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RESUMO

Introducdo. A leptospirose é uma zoonose de importancia global, causada por leptospiras
patogénicas. Seu tratamento é limitado quando iniciado ap0s quatro dias do surgimento de
sintomas, portanto, novas terapias adjuvantes sdo necessarias. Objetivo. Testar a droga
imunomoduladora talidomida como terapia adjuvante a ampicilina no modelo de tratamento
tardio da leptospirose experimental em hamsters. Métodos. 60 hamsters foram infectados via
intraperitoneal por Leptospirainterrogans cepa L1-130, e foram separados em grupos:
nenhum tratamento (NONE), talidomida (TAL), ampicilina (AMP) e ambos (AMP-TAL). A
talidomida foi administrada via sonda orogéastrica na dosagem de 50 mg/Kg diluida em 6leo
de linhaca (2ml/Kg) por trés dias. Ja a ampicilina por via intramuscular: 100mg/Kg/bid por
seis dias. Foram realizados dois desenhos experimentais. Experimento 1: o tratamento foi
iniciado 48h apos o inicio dos sinais clinicos da doenca. Experimento 2: o tratamento foi
iniciado imediatamente apds a deteccdo do primeiro Obito entre os animais infectados.
Resultados. Experimentol: todos os hamsters dos grupos AMP e AMP-TAL sobreviveram
(n=8) enquanto todos os animais dos grupos NONE (n=6) e TAL (n=8) morreram. Os
hamsters dos grupos AMP e AMP-TAL n&o mostraram lesdes renais, pulmonares ou
hepéaticas. Baixa carga de leptospiras foi detectada nos érgdos alvo. Experimento 2: o
desfecho letal foi observado em 6/6 hamsters no grupo NONE, 8/8 do grupo TAL, 6/8 do
AMP e 6/8 do AMP-TAL. A talidomida usada como adjuvante ndo prolongou a sobrevida dos
animais tratados com ampicilina. No entanto, o grupo TAL apresentou sobrevida mais longa
que O grupo que ndo recebeu tratamento algum. Os animais tratados apresentaram maior
frequéncia de destrabeculacdo de hepatécitos. Conclusdo: Esse estudo abre novas
perspectivas no desenvolvimento de um tratamento tardio na leptospirose, contudo observou-
se que a talidomida utilizada como terapia adjuvante ndo teve impacto na sobrevida de
hamsters como modelo de inicio tardio de terapia antimicrobiana.

Palavras chave: 1. Leptospirose ;2. Leptospira; 3. Talidomida; 4. Modelos animais.
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ABSTRACT

Background.Leptospirosis is a zoonosis of global importance, caused by pathogenic
leptospira. His treatment is limited when started after four days of onset of symptoms,
increasing the risk of morbidity and mortality, so new adjuvant therapies are
needed.Objectives.To test the immunomodulatory drug, thalidomide, as an adjuvant therapy
to antibiotics in experimental leptospirosis. Methods. Hamsters were infected by
Leptospirainterrogans strain L1-130, and groups were assigned based on no treatment
(NONE), thalidomide only (TAL), ampicillin only (AMP) or both (AMP-TAL). Thalidomide
was administered via a gastric tube: 50 mg/kg in linseed oil and 2 ml/kg for three days.
Ampicillin was administered intramuscularly at the rate of 100 mg/kg/bid for six days.
Treatment was started two days after the onset of symptoms (experiment 1) and immediately
after detection of the first death (experiment 2). Results. Experiment 1: all hamsters from the
groups AMP and AMP-TAL survived (n=8), while all hamsters from groups NONE (n=6)
and TAL (n=8) died. The AMP and the AMP-TAL groups showed no renal, lung or liver
pathology and absent or very low leptospiral burden in target organs. Experiment 2: lethal
outcome was observed in 6/6 hamsters in the NONE group, 8/8 in the TAL group, and 6/8 in
the AMP group and the AMP-TAL group. Thalidomide showed no survival benefit when
compared to hamsters treated with ampicillin alone. The TAL group, however, had a longer
interval between infection and death when compared to the NONE group. Treated animals
had a higher frequency of liver plate disarray. The TAL, AMP and AMP-TAL groups had
very low tissue leptospiral counts. Conclusion: This study may open new perspectives to
assist the development of a delayed treatment in leptospirosis, however it was observed that
thalidomide used as adjuvant therapy had no impact on the survival of hamsters as late onset
of antimicrobial therapy model.

Key-words: 1. Leptospirosis; 2. Leptospira; 3. Thalidomide 4. Animal disease models.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEPTOSPIROSE: ASPECTOS GERAIS

A leptospirose é uma zoonose de importancia global, causada por leptospiras patogénicas
transmitidas pelo contato direto com a urina de animais portadores, ou indiretamente pela exposicao a
agua contaminada. A transmissdo da doenca estd associada ao contato humano com roedores ou
animais domésticos e selvagens, numa ampla variedade de ocupac@es rurais e urbanas, e as estacoes
chuvosas e enchentes nos paises em desenvolvimento com saneamento precéario (McBRIDE et al.,
2005). Nos paises desenvolvidos, a incidéncia parece aumentar associada a pratica de esportes
aquaticos e atividades recreacionais com contato com vida silvestre ou lagos (McBRIDE et al., 2005).
As espiroquetas do género Leptospira spp. tém como hospedeiros uma ampla variedade de mamiferos,
que podem desenvolver uma doenga aguda letal ou tornar-se reservatorios. A infeccdo humana
frequentemente tem curso assintomatico e muitos pacientes apresentam quadros febris brandos e
inespecificos. A triade classica descrita por Weil em 1886 de ictericia, insuficiéncia renal e diatese
hemorragica ocorre em apenas 5-15% dos pacientes. Recentemente, foi observado aumento de relatos
de casos de leptospirose com doenca pulmonar grave, frequentemente acompanhada por hemorragia
pulmonar, em diferentes regides do mundo sendo que, em algumas delas, ja é a principal causa de
Obito nos pacientes com leptospirose grave (MEDEIROS et al., 2010). Em vérias séries, a taxa de
Obitos atinge mais de 50% dos pacientes acometidos pela forma pulmonar hemorragica da leptospirose

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiologico da leptospirose é uma espiroqueta, que compartilha sua forma espiralada
com outras espiroquetas como Borreliaburgdorferie Treponema pallidum. Pertencem ao filo
Spirochaetes e ao género Leptospira (LEVETT, 2001). Elas sdo bactérias Gram-negativas, com dupla-
membrana (interna associada com a parede celular de peptideoglicano e a externa por fosfolipidios e
lipopolissacarideos (LPS) os quais auxiliam na classificacdo soroldgica da leptospira nos sorovares
(VINH et al., 1986). As leptospiras necessitam de temperatura entre 28°C e 30°C e pH de 7,2a 7,6
para melhor crescimento. Em cultura, crescem entre 4 a 15 semanas de forma fastidiosa, necessitando
de meio enriquecido com albumina bovina e acido graxos de cadeia longa, o qual é a sua principal

fonte de energia. O meio mais utilizado para a cultura é o Ellingausen-McCullough-johnson-Harris
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(EMJH) (JOHNSON e FAINE, 1984; ELLIGNGHAUSEN e MCCULLOUGH, 1965). Estas bactérias
sd0 bastante sensiveis ao ressecamento e uso de desinfetantes, porém sobrevivem na agua e em cultura

por longos periodos.

1.3 RESERVATORIOS

Os reservatorios naturais das leptospiras patogénicas sdo os animais silvestres, em especial
roedores, e 0s animais domésticos (bovinos, suinos, e caninos) que podem atuar como hospedeiros de

manutencao ou acidentais na transmissao de diferentes sorovares de Leptospiras (LEVETT, 2003).

1.4 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

No Brasil, a leptospirose ocorre de forma endémica em grandes centros urbanos como
Salvador, S&o Paulo e Recife, e sua incidéncia é aumentada com a elevagdo dos indices pluviométricos
e inundagdes (SARKAR et al., 2002; KO et al., 1999; ROMERO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009).
Em Salvador, Bahia, epidemias de leptospirose estdo associadas com altos indices de letalidade em
humanos (maior que 15%), e ocorrem principalmente em areas com falta de saneamento basico e em
periodos de chuva intensa (KO et al., 1999). A identificacdo dos fatores de risco permite a adog¢do de
medidas preventivas, pois 0s mecanismos relacionados ao desenvolvimento da forma severa ou quadro

leve da doenca nos humanos ainda é pouco esclarecida (KATZ et al., 2003).

1.5 TRATAMENTO

O tratamento de elei¢do para a leptospirose é o uso de antimicrobiano (WHO, 2003). Estudos
mostram que a penicilina G cristalina é a droga preferencial, podendo ser substituida eventualmente
pela doxiciclina, ampicilina e tetraciclina (BRASIL, 2009). Para os pacientes alérgicos a penicilina ou
que apresentem lesGes renais e ictericia, fica sugerido o uso de cloranfenical (WHO, 2003) Cabe
ressaltar que pacientes em gestacdo, com insuficiéncia renal ou hepatica e criangas menores de 9 anos
ndo devem fazer o uso da doxiciclina e tetraciclina (BRASIL, 2009). Em casos graves e de diagndstico

o tratamento com antibidtico é mantido, contudo talvez se faca necessario a reposicédo hidroeletrolitica,
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assisténcia cardiorrespiratdria, transfusdes de sangue e derivados, nutricdo enteral ou parenteral e

protecdo gastrica, além do acompanhamento do volume urinério e da funcéo renal (BRASIL, 2009).

Com o objetivo de avaliar o papel dos antibidticos (ampicilina, doxiciclina e oflaxacin) no
tratamento da leptospirose foi realizado um estudo com 18 hamster da linhagem Golden Syrian,
infectados de forma subcutanea com leptospiras virulentas na concentracio de 108 e observou-se que
neste modelo animal o tratamento foi benéfico, pois houve uma reducdo da concentracdo de leptospira
nos 6rgdos alvo (rim, figado, bago, pulmdo e coracdo) e sangue, no entanto o tratamento foi iniciado
com 4 dias apds infec¢do ( TRUCCOLO, 2002)

Pesquisas mostram que para melhor eficacia sobre o curso da doenca, o tratamento, deve ser
realizado de forma precoce (até quatro/ cinco dias apds o inicio dos sinais e sintomas). Um estudo
randomizado realizado na cidade de Salvador em 253 pacientes com a forma grave da leptospirose que
fizeram o uso da penicilina (n=125) cinco dias ap6s o inicio dos sinais e sintomas (fase tardia) mostrou
gue o uso do farmaco ndo foi benéfico pois dos 23 pacientes com faléncia renal e respiratéria que
faleceram 15 fizeram 0 uso da penicilina; cabe ressaltar que o dado ndo demostrou significancia
estatistica (COSTA et al, 2003).

A leptospirose é iniciada com sinais brandos e inespecificos que podem ser facilmente
confundidos com algumas doengas como resfriados, dengue e hepatites (KO et al., 1999; McBRIDE et
al., 2005). Somado a este fator os testes confirmatdrios rapidos ainda ndo séo uma realidade no servico
de vigilancia. Logo o risco do paciente buscar auxilio profissional durante um periodo superior a cinco
dias de sinais e sintomas é alto, dificultando o bom progndstico do mesmo. Desta forma, a busca de
tratamento adjuvante a antibioticoterapia para estes pacientes com diagndstico tardio € um campo

importante na pesquisa atual em leptospirose

1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS

Dentre os roedores ratos, cobaias, gerbils e hamsters sdo os animais comumente
utilizados como modelos nas pesquisas em leptospirose, sendo os ratos considerados modelos
resistentes a infeccdo aguda, mas que podem desenvolver a infeccdo persistente como
observado na infeccdo experimental com leptospiras patogénicas realizada no
Rattusnorvergicus, o qual permaneceu assintomatico, mas portador renal. (ATHANAZIO et
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al., 2008). O mesmo foi constatado por Nally et al. (2005) que desafiaram ratos contra o
sorovar Copenhageni e 0s mesmos mantiveram-se sem sintomas contudo, Leptospiras intactas

forma encontradas nos tubulos renais e nas amostras de urina (NALLY et al., 2005).

Os cobaias, gerbils e hamsters sdo os modelos experimentais que mimetizam com
maior precisam o0 modelo de doenca aguda letal onde alteragdes como degeneracdo tubular
renal, ictericia, necrose hepatica e hemorragia pulmonar presentes no homem, também s&o

observados nessas espécies (FAINE, 1999)

1.7 RESPOSTA INFLAMATORIA SISTEMICA EM PACIENTES COM LEPTOSPIROSE

Muitas manifestacdes da leptospirose sdo tradicionalmente explicadas por uma suposta
capacidade das leptospiras de induzir um quadro de vasculite sistémica, no entanto, ndo existe
literatura cientifica suficiente para dar base a esta concep¢do. A inflamacdo da parede dos
vasos pode ser resultante da invasdo direta de microorganismos ou mediada
imunologicamente por autoanticorpos, depositos de imunocomplexos ou células. Nenhuma
dessas vias foi descrita em lesGes vasculares na leptospirose. Como discutido anteriormente, a
lesdo endotelial difusa nos alvéolos pulmonares ¢ um achado frequente (AREAN et al., 1962;
NICODEMO et al., 1997; SALKADE et al., 2005). Num estudo ultraestrutural de vasos
sanguineos no modelo de cobaias, a lesdo mais caracteristica foi a tumefacdo de células
endoteliais com consequente aumento da permeabilidade capilar (DE BRITO etal., 1979).
Desta forma, é provavel que a maioria das manifestacdes da doenca esteja relacionada a lesdo

aguda endotelial, similar ao que ocorre na sepse, € ndo a uma vasculite sistémica.

Uma resposta inflamatoria sistémica € provavelmente uma caracteristica da
leptospirose embora poucos estudos tenham sido realizados com esse foco. Numa série de 18
pacientes em S&o Paulo, os niveis séricos de TNF-a foram associados com mortalidade. Neste
estudo, apenas quatro pacientes apresentaram niveis detectaveis da citocina no soro por

ELISA e trés deles evoluiram para o Obito. Apenas pacientes com TNF-o detectavel
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apresentaram manifestacdes de doenca renal, hepética, pulmonar e hemorragias (TAJIKI e
SALOMAO, 1996). Do ponto de vista hemodinamico, 6/10 (60%) de casos graves numa série
de pacientes tailandeses apresentaram quadro tipico da sepse grave, que inclui alto débito
cardiaco e queda da resisténcia vascular periférica (SIRIWANI et al., 2005). Mais
recentemente, marcadores pro-inflamatérios séricos como pentraxina longa (PTX3) e
interleucinasé e 8, numa série de 52 pacientes da Indonésia, foram identificados como
importantes preditores de 6bito (WAGENAAR et al., 2009).

Como j& demonstrado por alguns dos autores descritos acima existe uma correlagdo
entre a lesptospirose grave e a sepse grave além de uma associagédo entre os niveis elevados de
TNF-a com letalidade. Sendo assim, optou-Se por utilizar neste estudo uma droga
imunomoduladura com poder de atuacdo sobre os niveis de TNF-o. A droga de escolha foi a
talidomida.

1.8 A TALIDOMIDA

A talidomida foi sintetizada pela primeira vez em 1954 pelos laboratérios Chemie
Grunenthal, na Alemanha, com o nome molecular de alpha-phtalyglutamic-acid-imida.
Conhecida pelos seus efeitos sedativos e hipndticos, foi utilizada no tratamento de
enjéos/vomitos do primeiro trimestre de gravidez, sendo uma das drogas mais vendidas nos
anos 50, sem aparente toxicidade (SINGALA et al., 2001). Entretanto, no inicio dos anos 60, a
talidomida foi identificada como responsavel pelo nascimento de milhares de criangcas com
deformacgdes congénitas (LIMA et al., 2001). Apesar de ter sido retirada do mercado na
Alemanha e Inglaterra no final de 1961, foi no periodo entre 1962 e 1965, que a talidomida
foi banida de quase todo o mundo, mas esse medicamento s6 foi de fato retirado do mercado
brasileiro em 1965 (OLIVEIRA et al., 1999).

A talidomida, em pH fisiologico, existe como mistura racémica de isbmeros S(-) e

R(+) permeaveis a célula e passiveis de rapida inter conversao, estando o primeiro associado
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aos efeitos teratogénicos, e o segundo, as propriedades sedativas do farmaco. Os mecanismos
precisos responsaveis pela atividade clinica da talidomida ainda ndo foram totalmente
elucidados. Foram propostos pelo menos quatro mecanismos distintos e potencialmente
complementares: 1) efeitos antitumorais antiproliferativos/pro-apoptoticos diretos, que
incluem a inibicdo da atividade de transcricdo do NF-kB e seus genes-alvo antiapopitéticos;
2) acdo indireta dirigida contra células tumorais por anular a protecdo proporcionada pelas
interacdes com células do estroma da medula éssea; 3) inibicdo da producdo, liberacdo e
sinalizacdo de citocinas, resultando em efeitos antiangiogénicos; e 4) efeitos
imunomoduladores, incluindo o aumento da citotoxicidade mediada por células destruidoras
naturais contra células tumorais, contribuindo para uma resposta imune antitumoral
potencializada (BRUNTON et al., 2007).

Hipoteses para os seus mecanismos de agdo incluem uma diminuicdo dos niveis do
fator de necrose tumoral (TNF), a inibicdo da interleucina 12 e co-estimulacdo de linfocitos
CD8 (TORANO et al., 1999). Efeitos antiangiogénicos da talidomida foram demonstrados em
estudos realizados em cdrnea de coelhos, provavelmente por bloquear a acdo de potentes
fatores angiogénicos como o fator de crescimento fibroblastico (bFGF) e o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEFG) (RAJKUMAR et al.,, 2000) Relatos sugerem
também que a talidomida tem um papel na regulacdo dos linfocitos auxiliares (Th2). Esta
aumentaria a producdo de Th2, das citocinas IL4 e IL5 e inibiria a producéo dos linfdcitos
inflamatérios (Thl) e da citocinainterferon-gama em células periféricas de sangue,

estimuladas por antigenos e mitdgenos (MARRIOTT et al., 1999).

A reutilizacdo da talidomida comecou em 1965 quando Sheskin, um médico israelense
relatou que os pacientes com lesdes inflamatdrias, associadas a hanseniase, experimentavam
notavel melhora clinica (SINGALA et al., 2001). Depois de se abrir novamente o campo na
terapéutica, renasceu o interesse da pesquisa quanto aos seus mecanismos de acdo e efeitos
indesejaveis (SINGALA et al., 2001).
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No Brasil, foi mantida a proibigdo para uso da talidomida em mulheres em idade fértil
(OLIVEIRA et al., 1999). A portaria 63 da secretaria de vigilancia sanitaria do ministério da
salude, em 06 de julho de 1994 limita as indicacdes da talidomida as seguintes condicfes
clinicas, no ambito de programas oficiais: hanseniase (reacdo hansénica tipo eritema nodoso
ou tipo Il); DST/Aids (Ulceras aftosas idiopaticas nos pacientes portadores de HIV/Aids);
doencas cronico-degenerativas como 0 ldpus eritematoso e a doenga enxerto-versus-
hospedeiro (OLIVEIRA et al., 1999).

Em estudos prévios, a atividade imunomodulatdria reconhecida da talidomida provou
ter efeito sobre a sobrevida de animais de laboratorio em modelos experimentais de
sepse.(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2003, 2005)
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2 JUSTIFICATIVA

As leptospiras sdo sensiveis aos antibioticos largamente disponiveis tais como
penicilina, no entanto, o atraso no inicio do tratamento especifico (apés quatro dias de
sintomas) reduz o efeito da terapia antimicrobiana sobre a sobrevida e o tempo de doenga
(WHO, 2003). Desta forma, para os pacientes que chegam a estagios avancados da infeccdo
com quadros grave e complicados, é fundamental a busca de novas terapias adjuvantes a
antibioticoterapia A terapia imunomoduladora é alvo de interesse na leptospirose visto que
estudos recentes chamam atencdo para o papel de uma resposta inflamatdria sistémica como
base das formas graves da doenca. A talidomida é uma droga reconhecidamente
imunomoduladora e inibidora da producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ¢
apresenta resultados encorajadores em modelos experimentais de sepse. A talidomida ainda
ndo foi avaliada como terapia adjuvante a antibioticoterapia na leptospirose. Recentemente,
desenvolvemos um modelo experimental que permite a avaliacdo de terapias adjuvantes a
ampicilina no modelo de hamsters (SPICHLER et al., 2007).
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3 HIPOTESE

A talidomida atuara como terapia adjuvante a antibioticoterapia no modelo

experimental de tratamento tardio na leptospirose.

4 OBJETIVO GERAL

4.1 GERAL:

Investigar o impacto do uso da talidomida como terapia adjuvante no tratamento da

leptospirose experimental.

4.2 ESPECIFICOS:

1. Investigar o impacto do uso da talidomida como terapia adjuvante a ampicilina sobre a

sobrevida na leptospirose experimental.

2. Investigar o impacto do uso da talidomida como terapia adjuvante a ampicilina sobre as

lesbes de 6rgdo alvo na leptospirose experimental.

2. Investigar o impacto do uso da talidomida como terapia adjuvante a ampicilina sobre a

carga de leptospiras em 6rgdos alvo na leptospirose experimental.
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5 DESENHO EXPERIMENTAL

Hamsters (Mesocricetusauratus) da linhagem Golden Syrian foram divididos em
quatro grupos separados segundo os tratamentos adotados: nenhum tratamento (NONE),
talidomida apenas (TAL), ampicilina apenas (AMP) e ambos (AMP-TAL).

A talidomida (Fundacdo Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Brasil) foi obtida como
capsulas para uso oral, as quais foram moidas e administrada por sonda orogéastrica na
dosagem de 50 mg/Kg diluida em 6leo de linhaga (2ml/Kg) por trés dias. A ampicilina
(Ariston, Sao Paulo, Brasil) foi administrada por via intramuscular na dosagem de 100mg/Kg

duas vezes ao dia por seis dias.

No experimento 01 o tratamento foi iniciado 48h apds o inicio dos sinais clinicos de
doenca (alopecia, prostracdo e fotofobia na maioria dos animais infectados). No segundo
experimento o tratamento foi iniciado imediatamente apos a detec¢do do primeiro 6bito entre

0s animais infectados.

As duas abordagens tinham como objetivo simular a realidade da prética clinica em
gue os pacientes geralmente recebem o diagnostico apds varios dias de sintomas, situacdo em

que o tratamento antimicrobiano tem sua eficacia limitada.

O presente estudo, em sua vers&o atual, foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de
Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (Cadastro no CEUA-CPqGM: 11/2010) em 27/09/2010
(Anexo 1).
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5.2 DIA DO PRIMEIRO OBITO:EXPERIMENTO 02

30 hamsters

Infeccdo com 106L. Interrogans cepa L1-130
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6 MATERIAS E METODOS

6.1 BACTERIAS

A cepa utilizada nos experimentos foi a Leptospira interroganssorovar Copenhageni
cepa Fiocruz L1-130 com numero baixo de passagem in vitro (quatro passagens em hamsters
prévias e menos de 15 passagens in vitro). As cepas de leptospiras foram cultivadas em meio
liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (DifcoLaboratories, Detroit,
EUA) a 29°C e seu crescimento foi acompanhado com contagemem cémara de Petroff-
Hausser (Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). Para o preparo do indéculo a cepa foi
descongelada com viruléncia recuperada ap0s quatro passagens em hamsters e passada 15
vezes in vitro (cepa de baixa passagem). Em experimentos preliminares a dose letal 50% desta
cepa nas mesmas condi¢des foi estimada em 164 organismos e o in6culo definido no estudo
(10° Ieptospiras) foi invariavelmente letal para hamsters com 6bitos concentrados entre os dias

10 e 14 apds a infeccdo experimental.

6.2 ANIMAIS

Hamsters (Mesocricetusauratus) da linhagem Golden Syrian, fémeas de nove
semanas, 50-55¢g, num total de 60 animais foram inoculados com a dose letal de L.
interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130 de baixa passagem (15 passagens in vitro antes
da infecgdo experimental).

O célculo amostral foi realizado para um total de 234 animais, conforme pode ser visto
na liberacdo do CEUA-CPqGM, (anexo 01) contudo devido a problemas de fornecimento e
instalacdo o numero total ficou reduzido a 60 animais, sendo 30 utilizados em cada
experimento. Como 0 objetivo principal era avaliar o tratamento os grupos tratados foram
mantidos homogéneos (08 animais cada um) sendo que apenas 0 grupo controle sofreu

reducdo (06 animais) finalizando o total dos 30 animais disponibilizados
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6.3 DETECCAO DE LEPTOSPIRAS NOS TECIDOS

A presenca de leptospiras nos tecidos dos animais avaliados foi detectada em
imprintspela técnica de imunofluorescéncia indireta realizada conforme protocolo
previamente descrito por nosso grupo (CHAGAS- JUNIOR et al., 2009).

Os imprints foram obtidos pela impressdo da superficie do corte de 6rgdos (rim,
figado, pulméo e coracdo) em laminas de vidro previamente preparadas com poly-L-lisina
(0,01%, Sigma), imediatamente ap0ds eutanasia dos animais. Em seguida, as laminas foram
deixadas a temperatura ambiente até a secagem das impressdes e posteriormente foram
fixadas em acetona por 3 min. As &reas das impressdes foram delimitadas com esmalte ou

caneta hidrofobica, antes de iniciar o procedimento de imunofluorescéncia.

As laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1x por 5 min e em seguida incubados
duas vezes com tampdo de blogueio (PBS, 0,4% BSA) por 20 min em camara Umida, onde
foram realizadas as etapas seguintes. Apos trés lavagens com PBS 1x, os cortes foram
incubados com anticorpo anti-L. interroganssorovar Icterohaemorrhagiae cepa L1-130
produzido em coelho, diluido 1:200 em tampé&o de bloqueio, a 37°C, por 1 h. Em seguida, 0s
cortes foram lavados trés vezes com PBS 1x e incubados com anticorpo anti-lgG de coelho
marcado com FITC (Jackson Immuno Research), diluido 1:500 em tampé&o de bloqueio, por 1
h, a 37°. Por fim, os cortes foram lavados trés vezes com PBS 1x e as laminas montadas com
anti-fade e analisadas em microscopio de fluorescéncia. A contagem foi realizada em dez
campos tendo-se como sentido da direita para a esquerda e de cima para baixo. Apoés foi

calculado a mediana.

6.4 EXAME MACROSCOPICO E HISTOPATOLOGIA

Os animais foram acompanhados por 28 dias. Os hamsters que ficaram moribundos
foram eutanasiados e necropsiados imediatamente. Os sobreviventes foram acompanhados até

0 28° dia quando foram submetidos & eutanasia e necropsia. A necropsia, os pulmdes foram
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examinados para deteccdo macroscopica de hemorragia pulmonar, a presenca de leses
pulmonares macroscépicas foram consideradas para fins de anélise. Em todos os casos, 0
exame microscopico dos pulmdes foi realizado para confirmar a presenca de hemorragia

alveolar macica.

Um rim, um pulméo e parte do figado foram fixados em formalina a 4% e embebidos
em parafina para obtencdo de seccOes de 4 a 5 um de espessura utilizadas para histologia
convencional (coloragdo de rotina por hematoxilina-eosina). A estimativa semi-quantitativa
do grau das lesdes nos 6rgdos alvo seguiu os critérios previamente utilizados pelo nosso grupo
(BANDEIRA et al., 2011) Anexo 3 — 1° artigo.

As lesdes estudadas foram as seguintes: hemorragia pulmonar macroscépica
(confirmada pela histologia), lesdo aguda do epitélio tubular renal (tumefacdo do epitélio
tubular proximal), nefrite intersticial, regeneracdo do epitélio tubular, hemorragia
intraglomerular e destrabeculacéo de hepatdcitos. A nefrite intersticial grau 1 foi definida pela
presenca de infiltrado rico em macrofagos e linfécitos restrito a areas periarteriais e peri -
glomerulares, em até um foco por campo de 100x; a nefrite grau 2 foi definida pela presenca
de infiltrado que se estende a outras &reas do parénquima renal ou ocorre com frequéncia de 2
focos por campo de 100x; e a nefrite grau 3 foi definida pela presenca de mais de trés focos
por campo de 100x. As demais lesbes foram graduados pelo mesmo critério para
determinacdo de multifocalidade sendo consideradas apenas a presenca ou auséncia destas

lesdes.

6.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo de valores semiquantitivos ou quantitativos entre os grupos analisados
foi feita utilizando testes ndo paramétricos. Para avaliar a curva de sobrevida utilizou-se o
Kaplan-Meier para analisar cada grupo separadamente e o Long-rank Test para a analise de

todos os grupos. Em relacdo as lesdes nos 6rgaos alvo o teste estatistico utilizado foi o exato
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de Fisher. Para correlacionar as cargas de leptospiras nos 6rgaos alvo foi utilizada o teste de
Kruskal-wallis.

Diferencas entre os grupos individuais foram consideradas significantes quando o
valor de p foi menor que 5% (p < 0,05). Todos os procedimentos estatisticos foram feitos
utilizando o pacote estatistico GraphPad Prism versdo 4.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA) e o Statistical Package for Social Sciences — SPSS verséo 13
(SPSS, Chicago, Illinois).
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7 RESULTADOS

7.1 CURVA DE SOBREVIDA DE HAMSTERS INFECTADOS: EXPERIMENTO 01

No primeiro experimento o inicio dos sinais e sintomas ocorreram 48 horas apds a
infeccdo, com tratamento iniciado ao sexto dia pos-infecgdo. O desfecho letal ocorreu em 6/6
e 8/8 dos grupos NONE e TAL, respectivamente. Nenhum 6bito foi constatado nos animais
dos grupos AMP ou AMP-TAL. A mediana (percentil 25 — percentil 75) de dias para o ébito
foi de 10 (10 — 10,8) e 11 (10,8 — 13,5) nos grupos NONE e TAL, respectivamente. A
diferenca entre as curvas de todos os grupos analisados foram significantes (log-rank Mantel-
Cox test, p <0,0001). A comparacdo direta entre as curvas do grupo NONE e TAL nédo
mostrou significancia (p > 0,05). As curvas de sobrevida do primeiro experimento sao

mostradas na figura 1.
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Figura 1: Curva de Sobrevida de hamsters infectados com 10 Leptospirainterrogans cepa L1.130 e
tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou combinadas, 48 horas apds a deteccdo dos sinais
e sintomas clinicos.
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7.2 LESAO DE ORGAOS ALVO DE HAMSTERS INFECTADOS: EXPERIMENTO 01

A frequéncia de hemorragia pulmonar detectada a macroscopia foi de 6/6 (100%) e
5/8 (63%) nos grupos NONE e TAL, respectivamente. A diferenca de frequéncia entre estes
dois grupos ndo foi significante (teste exato de Fisher, p > 0,05), contudo quando comparado
0 grupo NONE com o s demais que passaram por algum tratamento (TAL, AMP e AMP +
TAL) a diferenca de frequéncia foi significante (teste exato de Fisher, p<0,05). Nenhum dos
animais eutanasiados (examinados a necropsia no 28° dia pés-infeccdo), dos grupos AMP e
AMP + TAL, apresentou hemorragia pulmonar macroscopica. A tabela 1 exibe também os
achados patoldgicos de outros 6rgaos alvo da infeccdo por leptospiras (rim e figado).

Tabela 1: |Identificacio das lesdes nos o6rgdos alvo de hamsters infectados com

6
10 Leptospirainterrogans cepa L1.130 e tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou
combinadas, 48 horas apds a detec¢do dos sinais e sintomas clinicos

Rim Figado Pulmbes

n/N( %) n/N( %) n/N( %)

Lesdo Nefrite  Regeneragdo Hemorragia Destrabeculacdo Hemorragiapulmonar

tubular intersticial tubular glomerular de macroscopica*
aguda* hepatocitos*
NONE  4/5(80) 0/5 1/5(20) 3/5(60) 4/5(80) 6/6 ( 100)
TAL 4/7(57) 1/7(14) 2/7(29) 3/7(43) 3/7(43) 5/8 (62)
AMP 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
AMP 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

+ TAL
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Animais que morreram de leptospirose aguda letal (grupos NONE e TAL)
apresentavam lesGes tubulares agudas (tumefagdo de células epiteliais tubulares proximais),
nefrite intersticial, regeneracdo do epitélio tubular e hemorragia glomerular; além de
detrabeculacdo dos hepatdcitos. Essas lesbes ndao foram detectadas nos animais dos grupos
AMP e AMP-TAL, examinados ao 28° dia. Dentre as lesdes detectadas apenas a leséo tubular
aguda e a detrabeculacdo de hepatdcitos foram estatisticamente significantes (teste exato de
Fisher, p<0,05) quando comparado o grupo NONE com os grupos TAL, AMP e AMP + TAL
(Tabela 1).

7.3 CARGA DE LEPTOSPIRAS NOS ORGAOS ALVO DE HAMSTERS INFECTADOS:
EXPERIMENTO 01

A imunofluorescéncia em imprint de tecidos detectou leptospiras nas amostras de rim
de 6/6 (100%), 8/8 (100%), 1/8 (13%) e 0/8 hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP ¢ AMP-
TAL, respectivamente. A mediana (percentil 25 — percentil 75) da contagem de leptospiras em
dez campos microscopicos de 400x foi de 28 (3-881), 13 (2-131), 0 (0-0) e 0 (0-0) nos grupos
NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A diferenca foi significante quando
comparado NONE com AMP e AMP-TAL, mas ndo entre os grupos NONE e TAL.
Leptospiras foram detectadas nas amostras de figado de 5/6 (83%), 2/8 (25%), 0/8 e 0/8
hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A mediana (percentil
25 — percentil 75) da contagem de leptospiras foi de 13 (1-700), 0 (0-2), 0 (0-0) e 0 (0-0) nos
grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A diferenca foi significante
guando comparado NONE com AMP e AMP-TAL, mas ndo entre os grupos NONE e TAL.
Leptospiras foram detectadas nas amostras de pulmao de 4/6 (67%), 5/8 (63%), 0/8 e 0/8
hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A mediana (percentil
25 — percentil 75) da contagem de leptospiras foi de 6 (0-200), 1 (1-11), 0 (0-0) e 0 (0-0) nos
grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A diferenca foi significante
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quando comparado NONE com AMP e AMP-TAL, mas néo entre os grupos NONE e TAL
(Figura 2).
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Figura 2: Determinacdo da carga de leptospiras nos ¢rgdos alvo de hamsters infectados com

6
10 Leptospira interrogans cepa L1.130 e tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou
combinadas, 48 horas apés a deteccéo dos sinais e sintomas clinicos. A presenca da carga bacteriana
nos rins (A), figado (B) e pulméo (C) foi quantificada apds contagem em microscopia eletronica de
campo. Cada ponto no grafico representa um hamster e as barras representam a mediana.Asterisco
indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn
(*, p<0,05) e (**, p<0,001).

7.4 CURVA DE SOBREVIDA DE HAMSTERS INFECTADOS: EXPERIMENTO 02

O tratamento se iniciou ao 6° dia pés-infeccdo, contudo adotou-se como medida para
a busca de um tratamento tardio o primeiro 6bito. O desfecho letal ocorreu em 6/6 (100%),
8/8 (100%), 6/8 (75%) e 6/8 (75%) dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL,
respectivamente. A mediana (percentil 25 — percentil 75) de dias para o ébito foi de 6,5 (6-
7,8), 9 (8-9,3), 9 (9-9,8) e 9,5 (8,3-10) dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL,
respectivamente. As diferencas entre as curvas de sobrevida foram significantes (log-rank

Mantel-Cox test, p <0,0001). A comparacgéo direta entre as curvas do grupo NONE e TAL
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mostrou significancia (p < 0,05). As curvas de sobrevida do segundo experimento s&o
mostradas na figura 3.

« "° -|:
Q
L
@ | v,
8 6. ' - == + CONTROLE
L - & TAL +AMP
(] 4 | '
§ h. -1
z '... - - - - ..TAL
o 2 t': o= AMP
v
0 ll 1 )
0 10 20 30

6
Figura 3: Curva de Sobrevida de hamsters infectados com 10 Leptospira interrogans cepa L1.130 e
tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou combinadas,a partir da detec¢do do primeiro 6bito
entre os animais infectados.

7.5 LESAO DE ORGAOS ALVO DE HAMSTERS INFECTADOS: EXPERIMENTO 02

A frequéncia de hemorragia pulmonar macroscopica foi detectada em todos os animais
que sucumbiram da doenca aguda. A diferenca de frequéncia de hemorragia pulmonar, lesdo
tubular aguda, nefrite intersticial, regeneracdo tubular e hemorragia glomerular entre os
grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL néo foi significante (teste exato de Fisher p > 0,05)
Ja a diferenca da frequéncia da detrabeculacdo dos hepatocitos foi significante quando
comparado o grupo NONE com os grupos TAL, AMP e AMP-TAL (teste exato de Fisher p,
<0,05). Os animais sobreviventes ndo apresentaram lesées nas amostras de pulméo, figado e
rim (Tabela 2).



33

6
Tabela 2: Identificacdo das lesdes nos orgdos alvo de hamsters infectados com 10 Leptospira
interrogans cepa L1.130 e tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou combinadas, a partir
da deteccdo do primeiro ébito entre os animais infectados.

Rim Figado Pulmdes
n/N( %) n/N( %) n/N( %)
Lesdo Nefrite Regeneracdo Hemorragia Destrabeculacdo Hemorragiapulmonar
tubular intersticial tubular glomerular de macroscopica*
aguda* hepatécitos™
NONE 6/6(100) 0/6 0 1/6(17) 5/6(83) 6/6 (100)
TAL  5/8(63) 0/8 3/8(38) 1/8 (13) 0/8 8/8 (100)
AMP  3/8(38) 0/8 4/8 (50) 0/8 1/8 (13) 6/8 (75)
AMP  4/8 (50) 0/8 3/8 (38) 0/8 1/8 (13) 6/8 (75)

+ TAL

7.6 CARGA DE LEPTOSPIRAS NOS ORGAOS ALVO DE HAMSTERS INFECTADOS:
EXPERIMENTO 02

A imunofluorescéncia em imprint de tecidos detectou leptospiras nas amostras de rim
de 6/6 (100%), 4/8 (50%), 5/8 (63%) e 2/8 (25%) hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP e
AMP-TAL, respectivamente. A mediana (percentil 25 — percentil 75) da contagem de
leptospiras nas amostras de rim em dez campos microscopicos de 400x foi de 234 (13-1250),
1 (0-5), 2 (0-20) e 0 (0-1) nos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A
diferenca foi significante entre os grupos NONE e AMPI + TAL e também NONE e TAL.
Leptospiras foram detectadas nas amostras de figado de 5/6 (83%), 2/8 (25%), 3/8 (38%) e
0/8 hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL, respectivamente. A mediana
(percentil 25 — percentil 75) da contagem de leptospiras nas amostras de figado foi de 14
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(4-1213), 0 (0-1), 0 (0-2) e O (0-0) nos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-TAL,
respectivamente. A diferenca foi significante entre os grupos NONE e AMPI + TAL, NONE e
AMPI e também entre os grupos NONE e TAL. Leptospiras foram detectadas nas amostras de
pulméo de 4/6 (67%), 0/8, 1/8 (13%) e 0/8 hamsters dos grupos NONE, TAL, AMP e AMP-
TAL, respectivamente. A mediana (percentil 25 — percentil 75) da contagem de leptospiras
nas amostras de pulméo foi de 11 (0-311), 0 (0-0), 0 (0-0) e 0 (0-0) nos grupos NONE, TAL,
AMP e AMP-TAL, respectivamente. A diferenca foi significante entre os grupos NONE e
AMPI + TAL, NONE e AMPI e também entre os grupos NONE e TAL (Figura 4).
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Figura 4. Determinacdo da carga de leptospiras nos 6rgaos alvo de hamsters infectados com

6
10 Leptospirainterrogans cepa L1.130 e tratados com ampicilina e/ou talidomida isoladas ou
combinadas,a partir da detecgdo do primeiro 6bito entre os animais infectados. A presenga da carga
bacteriana nos rins (A), figado (B) e pulmado (C) foi quantificada ap6s contagem em microscopia
eletronica de campo. Cada ponto no grafico representa um hamster e as barras representam a mediana.
Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com poés-teste de
Dunn (*, p<0,05) (**, p<0,001).
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8 DISCUSSAO

O manejo de leptospiras in vitro e o uso de cepas de leptospiras em modelos
experimentais de infeccdo é sempre uma tarefa desafiadora e podem ser resultantes de
consideraveis mudangas na viruléncia da bactéria e/ou no desfecho da infec¢do experimental
como minimas variagdes nas condi¢fes de passagens in vitro, descongelamento de cepas ou
de manutencdo de animais no biotério. Nesse contexto, € dificil estabelecer um modelo
experimental de inicio tardio do tratamento padrdo atual (antibiotico) para avaliacdo
conjugada com terapias adjuvantes, pois mais varidveis sdo adicionadas no modelo ja
reconhecido por ser intrinsecamente sujeito a variabilidade. Mesmo que estas consideracgdes
de variabilidade de comportamento das cepas e da infec¢do experimental, a principio,
representem considerdvel limitacdo para desenvolvimento do projeto, novas terapias para

leptospirose sdo urgentes para reduzir a alta letalidade da doenca clinica.

As estratégias apresentadas neste trabalho sdo as que buscam mimetizar a condigédo
clinica de inicio tardio da terapia antimicrobiana, visto que muitos pacientes demoram em
buscar atendimento médico ou o préprio médico ou 0 médico retarda o diagndstico especifico
para a confirmacdo da suspeita, além de quatro dias apds o inicio dos sintomas, quando o
tratamento ja tem efeitos limitados. Esse atraso pode ser decorrente de que na fase clinica
inicial, a leptospirose pode ser facilmente confundida com infeccdes inespecificas lembrando
quadros de dengue ndo complicada ou qualquer doenca febril aguda auto-limitada (McBRIDE
etal., 2005).

Tendo como base o diagnoéstico tardio e a associacdo entre a lesptospirose grave com
uma resposta inflamatdria sistémica e desta Ultima com niveis elevados de TNF-o indicando
mau progndstico para o curso da leptospirose (TAJIKI e SALOMAO, 1996), objetivou-se a
utilizacdo de uma droga com potencial de imunomodulagdo como terapia adjuvante na
leptospirose experimental, ja que a mesma também foi pouco explorada como terapia

adjuvante na leptospirose.
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Yukawaet al. (1994), testaram os efeitos da terapia isolada ou combinada de penicilina
e esteroides administrados por via subcutanea no modelo de gerbils. Em contraste com o
modelo aqui apresentado, o referido estudo ndo reproduziu o contexto clinico comum de
antibioticoterapia tardia. Na realidade, o estudo avaliou as combinacdes de tratamento
iniciados trés, dois, um dia antes da infeccdo ou no momento da infeccdo. Além disso, como
esperado, gerbils submetidos ao pré-tratamento imunossupressor com esteroides apresentaram
sobrevida mais curta. De modo semelhante, um estudo experimental mais recente com o
objetivo de comparar o tratamento com os antibidticos ampicilina, ofloxacina e doxiciclina
em hamsters definiu o inicio do tratamento arbitrariamente como o terceiro dia pés infecgdo, o
que aparentemente é cedo demais para o desenvolvimento de manifestagdes clinicas em

qualquer modelo de leptospirose experimental (TRUCCOLO et al., 2002).

O trabalho que sugeriu o efeito benéfico da talidomida no modelo experimental de
sepse foi sugerido em um estudo que foi a referéncia importante para o presente trabalho onde
a imunomodulacéo foi realizada a partir de um pré-tratamento com talidomida trinta minutos
antes da infeccdo intraperitoneal por uma cepa multirresistente de P. aeruginosa
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2005). Neste caso a utilizacdo precoce pode ser
justificada devido ao fato da doenca (sepse experimental) ter evolucdo mais curta que a
leptospirose (com &bitos ocorrendo entre 20 e 180 dias apds a infeccdo). Neste estudo
objetivando avaliar o impacto da imunomodula¢do com talidomida no desfecho da infecgéo,
Obito ocorreu 6° dia apés a infecgdo. Desta forma, o desenvolvimento de uma estratégia para

inicio tardio do tratamento era imperativo.

E interessante que, mesmo na auséncia de dados experimentais que subsidiem o
beneficio da imunomodulacdo no desfecho clinico da leptospirose, alguns estudos clinicos de
intervencdo ja foram realizados usando estratégias de imunomodulacdo como alternativa
terapéutica. Existem relatos esparsos de beneficio clinico do uso de metilprednisolona em
altas doses para pacientes com formas graves de envolvimento pulmonar (TRIVEDI et al.,
2001; THUNGA et al., 2012; COURTIN et al.,1994). Um relato do Sri Lanka descreve a

experiéncia da introducdo (a partir de 2008) de pulsoterapia com metilpredinosolona como
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terapia padréo para pacientes admitidos com leptospirose grave. A letalidade caiu de 17/78
(22%) para 16/148 (11%) (KULARATNE et al., 2011). Por outro lado, o Gnico ensaio clinico
controlado, prospectivo e randomizado foi realizado na Tailandia, onde desmopressina e
pulsoterapia com dexametasona foram avaliadas como terapias adjuvantes em 68 pacientes
com envolvimento pulmonar grave associado a leptospirose, sem haver demonstracdo de
beneficio (NIWATTAYAKUL et al.,, 2010). Em estudos menores, Trived et al. (2001) ja
sugeriram beneficio sobre a sobrevida de pacientes com leptospirose ndo sé de pulsoterapia
com esteroides, mas também de outras terapias imunossupressoras tais como ciclofosfamida e
plasmaferese seguida de ciclofosfamida (TRIVEDI et al., 2009; TRIVEDI et al., 2010).

No experimento 1, a andlise do efeito da talidomida sobre a sobrevida dos animais
qguando usado em combinacdo com ampicilina foi comprometida porque todos os animais do
grupo AMP e AMP-TAL sobreviveram. A alta frequéncia de sobreviventes nos grupos
tratados com antibioticos ndo era esperada, visto que em estudos preliminares os hamsters
infectados com esta cepa (na mesma passagem in vitro e mesmo inoculo) tém alta taxa de
Obitos concentrados entre os 10 e 14° dia de infeccdo. No entanto, é sabido que alguma
variacdo na viruléncia de cepas mantidas in vitro € comum na pratica da leptospirose
experimental. Por alguma variacdo de condi¢cdes ndo detectada, uma perda de viruléncia da
cepa resultou que, no experimento 1, o inicio do tratamento no 6° dia tenha sido um momento
precoce demais para simular o inicio tardio de terapia antimicrobiana. Essa compreensdo vem
do conhecimento prévio de que quando a ampicilina é utilizada na fase precoce do tratamento
ela é eficaz (BRASIL, 2009). O que foi observado com a curva de sobrevida neste primeiro
experimento onde todos os animais que foram tratados com ampicilina isolado ou combinado
com a talidomida sobreviveram, enquanto os demais culminaram com o 6bito. Assim, a alta
frequéncia de sobreviventes dificultou a avaliacdo do efeito da talidomida em combinacéo

com ampicilina (um dos objetivos deste estudo).

Uma tendéncia, embora ndo significante, de sobrevida mais longa em hamsters
tratados com talidomida foi observada quando comparada a sobrevida de animais ndo

tratados. Contudo, o tratamento imunomodulador com talidomida isolada ndo apresentou
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efeito sobre a carga de leptospiras nos tecidos e apenas animais que desenvolveram doenga
aguda letal apresentaram hemorragia pulmonar, lesdes renais e detrabeculacdo de hepatdcitos,
como ja demostrado em outros estudos na literatura (SPICHLER et al.,2007; SILVA et al.,
2007; MARINHO et al., 2008).

O segundo experimento foi o que melhor reproduziu o tratamento tardio (ou subétimo)
com ampicilina, farmaco aconselhado pela OMS durante a fase precoce, pois a taxa de
desfecho letal foi a mesma (6/8, 75%) nos grupos AMP e AMP-TAL, e as curvas de
sobrevida ndo deferiram entre os dois grupos. Tendo como base a ideia de ter conseguido
mimetizar um periodo tardio para o tratamento da leptospirose, os achados relacionados a

talidomida associada a ampicilina ou isolada passam a ter maior validade.

Em relacdo a curva de sobrevida, os animais tratados apenas com talidomida
mostraram curva de sobrevida mais longa do que os animais ndo tratados com diferenca

estatistica significante.

Como 6bitos foram observados em todos 0s grupos, as lesGes nos 6rgdos alvo também
foram detectadas em todos os grupos. Apenas a frequéncia de detrabeculacdo de hepatocitos
foi diferente entre os grupos (tabela 2). A detrabeculacdo de hepatocitos é um achado tipico
da doenca aguda letal e pode resolver e ja ndo estar presente em casos de infec¢des, mesmo
letais, com curso mais prolongado. A observacdo de que as lesdes em érgdos alvo variam em
funcdo do tempo e da evolugdo da doenca (aguda versus convalescente) é bem documentada
tanto na leptospirose humana quanto na doenca experimental (AREAN et al., 1962;
MARINHO et al., 2008).

Comparando apenas o grupo NONE nos experimentos 1 e 2, a mediana de dias para o 6bito
foi de 10 (10 — 10.8) e 6.5 (6 — 7.8) (log-rank Mantel-Cox, p <0.0001), respectivamente. Esta
diferenca infere que a cepa, mesmo mantida em condicOes estritas de descongelamento e

passagens in vitro, apresentou-se mais virulenta no segundo experimento. Além disso, apesar
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de ambos os experimentos terem o tratamento iniciado ao sexto dia apo6s a infec¢do, no
primeiro experimento, onde julgamos a cepa menos virulenta isso representou um tratamento
precoce, enquanto no experimento dois (cepa mais virulenta) obtivemos um tratamento em
fase tardia (imediatamente apds o primeiro Obito entre os infectados). A maior viruléncia da
cepa no experimento 2 além de tornar o tratamento planejado mais tardio em comparagéo com

0 do experimento anterior, permitiu a observacao de desfechos letais.

Comparando os desfechos clinicos nos dois experimentos, é razoavel afirmar que a
estratégias de aguardar o primeiro 6bito para iniciar o tratamento é uma alternativa viavel para
reproduzir o tratamento tardio com antibioticos na leptospirose experimental. Essa abordagem
dispensa a realizacdo de experimentos pilotos para avaliacdo de possiveis pontos ideais para
inicio do tratamento, sempre sujeitas a variagdes de um experimento para 0 outro como
atestado pelo nosso préprio grupo em recente avaliagdo de outro potencial tratamento
adjuvante: o azul de metileno (SANTOS et al., 20010), Anexo 3 — 3° artigo.

A carga de leptospiras no experimento 2 foi consistentemente maior no grupo nao
tratado (NONE) quando comparado com todos os grupos submetidos a algum tratamento,
incluindo mesmo o grupo tratado apenas com talidomida (TAL). Diferencas na contagem de
leptospiras foram significantes entre os grupos NONE e TAL para as amostras de rim e
pulmdo. Uma conclusédo ébvia destes achados € que a imunomodulagdo por curto periodo ndo
resulta em maior carga de leptospiras nos 6rgdos alvo. Por outro lado, é intrigante a
observacao de baixas cargas de leptospiras no grupo TAL. Em pelo menos algumas doengas
infecciosas, notadamente micobacterioses e diarreia por microsporideos, o uso de talidomida
demonstrou associar-se com beneficio clinico embora nenhuma acédo de efeito direto sobre a
reducdo do numero de bactérias tenha sido demonstrada (SILVA et al., 2007; RIDOUX e
DRANCOURT, 1999).

Alternativamente, o tratamento imunomodulador pode explicar este achado
simplesmente por associar-se a um maior intervalo de sobrevida. Assim, as diferengas na

carga de bactérias pode refletir o tempo de acdo das defesas naturais do hospedeiro, que
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depuram as leptospiras em fungdo do tempo podendo justificar o achado de que animais que

morrem mais tarde tendem a apresentar menor carga de leptospiras nos tecidos.

Trucollo et al., (2001), demonstraram que apds atingir o limiar de 10*leptospiras/ml no
sangue, os pacientes com leptospirose evoluem para o 6bito a despeito de vigoroso tratamento
antimicrobiano e de suporte. Este achado sugere que, a partir de um nivel critico de
leptospiremia, mecanismos imunes/inflamatorios sdo desencadeados e estdo associados com
complicagdes (TADESSE e SHANNON, 2005). Como resultado, a leptospirose pode ser fatal

mesmo quando a carga de leptospiras esta caindo nos érgdos-alvo.

Durante a execucdo do experimento algumas limitagcdes foram encontradas como por
exemplo dificuldade em definir o dia 6timo para iniciar o tratamento e em manter a
padronizacdo, mediante tantas particularidades inerentes a cepa (descongelamento, repique) e
ao animal, mesmo sendo o modelo utilizado o ideal. Outro fator preponderante foi a reforma
do bioteério, realizada durante a execugdo dos experimentos no Centro de Pesquisa Goncalo
Moniz, o que diminuiu o fornecimento de animais e dificultou a repeticdo do estudo, em
especial tomando como base o desenho experimental 2 (modelo tardio). Cabe ressaltar,
também, que a oferta reduzida de hamsters trouxe algumas mudangas nos objetivos inicias da
pesquisa como a dosagem de TNF-o, a qual seria feita de forma seriada e em pontos

especificos, aumentando a exigéncia do niUmero de animais por grupo.
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9 CONCLUSAO

Como conclusdo, este trabalho relata que a estratégia de aguardar o primeiro obito para um
desenho de estudo com modelo de inicio tardio de tratamento na leptospirose experimental em
hamsters é valida. Este modelo é uma ferramenta til para avaliagdo de terapias adjuvantes,
ou seja, que pode ser adicionado ao tratamento padrdo atual com antimicrobianos. Neste
estudo, a talidomida mostrou efeito limitado sobre o desfecho da infeccdo e, portanto, os
dados aqui apresentados ndo embasam a utilizacdo da talidomida como terapia adjuvante em
pacientes com leptospirose. Contudo, novos experimentos com um ndmero maior de animais
precisam ser realizados antes de invalidar a talidomida como terapia adjuvante na
lepostiprose. A descricdo do modelo neste trabalho objetiva estimular a busca por outras

potenciais terapias que possam reduzir a letalidade da leptospirose grave em pacientes.
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Fundacao Oswaldo Cruz
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PROJETO: “O uso da talidomida como terapia adjuvante na leptospirose
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COORDENADOR: Dr. Mitermayer Galvao dos Reis
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Espécie/Linhagem N° de Animais
Hamster (Golden Syrius) 234
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by the ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH of the CPqGM-FIOCRUZ at
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Salvador, 13 de outubro de 2010.
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/f()\r'/L
Dr. Manoel Barral Netto
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
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Attenuated nephritis in inducible nitric oxide synthase knockout C57BL/6 mice and
pulmonary hemorrhage in CB17 SCID and recombination activating gene 1 knockout
C57BL/6 mice infected with Leptospira interrogans.

Bandeira M, Santos CS, de Azevedo EC, Soares LM, Macedo JO, Marchi S, da Silva CL,
Chagas-Junior AD, McBride AJ, McBride FW, Reis MG, Athanazio DA.

Infect Immun. 2011 Jul;79(7):2936-40. doi: 10.1128/1A1.05099-11.

Este estudo teve dois objetivos principais: 1) investigar a frequéncia de hemorragia pulmonar
em camundongos imunodeficientes, incapazes de produzir linfocitos B e T funcionais,
infectados por leptospiras patogénicas; e 2) avaliar o efeito da deficiéncia genética da enzima
Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS) na frequéncia e gravidade da nefrite intersticial no
modelo murino de infeccdo por leptospiras patogénicas. Os animais usados foram
camundongos C57BL/6 selvagens e iINOS-KO da mesma linhagem; e os dois modelos de
imunodeficiéncia: camundongos CB 17 SCID e C57BL/6 Ragl-KO, com as linhagens
BALB/c e C57BL/6 selvagens como controles. Camundongos C57BL/6 selvagens e iNOS-
KO sobreviveram sem sinais de doenca ap6s a infeccdo por leptospiras patogénicas. A
frequéncia e gravidade da nefrite intersticial foi menor nos animais INOS-KO. Nos
experimentos com animais imunodeficientes, todos os camundongos selvagens sobreviveram
sem sinais de doenca ap0s a infeccdo por leptospiras patogénicas, enquanto todos 0s animais
Ragl-KO e SCID morreram por leptospirose aguda. Hemorragia pulmonar foi detectada em
57% e 94% dos camundongos Ragl-KO, e 83% e 100% dos camundongos SCID, quando
usados os indulos de 107 e 10° leptospiras, respectivamente. Nenhum camundongo selvagem
desenvolveu hemorragia pulmonar. Como concluséo, a auséncia do gene iNOS funcional tem
efeito minimo sobre o desfecho da infeccdo por leptospiras patogénicas no modelo murino,
exceto pela menor susceptibilidade a nefrite intersticial. A auséncia de linfocitos B e T
funcionais ndo impede a ocorréncia de hemorragia pulmonar no modelo murino. Esse achado
fornece evidéncia de que a hemorragia pulmonar na leptospirose ndo esta relacionado com
autoimunidade.
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Detection and quantification of Leptospira interrogans in hamster and rat kidney samples:
immunofluorescent imprints versus real-time PCR.

Chagas-Junior AD, da Silva CL, Soares LM, Santos CS, Silva CD, Athanazio DA, dos Reis
MG, McBride FW, McBride AJ.

PLoS One. 2012;7(2):€32712. doi: 10.1371/journal.pone.0032712

Uma das principais limitacbes no manejo clinico da leptospirose e nos estudos experimentais
com infeccdo por leptospiras patogénicas € a baixa performance dos métodos disponiveis para
deteccdo direta de leptospiras, em especial a microscopia de campo escuro e o isolamento em
meio de cultura. Nosso grupo validou previamente o uso de imunofluorescéncia em imprins de
tecidos (1IT) como uma alternativa de deteccdo direta de leptospiras nos tecidos, abolindo a
necessidade de realizacdo de imunofluorescéncia em cortes congelados de amostras. Neste
estudo, comparamos o ensaio de PCR em tempo real (JPCR) usando como alvo o gene lipL32
com a lIT para deteccdo e quantificacdo de leptospiras em amostras de rins de ratos e hamsters
experimentalmente infectados. Ratos reproduziram o estado de portador cronico (examinados no
28° dia pos-infeccdo) enquanto hamsters reproduziram a infeccdo aguda letal (examinados no 8°
dia pos-infeccdo). Nas duas situacdes, gPCR e IIT apresentaram capacidade equivalente de
deteccdo de leptospiras e as quantificacBes obtidas apresentaram correlacdo positiva moderada.
O estudo conclui que IIT € uma alternativa vidvel para deteccdo direta e quantificacdo de
leptospiras nos tecidos, em especial nas situacdes em que a realizacdo de gPCR ndo é possivel.
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lonic imbalance and lack of effect of adjuvant treatment with methylene blue in the hamster
model of leptospirosis.

Santos CS, Azevedo EC, Soares LM, Carvalho MOS, Santos AC, Chagas Junior AD,
da Silva CLR, Chagas UMR, Reis MG, Athanazio DA.

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 108, p. 438-445, 2013.

A leptospirose humana usualmente cursa com hipocalemia e hipomagnesemia, e 0s
mecanismos postulados envolvem a producdo renal de Oxido nitrico. Nosso grupo
previamente demonstrou a correlacdo positiva entre niveis séricos de 6xido nitrico e marcador
de gravidade de doenca renal (creatinina sérica) na leptospirose humana grave. O azul de
metileno é um inibidor da guanilato ciclase, portanto inibidor de efeitos a jusante de todas
isoformas de Oxido Nitrico Sintase, e relatos recentes indicam o beneficio do seu uso na sepse
experimental e clinica. Neste estudo, investigamos a ocorréncia de alteracdes idnicas séricas
em diferentes pontos de infeccdo (4, 8, 16 e 28 dias) no modelo de hamsters. Também
determinamos o efeito do tratamento com azul de metileno quando administrado como terapia
adjuvante combinada com inicio tardio de antibioticoterapia (ampicilina). Neste modelo, a
hipocalemia ndo foi reproduzida. Todos os grupos infectados desenvolveram niveis crescentes
de potéssio sérico. Além disso, hipermagnesemia (e ndo hipomagnesemia) foi observada.
Estes achados podem estar relacionados a progressdo acelerada da insuficiéncia renal. O
inicio tardio do tratamento com ampicilina, azul de metileno ou ambos preveniu a elevacgéo de
creatinina sérica. No entanto, a terapia adjuvante com azul de metileno ndo apresentou sobre a
sobrevida dos animais.
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