechanisms is a critical step for the development
of adjuvant and supportive therapies that may improve
leptospirosis outcomes.

The association between markers of oxidative stress and
target organ dysfunction in clinical leptospirosis has not been
investigated. It is well established that Leptospira membrane
components may enhance expression of pro-inflammatory
markers from renal tubular cells in vitro, including inducible
nitric oxide synthase.®'® We have previously reported a pos-
itive correlation between serum levels of nitric oxide and
serum creatinine levels in patients with severe leptospirosis.!!
Only a single study has previously investigated the effect of
N-acetylcysteine (NAC) as an adjuvant antioxidant therapy,
using a hamster model treated with antibiotics (ampicillin) late
in the course of infection. The study found that the adjuvant
antioxidant therapy did not reduce the level of leptospiral

* Address correspondence to Mitermayer Galvao Reis, Oswaldo Cruz
Foundation, Rua Waldemar Falcao, 121, Candeal — Salvador/BA
CEP: 40296-710. E-mail: miter@bahia.fiocruz.br
+ These authors contributed equally to this work.
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antigens or increase the expression of renal tubule trans-
porters in the experimental model.'? In other infectious dis-
eases, and notably in sepsis, reactive oxygen species (ROS)
production and antioxidant depletion are associated with
tissue damage and disease severity.'*'® Severe leptospirosis
has clinical features similar to sepsis syndromes from other
Gram-negative organisms, such as a systemic inflammatory
response”!’ and hemodynamic changes (combined high
cardiac index/low systemic vascular resistance).”’ In this
study, we evaluated whether ROS production and antiox-
idant depletion are related to clinical complications in
severe leptospirosis.

MATERIALS AND METHODS

Patients. Between May 11 and May 31, 2011, we performed
active hospital-based surveillance for severe leptospirosis in
the state reference hospital for infectious diseases in Salvador,
Brazil. A total of 18 patients met clinical criteria for suspected
leptospirosis, and 12 patients with laboratory-confirmed lep-
tospirosis were included in this study. Clinical data related to
disease presentation and clinical outcome were extracted by
review of patient records using a standardized questionnaire
and entered into a database. The primary outcome of interest
was ARF on admission, defined as serum creatinine concen-
tration above 1.5 mg/dL. Subjects were grouped based on
clinical status: subjects who developed ARF (N = 7), and
those who did not (N = 5). Blood samples were collected in
2 mL Vacutainer tubes with EDTA (Becton Dickinson
Vacutainer System San Jose, CA) at hospital admission for
ROS and glutathione (GSH) analysis and 14-30 days later for
laboratory confirmation of leptospirosis. An additional tube
of 8 mL without anticoagulant was collected for biochemical
analysis (alanine aminotransferase, aspartate aminotransfer-
ase, urea, and creatinine) at hospital admission. Healthy,
leptospirosis-negative individuals (N = 9) from our laboratory
were included as control subjects.

Ethical approval. The study was approved by the Ethics
Committee of the Oswaldo Cruz Foundation, Salvador,
Bahia, Brazil; the Ethics Committee of the Brazilian National
Research (CONEP) and the ethics review committees at
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Hospital Couto Maia and Yale University. Written informed
consent was obtained from all participants.

Laboratory diagnosis. Laboratory confirmation of lepto-
spirosis was made by the microscopic agglutination test
(MAT), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Molec-
ular Devices Corporation, CA) (Bio-Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brazil), or blood culture. The MAT confirmation
criteria included seroconversion or a 4-fold rise in titer between
acute and convalescent sera obtained on the day of hospital
admission and after 14-30 days of convalescence, or a single
titer of >1:800.%' The MAT panel included 10 reference strains
and a local isolate.

Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz
L1-130, representing nine serovars and nine serogroups. This
panel effectively identifies most locally circulating Leptospira,
90% of which are L. interrogans serovar Copenhageni.*!

Assay for ROS detection in peripheral blood samples.
Reactive oxygen species were evaluated in venous blood from
severe leptospirosis patients and normal healthy individuals
within 60 minutes after sample collection. The ROS were
determined as described previously.?* Briefly, the blood sam-
ples (50 uL) were incubated in 0.5 mL Ca?*, Mg>*-free Hank’s
balanced salt solution (HBSS) (Invitrogen, Auckland, NZ) con-
taining 6 mmol/L KCl, and 6 mmol/L. MgClI2 in the presence of
90 pmol/L L-012 (Sigma, St. Louis, MO). After incubation for
3 min at 37°C, chemiluminescence intensity was recorded
continuously for 20 min using the Photon Counter®; the
ROS production was evaluated by the maximal chemilumi-
nescence intensity.

Determination of total glutathione. Total glutathione
(GSH + glutathione disulfide) levels were measured in red
blood cells (RBCs) using the Glutathione Assay kit (Sigma
CS0260) and following the manufacturer’s instructions.
Peripheral blood samples were collected in EDTA tubes, ali-
quots of 50 uL of erythrocytes were washed in HBSS, and the
samples were centrifuged at 600 x g for 1 min (4°C), and then

stored at —70°C until use. To perform the assay, erythrocytes
were deproteinated in 5% S-sulfosalicylic acid, and centri-
fuged at 10.000 x g for 10 min at 25°C. The supernatant was
collected and used for spectrophotometric analysis at 412 nm
in a UV Sofmax automated plate reader. Each assay was
performed in triplicate. The GSH levels were normalized as
a ratio of total GSH per 1,000,000 RBCs.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed
using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA) and Epi Info 3.5.4 software (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA). Clinical characteristics
between patients with and without ARF were compared using
Fisher’s exact test or Mann-Whitney/Wilcoxon test for qualita-
tive and quantitative data, respectively. As the ROS and GSH
data were not normally distributed, they were plotted using
box and whiskers plots, and statistical differences between
groups were determined using Mann-Whitney-Wilcoxon test.
Correlation analysis was performed using Spearman’s test.
Differences were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Patient characteristics. The age range and sex distribution
for patients with ARF, patients without ARF, and for the
control group were 24-51 years (100% male), 17-61 years
(80% male), and 21-39 years, (56% male), respectively
(Table 1). Clinical characteristics of inpatients with and
without ARF were similar, with the exception of elevated
serum creatinine and urea in patients with ARF (P < 0.05).
(Table 1). The median days of symptoms at hospital admission
was 6 (range: 5-10) days for patients with ARF compared with
4 (range: 1-15) days for patients without ARF. All patients
survived. Patients with ARF had a higher frequency of oliguria
(43% versus 20%), lower hematocrits (median of 27.9%
versus 37.4%), and fewer platelets (median of 53,000/uL
versus 142,000) at initial presentation, when compared with

TaBLE 1

Characteristics of studied patients*

Patients without

Characteristics

Total patients
(N=12)

Patients with ARF
(N=07)

acute ARF
(N =05)

Demographics

Age

Male gender
Clinical presentation

Days of symptoms before presentation

Jaundice

Oliguria

Serum creatinine (mg/dL)*{
Urea (mg/dL)*t
Potassium (mEq/L)
AST (U/L)

ALT (U/L)

Total WBC (x 1,000/uL)
Hematocrit
Hemoglobin

Platelets ( x 1,000)

Clinical course and outcomes
Treatment with antibiotics
Hemodialysis
Intensive care unit admission

before admission

Severe pulmonary hemorrhage syndrome

40.5 (17.0-61.0)
11 (91.7)

5.5 (1.0-15.0)
11 (91.7)
4(333)
1.6 (0.5-6.2)
57.0 (30.0-290.0)
3.6 (2.8-4.9)
122.5 (30.0-567.0)
69.0 (31.0-238.0)
13.3 (7.3-212)
373 (22.5-46.7)
11.7 (7.0-14.8)
89.5 (10.0-549.0)

0(0.0)

3(25.0)
2(16.7)
4(333)

Median (min-max) or N (%)

38.0 (24.0-51.0)
7 (100.0)

6.0 (5.0-10.0)
7 (100.0)
3 (42.9)
2.1 (1.6-6.2)
76.0 (57.0-290.0)
32(2.8-4.9)
167.0 (50.0-567.0)
73.0 (31.0-238.0)
16.0 (7.3-21.2)
27.9 (22.5-46.7)
10.7 (7.0-14.8)
53.0 (10.0-297.0)

0 (0.0)

3(42.9)
1(14.4)
3 (42.9)

43.0 (17.0-61.0)
4(80.0)

4.0 (1.0-15.0)
4 (80.0)
1(20.0)
1.0 (0.5-1.4)
34.0 (30.0-53.0)
3.9 (3.2-4.8)
100.0 (30.0-201.0)
65.0 (45.0-101.0)
10.9 (8.1-19.0)
37.4 (34.7-42.6)
11.8 (11.2-13.9)
142.0 (32.0-549.0)

0(0.0)
0 (0.0)
1(20.0)
1(20.0)

* N = number.

P-value (Mann-Whitney/Wilcoxon Test) for the comparison between patients with and without acute renal failure (ARF) was 0.004.

AREF = acute renal failure; AST = aspartate aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; WBC = white blood cell.
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hospitalized patients without ARF. In addition, patients
with ARF had a higher frequency of severe pulmonary
hemorrhage syndrome (42.9% versus 20%) and more fre-
quently needed hemodialysis (42.9% versus 0%), when com-
pared with hospitalized patients without ARF.

High production of ROS and low level of GSH in severe
leptospirosis patients. The ROS production was significantly
higher (P = 0.0003) and GSH levels were significantly lower
(P =0.0002) in leptospirosis patients compared with healthy
subjects (Figure 1A and B). Subgroup analysis showed that
severe leptospirosis patients with and without ARF had ROS
production significantly higher than healthy subjects (P =
0.0012 and P = 0.0043, respectively) (Figure 1C). However,
no significant difference was observed in the production of
ROS between patients with and without ARF (Figure 1C).

In contrast, GSH levels were significantly lower in severe
leptospirosis patients with and without ARF (P = 0.0290 and
P = 0.0002, respectively) compared with healthy subjects
(Figure 1D). No significant differences were observed in the
levels of GSH among severe leptospirosis patients with and
without ARF (Figure 1D).
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GSH levels from patients with severe leptospirosis correlate
with renal dysfunction status. An additional analysis was
performed to determine the correlation between oxidative
stress and the following parameters: serum urea, creatinine,
alanine transaminase, aspartate transaminase, serum potas-
sium, and platelet count. We found a strong positive correla-
tion between ROS production and serum potassium (r =
0.7975; P = 0.0027) (Figure 2A). In addition, GSH levels pos-
itively correlated with platelet count (r = 0.6294; P = 0.0323)
(Figure 2B). Finally, a moderate negative correlation between
serum creatinine and GSH levels (r = -0.6070; P = 0.0385) was
also observed, meaning that higher serum creatinine levels
are associated with lower GSH levels (Figure 2C). No signifi-
cant differences were observed for the other parameters
(data not shown).

DISCUSSION

In this study, we investigated the association between
markers of oxidative stress and target organ dysfunction in
clinical leptospirosis. The GSH depletion has been reported
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Ficure 1. Oxidative stress in leptospirosis patients. (A) Reactive oxygen species (ROS) detection in peripheral blood samples of patients with
severe leptospirosis at the day of admission and in five healthy control subjects (ROS detection was not possible for all controls caused by technical
problems), and (C) clinical groups non-acute renal failure (non-ARF), acute renal failure (ARF), and control. (B) Glutathione (GSH) levels in
erythrocytes samples of patients with severe leptospirosis at the day of admission and nine normal control individuals, and (D) clinical groups
non-ARF, ARF, and control. The results are expressed as box plot format. The bottom, median, and top lines of the box mark the 25th, 50th, and
75th percentiles, respectively. The vertical line with whiskers shows the range of values. Significant differences at P < 0.05, Spearman’s test are
identified by the “ * ” compared with the normal group. The GSH data were normalized per 10° red blood cells (RBCs).
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Figure 2. Correlation between serum potassium and reactive
oxygen species (ROS) concentration in whole blood of leptospirosis
patients (A); platelet count and glutathione (GSH) levels in eryth-
rocyte of leptospirosis patients (B); and serum creatinine and GSH
levels (C). The GSH data were normalized per 10° red blood cells
(RBCs). Spearman’s correlation indices (r and P values) are shown in
the figure.

in cattle with clinical signs of leptospirosis®*; the relationship
between oxidative stress and clinical markers of severity has
not been investigated in human leptospirosis. The present
results agree with previous data from studies of sepsis from
other Gram-negative infections. In these previous reports,
oxidative stress was associated with clinical severity and the
onset of multiple organ failure.’>® Oxidative stress in lepto-
spirosis is probably a non-specific feature shared with many
severe diseases with tissue damage from different etiologies.
We did not test alternative control groups to test in which

extent oxidative stress in leptospirosis differs from other
severe infectious diseases (e.g., Sepsis by gram negatives).
Anyway, the associations identified in this study may be of
relevance to seek molecular targets for adjuvant therapies.

The correlations between ROS and serum potassium, and
GSH and serum creatinine are consistent with a previous
report, where we described that serum nitric oxide level
(another free radical) correlates with serum creatinine levels
in patients with severe leptospirosis.'! Although renal involve-
ment in leptospirosis typically presents as hypokalemia without
oliguria, if the disease progresses to oliguric renal failure,
hyperkalemia is a strong predictor of unfavorable outcome.**!
Thrombocytopenia is a consistent feature of severe leptospiro-
sis; however, its pathogenesis remains poorly understood.
Diverse factors involved in host homeostasis such as excessive
platelet activation, uremia, and disseminated intravascular
coagulation have been implicated’; in this study, we identified
oxidative stress as a potential contributory factor for platelet
depletion in severe leptospirosis.

The proposed relation between oxidative stress and target
organ dysfunction in leptospirosis, specifically renal failure
and thrombocytopenia, opens the possibility of therapies
focused on antioxidant defenses. As mentioned previously,
our group previously tested the antioxidant NAC as an adju-
vant treatment in leptospirosis. No objective effect on out-
come was added from NAC treatment when compared with
ampicillin treatment alone.'> Antioxidant therapies have
been more exhaustively tested in sepsis models and patients
with no proven benefit.*>>” More recently, NAC proved to be
beneficial in the model of cecal ligation and puncture in rats
preventing kidney and lung injuries, and leading to higher
survival rates. In that study, NAC was administered in a
higher dose (126 mg/day) and as a pre-treatment (2 days
before induction of sepis). Thus, in light of our findings of
significant associations between markers of oxidative stress
and clinical complications in patients, we proposed that fur-
ther experimental studies (with different study designs) are
needed to test adjuvant therapies for severe leptospirosis.?®

In conclusion, we report that oxidative stress occurs in
patients with severe leptospirosis and correlates with renal
dysfunction and thrombocytopenia. These results encourage
further studies in experimental models to explore the under-
lying physiopathology of leptospirosis. In addition, evaluation
of new antioxidant strategies as adjuvant therapies in lepto-
spirosis is urgently needed.
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7. DISCUSSAO

Nas doencas infecciosas, observa-se a presenca do estresse oxidativo devido a ativagao
de um grande numero de fagdcitos, com producdo de quantidades elevadas de ROS,
localmente, que pode causar lesGes teciduais. Ja foi constatado que o estresse oxidativo tem
papel importante na patogénese de doencas infecciosas como septicemia (Cohen, 2002) e
colite (doenca de crohn) (lborra et al., 2011; Maor, Rainis, Lanir, & Lavy, 2008). Outros
estudos ja evidenciaram o aumento da producdo de ROS nas gastrites causadas por
Helicobacter pylori (Mashimo et al., 2006), malaria (Becker et al., 2004), AIDS (Gil et al.,
2003) e dengue (Seet et al., 2009). Os resultados demonstrados neste trabalho estdo de acordo
com estudos anteriores realizados em septicemia, doenca que apresenta caracteristicas
patofisioldgicas e clinicopatoldgicas muito parecidas com as encontradas na leptospirose.
Nestes estudos demonstrou-se que o0 estresse oxidativo encontrava-se associado a gravidade
da doenca e a faléncia multipla de 6rgéos (Borrelli et al., 1996; Chuang et al., 2006; Cowley
etal., 1996; Cross et al., 1990).

O aumento da producdo de ROS no sangue periférico dos pacientes ja era esperado,
pois existe uma fase de septicemia apds a contaminacdo por leptospiras que dura, em média,
uma semana. Além disso, apenas os casos de internacdo foram envolvidos neste estudo, o que
representa apenas uma pequena parcela dos individuos infectados que evoluiu para as formas
mais graves por ndo conseguir debelar a infeccdo. O mesmo era esperado em relagdo aos
niveis de GSH, pois a deplecdo de GSH de hemaécias devido a acdo de oxidantes e radicais
livres ja foi vastamente estudada (Agrawal, Sultana, & Gupta, 1991; Ceballos-Picot et al.,
1996; Cimen, 2008; Lu, 2009; Masaaki et al., 1994; Meister & Anderson, 1983).

A comparacdo da producdo de ROS e dos niveis de GSH entre os grupos ARF e Non-
ARF ndo foi significante, o que pode ser devido ao nosso pequeno nimero amostral, uma das
limitagdes do nosso estudo. Além disso, apenas uma amostra foi coletada de cada paciente,
portanto ndo hd como saber se houve aumento na producdo de ROS ou diminuicdo dos niveis
de GSH nos dias subsequentes a internagdo. Ainda, os grupos foram estratificados baseando-
se no quadro clinico do individuo apenas no dia da admissdo, portanto € possivel que
pacientes do grupo Non-ARF tenham evoluido para um quadro de insuficiéncia renal.

A correlacdo positiva entre os niveis de ROS e potéssio sérico, apresentada do
presente trabalho, sugere que o aumento de ROS pode resultar num maior comprometimento
renal. Embora os envolvimentos renais em leptospirose encontrem-se, normalmente, na forma

ndo oligdrica e hipocalémica, sabe-se que a doenca pode progredir para a forma oligurica, na
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qual a hipercalemia é um importante indicador de gravidade (Cerqueira et al., 2008; Esen,
Sunbul, Leblebicioglu, Eroglu, & Turan, 2004; Ko et al., 1999). Além disso, diversos estudos
ja mostraram a relacdo entre a producdo de ROS e insuficiéncia renal aguda (Balakrishnan,
Blumberg, Pereira, & Jaber, 2003; Feng et al., 2013; Himmelfarb et al., 2004).

A correlagdo negativa entre GSH e creatinina ja era esperada, conforme demonstrado
previamente em um estudo realizado por nosso grupo, quando foi observado que os niveis de
NO encontravam-se positivamente correlacionados com niveis séricos de creatinina (Maciel
et al., 2006). Além disso, os resultados encontrados corroboram com outro estudo feito com
233 pacientes com insuficiéncia renal, que mostrou que o nivel de glutationa no sangue desses
individuos estava significativamente diminuido em comparacdo aos controles saudaveis.
Ainda nesse estudo, observou-se uma correlacdo negativa entre niveis de GSH do sangue e a
creatinina sérica muito semelhante a observada nesse trabalho (Ceballos-Picot et al., 1996). O
desequilibrio do estado redox do organismo associado aos marcadores de gravidade e de
disfungéo renal forma um corpo crescente de evidéncias que apontam para uma participagao
direta do estresse oxidativo na fisiopatologia renal caracteristica da leptospirose grave.

Nesse trabalho, n6s mostramos que o estresse oxidativo também pode ter papel
importante no processo de ativacdo plaquetaria. Trombocitopenia € uma caracteristica
marcante na leptospirose, entretanto, a sua patogénese ainda € muito pouco compreendida.
Diversos fatores, como ativagcdo excessiva de plaquetas, uremia, Coagulacdo Intravascular
Disseminada (CID), além de fatores genéticos, parecem estar envolvidos (Medeiros Fda,
Spichler, & Athanazio, 2010). Existe um numero crescente de trabalhos mostrando que
plaquetas tornam-se ativadas na presenca de LPS, porém ndo se sabe se a ativacdo ocorre por
influéncia direta do LPS ou se é por acdo indireta de outros mecanismos inflamatérios
(Andonegui et al., 2005; Semple & Freedman, 2010; Zhang et al., 2009). Quando ativadas, as
plaquetas interagem com os neutréfilos e estimulam estas células, fazendo com que ocorra
uma resposta mais vigorosa com liberacdo de grande quantidade de ROS (Clark et al., 2007).
Clarck e colaboradores mostraram que neutrofilos ativados apenas por LPS causam menos
danos ao endotélio do que os ativados por plaquetas (Clark et al., 2007). Dessa maneira, ndo
fica evidente se as plaquetas estdo sendo ativadas pelo LPS das leptospiras e, em seguida,
interagindo com os neutrdfilos para estimular a producdo de ROS ou se o aumento da
producéo de ROS esta envolvido no processo de ativagao das plaquetas.

Os dados de correlagdo demonstrados nesse trabalho entre estresse oxidativo e
insuficiéncia renal e trombocitopenia, chamam atencdo para a possibilidade do uso de terapias

focadas na utilizacdo de antioxidantes. Por exemplo, foi mostrado que o NAC foi capaz de
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reduzir os niveis séricos das Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)
(Spichler et al., 2007). Da mesma forma, o tratamento com glutationa reduziu o estresse
oxidativo e a mortalidade em ratos com septicemia (Sun et al.,, 2006). Ainda, ha a
possibilidade de terapias focadas em alvos moleculares especificos, como o peroxinitrito.
Substancias como porfirinas de Ferro (Fe) e Manganés (Mn) sdo boas candidatas devido a sua
capacidade de reagir rapidamente com o peroxinitrito, além de outras caracteristicas, como
ser uma substdncia estavel in vivo, atravessar a membrana plasmatica facilmente, ser
rapidamente regenerada in vivo apds uma reacdo com um oxidante, ndo ser toxica para as
células e ndo produzir subprodutos toxicos (Crow, 2000). Muitos trabalhos, in vitro e in vivo,
ja mostraram a capacidade que as porfirinas possuem de reduzir o dano oxidativo causado
pelo peroxinitrito (Estevez et al., 1998; Misko et al., 1998; Salvemini et al., 1999; Salvemini,
Wang, Stern, Currie, & Misko, 1998; Seija et al., 2012; Szabo, Day, & Salzman, 1996).

O estresse oxidativo causa disfuncdo mitocondrial, o que pode levar a uma faléncia
maltipla de 6rgdos (Galley, 2011; Victor, Espulgues, Hernandez-Mijares, & Rocha, 2009).
Portanto, as novas estratégias terapéuticas estdo testando possiveis maneiras de direcionar o0s
antioxidantes diretamente para alguns compartimentos celulares, principalmente para as
mitocondrias. Alguns trabalhos com modelos experimentais de septicemia tém mostrado bons
resultados na utilizacdo do tratamento com antioxidantes direcionados as mitocondrias, nos
quais se pdde observar a diminui¢do de danos ao figado e aos rins, além de reduzir o estresse
oxidativo e os niveis de IL-6 (Lowes, Thottakam, Webster, Murphy, & Galley, 2008; Lowes,
Webster, Murphy, & Galley, 2013).
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8. CONCLUSAO

Em conclusdo, n6s mostramos que 0 estresse oxidativo esta presente na leptospirose
grave e correlaciona-se com algumas alteracdes patofisioldgicas caracteristicas da doenca,
como insuficiéncia renal e plaquetopenia. A producgéo excessiva de ROS pode desempenhar
um papel importante no desfecho clinico, como j& foi mostrado em outras doencgas
infecciosas. Portanto mais estudos sdo necessarios para que haja uma maior compreensao das
correlagdes encontradas. Este estudo chama a atencdo para uma possivel utilizacdo de

antioxidantes em terapias adjuvantes no tratamento da leptospirose.
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