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RESUMO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial que afeta, acidentalmente, o
homem tendo como reservatorios animais domesticos e silvestres. O agente causal, a
Leptospira interrogans, € transmitido ao homem, principalmente, por contato indireto
com agua ou solo contaminados com a urina de ratos. O espectro clinico inclui infeccdo
subclinica, doenga febril anictérica e doenca severa potencialmente fatal conhecida como
sindrome de Weil. Em paises desenvolvidos & descrita, quase sempre, associada a
atividade profissional ou recreativa, enquanto nas regides em desenvolvimento epidemias
também séo associadas a enchentes. Nestas areas, medidas tradicionais de prevencéo da
doenca, como, melhoria das condicdes sanitarias, prote¢do individual e controle de
roedores sdo dificeis de serem implementadas por problemas econdmicos e pela baixa
aceitacdo da comunidade. Por outro lado, até 0 momento ndo ha uma vacina eficaz para
uso em humanos, mas, a quimioprofilaxia com doxiciclina tem sido apontada na
literatura como uma alternativa adequada pra prevencdo pré e pos-exposicdo de
individuos sob risco por determinado periodo de tempo. Epidemias de leptospirose tém
sido relatadas na area rural do Rio Grande do Norte, Brasil desde 1985, atingindo
lavradores de arroz que apresentam a forma anictérica da doenca. Tais epidemias causam
forte impacto econdmico-social na regido por incapacitarem agricultores durante a época
da colheita do arroz e aumentarem os gastos da salde. O objetivo deste estudo foi avaliar
a eficacia da doxiciclina na protecdo contra infec¢do por Leptospira em agricultores de
arroz do municipio de Sdo Miguel/RN, cuja taxa de soroprevaléncia antes da intervencao
foi de 14,2%(n=22). Avaliacdo sorologica pré e pos-colheita realizada em 61 individuos
demonstraram uma taxa de soroconversao de 8,8% (n=34) nos que utilizaram a droga e
de 11,1%(n=27) naqueles que n&o utilizaram. A analise estatistica revelou um risco
adicional de aquisicdo da infeccdo de 29% entre os agricultores que ndo utilizaram a
doxiciclina, além de um risco adicional de 30% de adquirir a infeccdo naqueles
individuos que trabalharam descalgos. A taxa de adeséo a quimioprofilaxia foi de apenas
55,7%. A doxiciciclina pode ser uma medida efetiva na profilaxia pré-exposicdo de
lavradores de arroz, entretanto, uma amostra maior composta por individuos que
apresentem maior aderéncia a terapia € necessaria para uso efetivo deste antibi6tico

como profilaxia da infeccdo por Leptospira nessa regido.



SUMMARY

Leptospirosis is a worldwide zoonosis of considerable medical and economical
importance that affects humans in both urban and rural contexts, as well as domestic
animals and wild fauna. Leptospira interrogans is the causative agent and is transmitted
to humans by indirect contact with contaminated soil or water. The clinical syndromes
include sub clinical infection, self-limited anicteric febrile illness, and severe and
potentially fatal illness, known as Weil’s syndrome. In developed countries, leptospirosis
is related to occupational or recreational activities while in developing countries,
outbreaks occur during floods. In those regions, traditional strategies to prevent the
transmission are difficulties to be implemented because of costs and lack of community
acceptance. In addition, no efficient vaccine is available for human use. Several studies
have suggested that chemoprophylaxis with doxycycline pre and post-exposure may be
effective to prevent leptospirosis. Leptospirosis has been reported in rural areas of the
State of Rio Grande do Norte, Brazil since 1985 in rice farmers who present the anicteric
illness. The disease cause great social and economics impact. The study was conducted
in S&o Miguel where an epidemic of leptospirosis in rice farmers was reported. The main
objective was to determine the efficacy of doxycycline in preventing Leptospira
exposure. A taxa de soroprevaléncia de leptospirose na populagdo estudada antes e apds
a colheita foi de 14,2% (n=22) e de 16.6% (n=27) respectivamente. Anti-Leptospira
serology was determined for 61 subjects in two instances, pre and post-exposure to
potential contaminated water. There was an increased risk of 29.0 per cent in acquiring
infection for individuals that did not use doxycycline. In addition, an increased risk of
30.0 % observed in farmers who did not use protection when exposed to Leptospira. The
adhesion to preventive chemoprophylaxis was 55.7%. Therefore doxycycline, under
specific circumstances appears to be an effective alternative to protect against
leptosprirosis infection. A large sample composed of individuals to adhere to preventive

therapy is needed to define time, dosage and length of use of doxycycline in this area.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

A leptospirose é uma patologia infecciosa febril aguda, potencialmente, grave de
importancia econémica consideravel, causada por espiroquetas patogénicos do género
Leptospira (PARK, 1999). A doenca foi primeiramente descrita por Larrey em 1880 e ainda
nesta decada, Adolf Weil descreveu a sindrome ictérica em pacientes que apresentavam
ictericia, nefrite e fendmenos hemorragicos (FERREIRA, AVILA, 2001).

Espiroquetas foram visualizados em tdbulos renais humanos, através da
impregnacédo pela prata, por Stimson em 1907, que os denominou Spirocheta interrogans
por apresentarem terminagdo em gancho (LEVETT, 2001). No ano seguinte, a demonstracéo
destes agentes no tecido hepético por Inada e Ido permitiu a associacdo do patégeno com a
doenga (KOBAYASHI, 2001). No Brasil, as primeiras publica¢des foram de Bentes, Aragéo
e McDowell, em 1917, no Rio de Janeiro. A partir de entdo a doenga vem ocorrendo em

todas as regides do Pais.

1.2. Agente Etioldgico

O agente causal da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae que atualmente é dividida em trés géneros: Leptospira, Leptonema, e Turneria
(FAINE, ADLER, BOLIN, 1994). O género Leptospira compreende duas espécies, L.
interrogans, incluindo toda linhagem patogénica e a L. biflexa, contendo a linhagem
saprofitica isolada do meio ambiente (LEVETT, 2001). As leptospiras sdo individualizadas
em sorovares ou sorotipos com base nas suas caracteristicas antigénicas, especialmente a
heterogeneidade da molécula do lipopolissacarideo (LPS) (LEVETT, 2001). Dois ou mais
sorotipos sdo classificados em sorogrupos, também com base nas suas semelhancas
antigénicas, tendo sido descritos mais de 180 sorotipos e 19 sorogrupos de L. interrogans
(PLANK, DEAN, 2000). Através de anélise do genoma, o género Leptospira foi atualmente
dividido em 17 genomespécies (PEROLAT, et al, 1988; BRENNER, et al 1999), podendo
sorotipos patogénicos e ndo patogénicos estar incluidos em uma mesma espécie (LEVETT,
2001).

Leptospiras sdo microorganismos aerobios obrigatorios, helicoidais, flexiveis e
moveis, medindo usualmente 6 a 20um de comprimento (LEVETT, 2001). Apresentam

membrana citoplasmatica e parede celular envolvida por uma membrana externa contendo
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porinas que permitem trocas de soluto entre o espaco periplasmatico e o ambiente. Agua
salina e ambiente seco desorganizam este envelope (PLANK, DEAN, 2000). Sua forma
helicoidal fina e os seus flagelos periplasmaticos viabilizam a penetracéo nos tecidos animais.
Nos tecidos e no interior de fagocitos, podem assumir forma esférica ou granular
(GOLDSTEIN, 1988). Estes espiroquetas apresentam, a semelhanca das bactérias gram-
negativas, um LPS (FAINE, 1986) com menor atividade endotoxica (SHIMIZU, et al, 1987),
entretanto, altamente imunogénico e potente ativador de macrofagos e células B. Dos seus
constituintes, os lipideos tém um importante papel na atividade biol6gica da leptospira.
Estudos em animais demonstraram que o LPS determina letalidade em camundongos e
pirogenicidade em coelhos (MATSUO, ISOGAI, ARAKI, 2000). Adicionalmente, o LPS tem
sido associado a hemorragia e coagulacdo como demonstrado pela presenca de
trombocitopenia em animais e humanos infectados com leptospira (EDWARDS, et al, 1986).
Para sobrevivéncia sob a forma livre na natureza as leptospiras requerem algumas
condicdes, tais como, agua no pH entre 7,0 e 7,4 e temperatura entre 28 a 30°C, podendo
sobreviver em aguas estagnadas por meses (FAINE, 1982). Estas bactérias adquirem energia a
partir da oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa, entretanto, ndo conseguem sintetizar
acidos graxos essenciais a partir do piruvato ou acetato sendo capazes apenas de diminuir
cadeias longas e incorpord-los (MURPHY, 1980). As Cadeias longas de &cidos graxos
utilizadas como fonte de carbono sé&o metabolizadas por B-oxidagdo (SMIBERT, 1977). Sais
de amonia sdo importante fonte de nitrogénio, enquanto, aminoacidos e carboidratos ndo séo

utilizados como principais fontes energéticas (FAINE, 1982).

1.3. Aspectos fisiopatoldgicos e imunologicos.

No homem, ap0s penetrarem pelas mucosas integras ou pele lesada, as leptospiras
atingem a corrente sanguinea e rapidamente alcangam todos os 6rgéos e tecidos, incluindo
liquor e olhos (FEIGIN, 1975). No sangue e nos varios Orgdos e tecidos permanecem
extracelularmente, entretanto, podem ser visualizadas em células fagociticas e epiteliais.
Nestas Ultimas, a internalizacdo parece ser um mecanismo de escape do sistema imune
diferenciando espécies saprofiticas de patogénicas (MERIEN, et al, 1997). Nos tecidos o
maior numero de espiroquetas concentra-se no figado seguido das glandulas adrenais e rins
(KOBAYASHI, 2001). A sobrevivéncia e o crescimento bacteriano e, consequentemente, a
patogenia dependeré do in6culo e da viruléncia do sorotipo infectante, bem como de fatores
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inerentes ao hospedeiro, quais sejam pH local, potencial de oxidagéo tecidual e presenca de
nutrientes como eletrolitos e acidos graxos. Entre os fatores de viruléncia da leptospira citam-
se a inducdo de apoptose de macrofagos e a acdo de hialuronidases, fosfolipases e
hemolisinas. A presenca de anticorpos e a resposta imune celular do hospedeiro, previamente
infectado, com 0 mesmo ou com outro sorotipo também influenciam na patogénese da doenca
(FAINE, et al, 1999).

Os mecanismos pelos quais a leptospira causa doencga ndo estdo bem esclarecidos. As
bactérias extracelulares patogénicas causam doencas por inducdo de inflamacao que resulta na
destruicdo tecidual no sitio de infeccdo e por producdo de toxinas que possuem diversos
efeitos patolégicos. Ao contrario, leptospiras ndo induzem resposta inflamatéria aguda no
hospedeiro (PLANK, DEAM, 2000) e sdo observadas em pequeno numero nas lesdes
sugerindo ser a leptospirose uma doenca mediada principalmente por toxinas (ALVES, et al,
1991; BARNETT, et al, 1999; BRITO, et al, 1987). Do ponto de vista patoldgico, em adi¢édo
a lesdo especifica do tecido, como nefrite intersticial e necrose hepatica lobular, uma vasculite
acompanhada de hemorragia, é vista em todos os tecidos (LOMAR, DIAMENT, TORRES,
2000; NICODEMO, et al, 1989).

A aderéncia a superficie celular é uma propriedade importante na patogenicidade.
Aderéncia de neutrdfilos as células endoteliais induzidas por LPS é responsavel pela vasculite
(DOBRINA, et al, 1995; ISOGALI, et al, 1997). Este efeito indutor do LPS parece ser mediado
pelo fator ativador plaquetario (PAF) uma vez que antagonistas do PAF reduzem a aderéncia,
podendo o PAF ser um fator patogénico na leptospirose (ISOGAI, et al, 1997). As alteracdes
ao nivel de membranas do endotélio vascular levam a lesGes isquémicas, andxia e queda da
pressao arterial, culminando com morte do tecido lesado. Leptospiras virulentas aderem-se as
células epiteliais renais, in vitro, sendo essa aderéncia aumentada através de concentracdes de
anticorpos homologos subaglutinantes (BALLARD, et al, 1986). Paralelamente, aderéncia as
plaquetas provoca agregacao e desenvolvimento de trombocitopenia (ISOGAI, et al, 1997).

Dentre os varios antigenos isolados das leptospiras, a glicolipoproteina (GLP) pode
aderir-se a células endoteliais e as membranas epiteliais acompanhada de outros depdsitos
antigénicos, resultando na destruigdo bacteriana pelo sistema imune (MACEDO-SANTOS, et
al, 1989; ALVES, et al, 1991). Entretanto, a GLP pode conter toxinas potencialmente
envolvidas na patogénese da leptospirose como demonstrado pelo blogueio da bomba de
sodio de células epiteliais tubulares renais (YOUNES-IBRAHIM, et al, 1995). Na

leptospirose experimental, a enzima Na K-ATPASE ¢ inibida, em ensaios in vitro com GLP e,
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em lesdes renais, nos sitios onde ha maior concentracdo de GLP. A acédo inibitdria parece
relacionar-se aos acidos graxos insaturados, podendo ser este um dos principais mecanismos
da disfuncdo renal, caracteristica da doenca (FAINE, et al, 1999). Os lipideos da
glicolipoproteina s&o toxicos, produzindo lesdes necréticas, quando inoculados
intradermicamente (LEVETT, 2001). Em experimentos o complexo glicolipoproteico extraido
da L. interrogans por um tratamento com TRIS-lisozima seguido de precipitacdo com &cido
acético, exerce um efeito toxico na porcdo lipidica da membrana celular levando a sua ruptura
com extravasamento do contetudo celular e morte. Admite-se que os &cidos palmitoléico e
oléico do espiroqueta se intercalem aos lipideos da membrana do hospedeiro induzindo a lise
celular (VIHN, ADLER, FAINE, 1986). In vivo, esta toxicidade é observada pelos efeitos
histopatoldgicos tipicos, como infiltrado de macrofagos e células polimorfonucleares
(LEVETT, 2001).

A resposta imune do hospedeiro a leptospira esta relacionada diretamente aos
eventos patoldgicos da doenca. Macrofagos sdo ativados pelos produtos bacterianos como
GLP, LPS e peptidoglicano levando a secrecdo de fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e
interleucina-1 (IL-1), resultando em infiltrado leucocitario nos sitios de infeccdo. Outro efeito
do TNF-a € induzir a apoptose de linfocitos. Além de ser um potente estimulador da produgéo
de citocinas pelos macréfagos, o LPS ativa a via alternativa do complemento resultando em
opsonizacao e fagocitose. O peptidoglicano é mitogénico para células mononucleares que
secretam TNFo e sdo capazes de induzir complemento, contribuindo para resposta do
hospedeiro durante a infec¢do (CINCO, et al, 1996).

DIAMENT, 2002 demonstrou que a GLP extraida de L. interrogans sorovar
Copenhageni induz a ativacdo celular, in vitro e ex vivo, de células mononucleares do sangue
periférico através da secrecdo de TNF-a e IL-10 e do aumento da expressdo de CD69 em
linfocitos e mondcitos e, de antigenos HLA-DR em mondcitos. Nas mesmas condicdes, a
GLP de L. biflexa sorovar Patoc ndo induziu a ativagdo celular (DIAMENT, et al, 2002),
apesar de anteriormente ter sido demonstrado efeito bioldgico, semelhante ao extraido de
leptospira patogénica, como citotoxicidade a fibroblasto, hemaglutinacdo e crenacdo de
hemacias (VIHN, ADLER, FAIE, 1986). Possivelmente, a liberacdo de TNFa e IL-10, bem
como, 0 aumento da expressdo de CD69, por células mononucleares de sangue periférico
quando incubadas com GLP induzem a secrec¢éo de mediadores inflamatdrios, principalmente
prostaglandinas E2 e F1 e leucotrieno B4 e aumento na producéo intracelular de 6xido nitrico
(NO) (DE MARIA, et al, 1994), essencial no controle da infeccdo. O LPS e as lipoproteinas
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de leptospiras ativam macrofagos via CD14 e receptor-2 semelhante a Toll (TLR2). E
conhecido ser 0 TLR4 o receptor para o reconhecimento do LPS de bactérias gram negativas,
ndo estando, portanto, envolvido na resposta celular a L. interrogans (WERTZ, et al, 2001).

Os mondcitos ativados secretam TNFa que induz a inflamacéo local e sistémica
além de IL-1, IL-6 e IL-8 importantes no controle da infec¢cdo e, a0 mesmo tempo, envolvidas
no processo inflamatorio (SLIFKA, WHITTON, 2000). Altos niveis de TNFa estdo
associados a severidade da leptospirose, semelhante ao observado na malaria cerebral (HILL,
1996) e, na infeccdo por Leishmania (KARPLUS, et al, 2002). Em contraste, apesar dos
niveis aumentados de IL-10 na fase aguda, esta citocina nao esta relacionada com a gravidade
da doenca. Pacientes com leptospirose menos severa apresentam uma maior taxa de IL-
10/TNFa (TAJIKI, NAKAMA, SALOMADO, 1997).

A imunidade na leptospirose é predominantemente humoral. Imunoglobulinas sdo
produzidas com 2 a 10 dias pés-infeccao, dependendo da espécie, da imunidade do hospedeiro
e do indculo. Os anticorpos aderem ao lipopolissacarideo dos espirogquetas num processo de
opsonizagdo preparando-os para serem fagocitados pelas células reticuloendoteliais.

Complexos imunes circulantes séo correlacionados com a severidade dos sintomas
(GALLLI, et al, 1985). O aumento na severidade da doenca de Weil pode ser resultado de uma
intensa resposta imune humoral, uma vez que faléncia renal, trombocitopenia e complica¢des
pulmonares ocorrem na fase imune (ABDULKADER, et al, 2002). Em infeccédo
experimental, observou-se que o antigeno foi localizado no intersticio renal enquanto
imunoglobulina G (IgG) e complemento 3 (C3) foram depositados no glomérulo e nas paredes
dos pequenos vasos sanguineos (YASUDA, HOSHINO-SHIMIZU, YAMASHIRO, BRITO,
1986). A patogénese de uveite recorrente em equinos parece envolver a producdo de
anticorpos contra antigenos em tecidos oculares, visto que, a presenca de linfécitos B foi
detectada na retina de cavalos com uveite (LUCCHESI, PARMA, 1999; PARMA, et al,
1987).

Experimentos em animais levantaram questionamentos quanto ao paradigma de que
a imunidade protetora na leptospirose € primariamente humoral. Apesar de anticorpos anti-
LPS de leptospira promoverem protecdo passiva em alguns modelos animais (JOST, ADLER,
VIHN, FAINE, 1986; MASUZAWA, et al, 1990), bovinos que receberam vacina
pentavalente contra o sorovar hardjo permaneceram susceptiveis a infec¢do por este sorovar
mesmo apresentando altos titulos de anticorpos especificos anti-LPS (BOLIN, ZUERNER,
TRUEBA, 1989; BOLIM, CASSELLS, ZUERNER, TRUEBA, 1991). Por outro lado,
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polissacarideos antigénicos obtidos do LPS de leptospira ndo patogénica, L. biflexa patoc
patoc 1, mostrou reatividade com antisoro de coelho elicitado pela imunizagcdo com vérias
leptospiras patogénicas sugerindo um efeito protetor do LPS. A similaridade entre os epitopos
antigénicos de L. biflexa e L. interrogans foi confirmada pela MAT e ELISA. Estes resultados
sugerem que 0s antigenos presentes nas superficies celulares de ambas L. biflexa patoc e L.
interrogans sorovar manilae sdo muito semelhantes. Consonante com isso, a administracao de
uma preparacdo de LPS de L. biflexa resulta em resposta protetora em hamster quando
desafiados com L. interrogans podendo ser utilizada como uma vacina contra a leptospirose
causada por diferentes espécies (MATSUO, ISOGAI, ARAKI, 2000). ELLIS, et al, 2000
demonstraram recentemente que PBMC de bovinos vacinados contra o sorovar hardjo
proliferaram, in vitro, quando estimulados com antigenos especificos sugerindo a participacéo
da imunidade celular (ELLIS, et al, 2000). Adicionalmente, PBMC de animais vacinados com
leptospiras mortas produzem interferon gama (INFy) quando em cultura com antigeno
induzindo uma potente resposta imune TH1 (NAIMAN, et al, 2001). A supressao da resposta
imune mediada por célula na leptospirose foi relatada anteriormente (RATNAM, et al, 1984).
A inibicdo da atividade macrofagica aumenta a susceptibilidade a infeccdo (ISOGAI, et al,
1986).

1.4. Manifestagdes Clinicas

A leptospirose apresenta amplo espectro de manifestagcdes clinicas em humanos
(FARR, 1994). A sintomatologia é conseqiiéncia, como citado anteriormente, de uma
pancapilarite generalizada caracteristica da doenca (FEIGIN, ANDERSON, 1975). Apds um
periodo de incubacdo variavel de trés a 15 dias podem ocorrer duas sindromes clinicas
distintas, com 90% dos pacientes apresentando uma doenca febril anictérica e 10% doenca
severa com ictericia e manifestacfes hepéticas e renais (sindrome de Weil) (GUERRANT, et
al, 1999). Embora mais freqiientemente visto na forma anictérica, ambas as formas, podem
seguir um curso bifasico caracterizado por uma fase septicemia e uma fase imune (LEVETT,
2001).

Na forma anictérica a grande maioria das infeccdes é subclinica ou de baixa
severidade e a resolucdo coincide com o surgimento de anticorpos (LEVETT, 2001). Os
individuos sintomaticos apresentam na primeira fase, conhecida como fase septicémica, febre

slbita, calafrios, cefaléia, mialgias, erupc¢des cutaneas, nuseas, vomitos, derrame conjuntival
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e prostracdo. Nesta fase as leptospiras podem ser isoladas do sangue, liquor e tecidos
(LEVETT, 2001). Seguindo-se a defervescéncia da febre e demais sintomas, ap6s um a dois
dias, inicia-se a fase imune, caracterizada pela producéo de anticorpos. Subsequéntemente, as
leptospiras desaparecem do sangue e liquor, mas, podem ainda ser encontrada no rim, urina e
humor aquoso (EDWARDS, DOMM, 1960; KELLEY, 1998; TURNER, 1967). Em alguns
pacientes a febre retorna associada a sintomas neurologicos como cefaléia, fotofobia, e rigidez
na nuca, caracterizando um quadro de meningite asséptica que consiste na principal
manifestacdo clinica desta fase. E na fase imune que as complicagdes tipo neurite Gptica,
uveite, iridociclite, coriorretinite e neuropatia periférica aparecem com maior freqiiéncia. Em
2% dos pacientes é detectada uma uveite prolongada e recorrente que se inicia varios meses
apos os sintomas da leptospirose clinica (PLANK, DEAN, 2000).

Diferentemente da forma anictérica, a forma ictérica da leptospirose, conhecida
como Sindrome de Weil, € geralmente grave. Ocorre em 5% a 15% dos casos e sua
mortalidade varia de 5 a 40%. Originalmente descrita em infeccOes associadas ao sorogrupo
icterohaemorrhagiae pode ser observada com qualquer outro sorotipo (FEIGIN, 1975). E
caracterizada pela faléncia das funcdes hepaticas e renais, hemorragia, colapso vascular e
alteracdo severa da consciéncia (EDWARDS, DOMM, 1960; DE BRITO, et al, 1987,
SPERBER, SCHLEUPNER, 1989). A ictericia que constitui a caracteristica principal nesta
forma clinica ndo estd associada com necrose hepatocelular e sim a uma colestase
intrahepatica. Em geral, a funcdo hepéatica se normaliza apds a recuperacdio (RAMOS-
MORALES, et al, 1959). Manifestacdes hemorragicas sdo frequentes, sendo observado
petéquias, purpura, hemorragias conjuntival, gastrointestinal e pulmonar. Os sintomas
pulmonares incluem tosse, dispnéia, hemoptise de graus variados (BERENDSEN, et al, 1984;
ALLEN, RAFTERY, PHELAN, 1989; ALANI, et al, 1993). Na Cor¢éia, China, e Nicaragua a
hemorragia pulmonar & causa de morte em pacientes sem disfuncdo renal e ictericia
significativas (PARK, et al, 1989; DAI, 1992; ZAKI, SHIEF, 1996). As Formas Pulmonares
Graves da Leptospirose (FPGL) representam uma evolucao atipica da doenca, com instalacdo
precoce de insuficiéncia respiratoria aguda, muitas vezes precedendo quadro de ictericia e
renal. A morte pode ocorrer nas primeiras 24 horas de internacdo, por asfixia causada por
profusa hemorragia bronco-pulmonar. Essas formas atipicas tém sido relatadas com
frequiéncia no Brasil, principalmente no Estado do Rio de Janeiro, podendo ser confundidas
com outras doencas agudas e febris que cursam com hemorragia pulmonar (Secretaria de

Estado da Saude do Parand). Alteracdes do sistema nervoso central também podem ocorrer.
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Outras manifestacfes menos freqlientes sdo linfadenopatia generalizada, colecistite alitidsica e
sindrome de angustia respiratdria do adulto. O ecocardiograma revela pericardite e pequenos
derrames pericardicos em 6% dos pacientes. As alteracdes na radiografia de térax incluem

edema pulmonar, pneumonite difusa e derrames pleurais.

1.5. Diagnostico

A leptospirose é considerada como uma doenca infecciosa re-emergente ndo apenas
pelo aumento da incidéncia nos Gltimos anos, mas também pelo aumento de sua severidade
(SEHGAL, et al, 1995; DAHER, et al, 1999; YERSIN, et al, 2000) que frequéntemente induz
uma mortalidade elevada, especialmente em pacientes que tém retardo no diagnostico ou
naqueles com tratamento improprio. O diagndstico precoce € importante para 0 prognastico
de pacientes com a forma severa de leptospirose (FAINE, 1982). A urgéncia em desenvolver
melhores estratégias de diagnostico surgiu a partir de 1995 quando a leptospirose re-emergiu
com epidemias na Nicardgua e em outras localidades causando grave sindrome pulmonar
hemorragica (TREVEJO, et al, 1995).

O diagndstico presuntivo da leptospirose é baseado em aspectos clinicos e
epidemiolégicos, bem como em achados laboratoriais especificos. Em regides tropicais, onde
outras doencas agudas febris sdo comuns, a leptospirose pode ser confundida, clinicamente,
com influenza, meningite asséptica, encefalite, febre tifoide, ricketsioses, dengue, hepatite e
gastoenterites. Os achados laboratoriais mais indicativos de doenca incluem proteindria,
leucocitose com neutrofilia e desvio para esquerda, sedimentagdo de eritrocitos aumentados e
plaquetopenia (KOBAYASHI, 2001).

O diagnostico especifico é baseado primariamente no isolamento do patégeno de
qualquer espécime clinico ou demonstracdo no aumento de anticorpos séricos (WINSLOW, et
al, 1997). E necessario considerar que a doenca apresenta um comportamento bifasico onde
na fase inicial ou septicémica a bactéria pode ser isolada no sangue, liquido cefalorraquidiano
e dialisado até o fim da primeira semana ap0s apresentacdo clinica (CAMARGO, et al, 1995).
Na segunda fase, imunoldgica, ha o aparecimento dos anticorpos séricos especificos
circulantes e também a eliminagdo das leptospiras na urina. As leptospiras podem ser
cultivadas em meio contendo 10% de soro de coelho (meio de Fletcher e de Stuart), ou 1% de
albumina bovina e acidos graxos (meio EMJH, Elling-Hausen-Maccullough-Johnson-Harris)
contendo 5-fluouracil. O pH 6timo deve estar entre 6,8 e 7,4 e a temperatura entre 28°-30°C.

O periodo de crescimento varia de alguns dias a quatro semanas (LEVETT, 2001). As
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leptospiras sdo bem visualizadas em microscopia de campo escuro, podendo também ser
visualizadas em microscopia de contraste de fase ou até mesmo em campo claro (FARR,
1995).

Entre os métodos soroldgicos, o teste de microaglutinagdo (MAT) € considerado o
“Padrdo Ouro” pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Nesta técnica, diluicGes seriadas
do soro do paciente sdo incubadas a 37°C com uma suspensdo de leptospiras vivas e ap0s
duas horas é observada a presenca de aglutinacdo em microscopia de campo escuro. Como o
teste é dirigido contra sorotipos especificos, as séries de antigenos utilizadas devem incluir os
sorovares representativos de todos os sorogrupos (FAINE, 1982) e os comuns da regido
(TORTEN, 1979). Resultados falsos negativos sdo frequentemente relatados quando o sorovar
causador ndo estd incluido na bateria (THIERMANN, 1984). Os pacientes infectados
apresentam titulos que variam de, no minimo, 1:100 até 1:25000 ou mais. Os anticorpos
aglutinantes surgem 6 a 12 dias ap6s o inicio da infeccdo e atingem um pico maximo na
terceira ou quarta semana da doenca, podendo ser detectados varios anos apos a doenc¢a aguda
(CUMBERLAND, et al, 2001) o que ndo permite monitoramento da eficacia do tratamento
(SAENGJARUK, et al, 2002). Para confirmacdo diagnéstica, muitas vezes sdo necessarias
amostras de soros pareados (SAENGJARUK, et al, 2002). Apesar de especifica, a MAT
apresenta baixa sensibilidade no inicio da infeccdo. Contudo, ¢ muito utilizada em estudos
epidemioldgicos, identificacdo de cepas, avaliacdo do sorogrupo provavel da infeccdo e na
confirmacdo da doenca em vigilancia de satde publica (BRANDAO, et al, 1998). Esta técnica
é cara, de execucdo trabalhosa exigindo pessoal técnico qualificado, estando restrita a poucos
laboratdrios de referéncia. Utilizam-se culturas vivas de diferentes sorovares de leptospiras
(FERREIRA, AVILA, 2001) que requerem meio de cultura complexo (SAENGJARUK, et al,
2002), manutencdo e repiques frequentes, além da necessidade de microscopio de campo
escuro.

Devido a complexidade da MAT, testes rapidos de triagem para deteccdo de
anticorpos anti-leptospira, na infec¢do aguda, foram desenvolvidos (LEVETT, 2001). Entre
eles: o teste hemolitico (COX, et al, 1957), a aglutinacdo macroscopica (SAT-Slide
Agglutination Test) (GALTON, et al, 1958), o ensaio de hemaglutinacdo indireta (LEVETT,
WHITTINGTON, 1998; SULZER, et al, 1975), a imunofluorescéncia indireta (TORTEN, et
al, 1966), o teste de aglutinacdo em microcapsula (ARIMITSU, et al, 1994) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) — (ADLER, et al, 1980; MILNER, et al, 1985).
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O ELISA-IgM tem sido descrito por autores de diversos paises como um teste de alta
sensibilidade (S=98%) e especificidade (100%), permitindo a deteccdo de anticorpos ja na
primeira semana, sendo um método eficaz para o diagnodstico na fase aguda da doenca,
(FAINE, 1982; Ministério da Saude, 1997). Porém, sua utilizacdo ainda € restrita a
laboratdrios de referéncia. O Dot-ELISA pode ser utilizado para pesquisa de anticorpos das
classes IgM, 1gG, e IgA antileptospira na saliva e no soro (SILVA, et al, 1997). A
sensibilidade do SALIVADOT ¢é de 98% e a especificidade € de 100%, semelhante ao do
ELISA IgM no soro e LEPTO Stick (GUSSENHOVEN, et al, 1997). Estes testes
imunoenzimaticos, comparados aos aglutinantes, sdo métodos mais sensiveis e especificos,
permitindo detectar anticorpos a partir do 2° e 4° dia apds o inicio dos sintomas (CAMARGO,
et al, 1992; SILVA, et al, 1995). Sua execucéo é relativamente mais facil do que a MAT e
permitem redugédo no tempo de processamento.

O advento de técnicas de biologia molecular permitiu a deteccdo do DNA de
leptospira em material clinico. Para esse fim tém-se utilizado dot-blotting (MILLAR, et al,
1987; TERPSTRA, et al, 1986), hibridizacdo in situ e PCR (TERPSTRA, et al, 1987). A PCR
€ um metodo molecular rapido e sensivel em especial durante os primeiros dias de doenca
antes da soroconversdo, sendo Gtil também para distinguir sorovares patogénicos dos nao
patogénicos (MURGIA, et al, 1997; PARMA, et al, 1997; WOO, et al, 1997). Pode ainda ser
utlizada para detectar DNA de leptospira em tecidos no diagndstico post mortem, quando
métodos convencionais, como a cultura, falham. Em um estudo na india, 35% dos pacientes
tiveram PCR positiva no humor aquoso sendo soronegativos atraves da MAT e do ELISA
(CHU, RATHINAM, NAMPERUMALSAMY, DEAN, 1998).

1.6. Tratamento

A eficdcia de antibioticoterapia na leptospirose humana é controversa.
Antimicrobianos sdo mais efetivos quando iniciados nos primeiros cinco dias da doenca, ou
antes, que se inicie a ictericia, entretanto, a maioria dos casos chega ao hospital com mais de
quatro dias de doenca. Por outro lado, poucos estudos tém avaliado a susceptibilidade in vitro
da Leptospira spp a agentes antimicrobianos (TRUCCOLDO, et al, 2001). Leptospiras sao
sensiveis a maioria dos antibidticos com exce¢do do cloranfenicol, vancomicina, rifampicina e

metronidazol (FAINE, et al 1999). Dentre os utilizados na clinica para o tratamento humano,
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0s que obtiveram menor MIC (concentracdo inibitoria minima), foram ampicilina, penicilina,
tetraciclina e ciprofloxacina (TRUCCOLDO, et al, 2001).

A penicilina G cristalina é a droga de escolha. Alérgicos a penicilina podem usar
ceftriaxona. Ainda como alternativa pode ser utilizada a tetraciclina ou doxiciclina. A
tetraciclina mostrou ser estatisticamente mais efetiva que placebo em reduzir os dias de febre
e outros sintomas, mas ndo em evitar envolvimento renal ou hepéatico (RUSSEL, 1958). A
doxiciclina € um analogo da tetraciclina de acdo prolongada que possui a capacidade de se
ligar & subunidade 30S dos ribossomos microbianos, bloqueando a ligagcdo da RNA-aminoacil
transferase, inibindo a sintese de proteinas. A doxiciclina na dosagem de 100mg duas vezes
ao dia durante sete dias reduziu a duracdo e a severidade da doenca na leptospirose anictérica
em 2 dias. O tratamento preveniu leptospirtria e ndo houve efeito adverso (MACCLAIN, et
al, 1984). Esses achados de prevencdo de leptospiruria e uma significante reducdo na duracao
da doenca poderiam justificar o uso de antibiético. Em um modelo murino para determinar a
eficacia dos antibioticos (ampicilina, doxiciclina e ofloxacina) durante o curso da doenca, um
ensaio quantitativo por PCR foi usado para monitorar a densidade de leptospiras no sangue e
em o6rgdos (figado, rim, pulm&o, coragdo e baco). Os resultados mostraram a eficicia da
ampicilina em altas doses (100mg/kg/peso) na eliminacdo de leptospiras no hospedeiro, com
excecdo do rim e coracdo, onde 10? leptospiras permaneceram até o sexto dia. A Ofloxacina
(30mg/kg) foi incapaz em eliminar as bactérias do sangue e rins. Com a doxiciclina
(10mg/kg), o clearance de leptospiras ocorreu em dois dias em todos os 6rgdos estudados,
com excecdo do figado que requereu trés dias (TRUCCOLO, et al, 2002).

Pacientes que apresentam o quadro grave da doenca e apresentam ictericia e
insuficiéncia renal, devem ter seu equilibrio hidroeletrolitico controlado devendo ser bem
hidratado a fim de evitar insuficiéncia renal aguda cujo tratamento é a dialise peritoneal. Em
casos graves da forma pulmonar com hemoptise refrataria a terapias convencionais pode-se
utilizar a desmopressina. Esta droga, indicada em varias desordens hereditarias e adquiridas,
foi utilizada em pacientes com faléncia respiratdria, choque e disfuncdo de varios 6rgaos
melhorando rapidamente o quadro (PEA, RODA, BOUSSAD, LONJON, 2003).

1.7. Epidemiologia

A leptospirose € uma zoonose que ocorre de forma endémica no mundo inteiro, exceto
em regides polares (SCHECTER, MARANGONI, 1998). Ndo é uma infeccdo comum em
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humanos, com excec¢do das regides tropicais onde estd vinculada a fatores ambientais como
temperatura, pH, tipo de solo e umidade. Atualmente € identificada como uma das principais
doencas infecciosas re-emergentes, determinadas por recentes epidemias na Nicaragua, Brasil,
India, Sul da Asia e Estados Unidos (LEVETT, 2001).

E um problema veterinario relevante, atingindo animais domésticos (cdes e gatos),
silvestres e outros de importancia econdmica (bois, cavalos, porcos, cabras, ovelhas). Os
animais sdo, portanto, 0s reservatdrios essenciais para a persisténcia dos focos da infeccéo.
Roedores sinantrépicos das espécies Rattus novergicus, Rattus rattus e Mus musculus sao as
mais importantes fontes de infeccdo humana (PLANK, DEAN, 2000), pelo seu grande
namero, pela proximidade com o homem e pelo fato de que a bactéria multiplica-se em seus
tubulos renais sem causar dano, sendo eliminada para 0 meio ambiente durante toda a vida do
animal, contaminando aguas, solo e alimentos. O homem é um hospedeiro casual e transitorio,
albergando a bactéria durante a doenca e por um curto periodo apos a infeccdo (SCHECTER,
MARANGONI, 1998).

A leptospirose ocorre de forma sazonal nas diversas regifes estudadas. A alta
prevaléncia nos paises em desenvolvimento est4 associada com o crescimento populacional
urbano e auséncia de saneamento basico que constitui um fator essencial na proliferacdo de
roedores (ALMEIDA, 1994). Nesta situagdo, 0s grupos socio-econdmicos menos
privilegiados, com dificuldade de acesso a educacdo e saude, residentes em regides periféricas
as margens de cdrregos ou proximos esgotos a céu aberto, expostos com fregliéncia a
enchentes, apresentam o maior risco de contrair infeccdo (ALMEIDA, 1991). Em paises
desenvolvidos, com infra-estrutura de saneamento adequada, a populacdo estd menos exposta
ao contagio. E mais comum que a infecgdo ocorra a partir de animais de estimacdo e em
pessoas que se expdem a agua contaminada, em razdo de atividades profissionais ou
recreativas (LIMA, RIBEIRO, 1990).

A exposicdo ocupacional € um fator de risco significante (WAITKINS, 1986),
podendo atingir diferentes categorias profissionais como trabalhadores em arrozais e
canaviais, mineiros, abatedores de animais, trabalhadores da rede de abastecimento de aguas e
esgotos, e médicos veterinarios. Em relacdo aos servigos de saneamento, estdo expostos ndo
apenas os trabalhadores das redes de abastecimento de agua e esgotos, como também os da
limpeza publica, coletores de lixo e varredores (ALMEIDA, 1991). Essas atividades sdo
executadas, na auséncia de recursos tecnoldgicos e de equipamentos de seguranca, por mao de

obra ndo qualificada e mal remunerada, 0 que aumenta ainda mais o risco dos trabalhadores
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contrairem a infeccdo (COSTA, et al, 1970; GONCALVES, et al., 1981; ANDRADE,
BRANDAO, 1987). Dentre as atividades recreacionais que podem constituir em fonte de
aquisicdo da doenca estdo natagdo, pescarias e as cacadas onde haja 4gua e solo contaminado.
Casos estdo aumento entre participantes de competicbes que envolvem esportes radicais
(HAAKE, et al, 2002). Surtos de leptospirose por atividades de lazer praticadas em areas
proximas a zonas rurais também ja foram descritos (COCKBURN, et al., 1954; AZEVEDO,
CORREA, 1968).

A infecgdo é transmitida mais comumente de forma indireta por contato da pele e
mucosas integras ou lesadas com &agua, solo Umido e vegetacdo, ao nadar, por imersdo
acidental ou ingestdo de alimentos contaminados com urina de animais infectados. Outra
forma de transmissdo € pelo contato direto com tecidos, urina, saliva de animais infectados
(ACHA, SZYFRES, 1986). O homem ¢ infectado casual e transitoriamente, e ndo tem
importancia como transmissor da doenca, contudo, a transmissdo sexual durante a fase
convalescente da doenca ja foi relatada (HARRISON, FITZGERALD, 1988). Transmissao
transplacentaria também pode ocorrer e esta associada com morte fetal e aborto (COGHLAN,
BAIN, 1969). BOLIN e KOELLNER relataram um caso de leptospirose anictérica em um
lactente cuja mde adoecera 21 dias antes. Possivelmente, a transmissdo ocorreu através do
leite materno (BOLIN, KOELLNER, 1988).

A doenca ocorre predominantemente no sexo masculino, porém, ndo existe diferenca
de susceptibilidade quando ambos 0s sexos estdo igualmente expostos as fontes de contagio.
A faixa etaria de 15 a 45 anos é a mais acometida. No meio rural estes fatores estdo ligados a
atividades de agricultura e ao trato com animais (EVERARD, et al, 1990; SASAKI, et al,
1993), como observado em colhedores de arroz na Italia e Espanha, onde 10 a 20% dos
trabalhadores sdo anualmente atingidos (CICERONI, et al, 1995). Na Italia, um estudo
revelou que homens entre 15 e 64 anos residentes na area rural ttm o maior risco de aquisi¢édo
da leptospirose, as principais fontes de infeccdo sdo agua estagnada e solo contaminado
seguidos de contato direto com animal infectado e o risco de contrair a doenga por atividade
de laser estd aumentando em relacdo a ocupacdo (CICERONI, et al, 2000). No Brasil, dos
2.065 casos de leptospirose notificados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas durante o
periodo de 1980-1994, 91,1% eram do sexo masculino (VERONESI, 1998). Em Cuba no
periodo de 1986 a 1990 de um total de 2.478 casos de leptospirose humana, mais de 80%
eram do sexo masculino. Em um estudo de leptospirose em Barbados a forma ictérica ocorreu

predominante em homens numa faixa etaria entre 25 e 45 anos (EDWARDS, et al, 1990).
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Contudo, estudos na Bolivia (CICERONI, et al, 1995), Gabdo (BERTHERAT, et al, 1999),
India (RATNAM, S., et al, 1993), e Coréia (KIM, J. S., 1987) revelaram que as taxas de
soroprevaléncia foram idénticas para homens e mulheres. Na provincia de Santa Fé na
Argentina, a maioria dos casos atinge os homens acima de 15 anos com baixo nivel de
escolaridade e as fontes de infeccdo diferem dos moradores da area rural e urbana, no
primeiro caso esta relacionado a presenca de roedores e ao tipo de trabalho enquanto no
segundo deve-se a pobreza e as condi¢es de moradia (MARTIN, SENSEVY, COLOMBO,
TRAMONTINA, 2002).

Barbados é uma ilha do Caribe que apresenta o clima quente e imido e solo alcalino
oferecendo condicdes ideais para Leptospirose. A doenca foi reconhecida na ilha em 1930
quando atingiu lavradores de cana e cortadores de capim sendo rara entre outras classes da
comunidade (EVERARD, et al, 1992). Subsequéntemente, nos anos de 1968 a 1974 Damude
et al observaram uma ampla variedade ocupacional nos casos de leptospirose na regidao
(DAMUDE, JONES, WHITE, MYERS, 1979). Posteriormente, em um estudo prospectivo de
1979 a 1986, EVERARD, et al, 1992 avaliaram fatores de risco para leptospirose severa em
Barbados e observou que a incidéncia de infeccdo aumenta com a idade sendo maior no sexo
masculino particularmente acima dos 35 anos e que a doenca atinge mais as areas rurais, pois,
em adicdo a ocupacdo, contato com animais e outras atividades, 0s centros urbanos estdo em
areas com baixo indice pluviométrico, enquanto as rurais estdo em areas com alta precipitacao
(EVERARD, et al, 1992). Entretanto, a alta incidéncia de leptospirose em homens tende a ser
universal e geralmente atribuida a fatores ocupacionais sendo mais comum em agricultores,
como observado por outros autores em diferentes regides (BOVET, et al, 1999; KUPEK, et al
2000; VADO-SOLIS, et al, 2002).

Apesar da leptospirose ser primariamente uma infeccdo de adultos, um estudo
soroldgico onde estudantes de Barbados e Trinidad com idade entre 7-14 anos foram
randomicamente selecionados em escolas urbanas e rurais apresentaram 12,5”e 9,5% de
criancas soropositivas, respectivamente. Nas duas ilhas a soroprevaléncia foi maior no sexo
masculino que no sexo feminino (EVERARD, HAYES, EDWARDS, 1989). Na Bolivia,
criangas apresentaram uma alta prevaléncia de anticorpos contra leptospiras (CICERONI,
BARTOLONI, PINTO, 1995). Embora haja um aumento da exposicdo de criangas, a
leptospirose ndo é frequentemente diagnosticada. Talvez isso ocorra devido a apresentacédo
subclinica ou ser confundida com outras doencas infecciosas comuns de seu pais (PLANK,
DEAN, 2000).
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No Brasil € endémica, tornando-se epidémica em periodos chuvosos. A incidéncia é
maior durante o verdo entre janeiro e abril, quando fortes chuvas e enchentes ocorrem em
areas urbanas (GUIDULI, CASTRO, ATALLAH, 2000). No Nordeste, a leptospirose é uma
doenca epidémica claramente reconhecida (BARCELOS, SABROZA, 2000) ocorrendo
anualmente, de forma sazonal, nas cidades do Recife, Salvador, Rio de Janeiro e Séo Paulo e,
recentemente, sendo notificada em A&reas rurais. Embora suas caracteristicas variem
geograficamente com respeito as formas clinicas, de uma maneira geral elas tem um forte
impacto social e na saude. Muitos autores tém analisado a influéncia das enchentes na
infeccdo por leptospirose no homem, sugerindo que 0s casos variam de um ano para 0 outro,
de acordo com a variacdo pluviométrica, enchentes, populacdo de murinos e a incidéncia
animal (LIMA, 1996; CALDAS, SAMPAIOQ, 1977) No Rio Grande do Norte a leptospirose é
predominantemente rural. O primeiro surto foi descrito por Suassuna em 1985 (SUASSUNA,
et al, 1986), nas fazendas de arroz da regido oeste do Estado. Essa regido é composta de serras
de relevo irregular e de vales que favorecem o plantio de arroz. Durante as epidemias, ha o
aparecimento de roedores (ratos) silvestres que se alimentam e habitam 0s arrozais e esses
animais parecem ser 0s principais transmissores da doenca. Os maiores surtos foram
notificados nos anos de 1985 e 1986 com um total de 1548 casos de Leptospirose na regido
oeste que possuia uma populacdo de 160.000 habitantes, correspondente a 5% do total da
populacédo do estado (IBGE 2000).

Outros surtos ocorreram na regido, nos anos que se registraram altos indices
pluviométricos (Secretaria de Salde do Estado do Rio Grande do Norte e Emparn)
(FIGURAL). Durante as epidemias, 80% dos casos eram lavradores de arroz que
apresentaram a forma anictérica da doenca. Em um estudo preliminar foi encontrada relacdo
entre os casos e a atividade no cultivo de arroz (SUASSUNA, et al, 1986). Os trabalhadores
agricolas apresentam uma maior incidéncia da doenca que outros grupos ocupacionais devido
ao contato prolongado com agua em seu trabalho (SANCHEZ, PAZ, ACOSTA, 1993) como

referenciado antes.
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Figura I: Casos notificados de Leptospirose e indice pluviométrico na Regido Oeste do Rio Grande do Norte, 1985-1996.

1.8. Profilaxia

Estratégias de prevencdo e controle de leptospirose incluem medidas direcionadas
aos reservatorios, aos fatores ambientais e ao homem (SEGHAL, et al, 2000). O risco de
transmissdo pode ser reduzido nos centros urbanos através da melhoria das condigdes de
infra-estrutura béasica (rede de esgoto, drenagem de aguas pluviais, coleta adequada do lixo) e
da eliminacao dos roedores. O controle da populacdo de roedores, por meio de medidas de
anti-ratizacdo e desratizacdo diminui o nivel de contaminacdo ambiental, e,
consequientemente, reduz o nimero de casos humanos. Em locais especificos, o controle
efetivo de ratos e a desinfeccdo de &reas de trabalho contaminadas tiveram uma efetiva
reducdo na incidéncia da doenca (FARRAR, volume Il). Equipamentos de protecdo, como
botas de cano longo, roupas e luvas impermedveis protegem individuos com risco
ocupacional. Entretanto, estas medidas tradicionais ndo sdo praticaveis em paises em
desenvolvimento devido as dificuldades econémicas e a baixa adesdo da populacéo
(SEGHAL, et al, 2000).

Vacinacdo e quimioprofilaxia sdo duas outras medidas de protecdo ao homem. A
imunizacdo de humanos ndo é uma pratica comum. A vacina disponivel até 0 momento nao
confere imunidade permanente contra a infeccdo (FAINE, et al., 1999; LEVETT, 2001) e tem
uma baixa eficacia. O grande nimero de sorovares e a circulagéo de diferentes sorovares em
diferentes &reas geogréaficas torna dificil selecionar todos aqueles potencialmente importantes
e responsaveis pela maioria das infecces na regido (PHILLIP, TENNENT, 1966; TORTEN,
et al, 1973; SEGHAL, et al, 2000), a0 mesmo tempo, o alto custo na producao tem sido o
fator limitante no desenvolvimento de vacinas mais eficazes. A quimioprofilaxia é entdo a

Unica alternativa pratica nas circunstancias atuais (SEGHAL, et al, 2000). O uso profilatico de
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drogas pode reduzir a sintomatologia e provavelmente prevenir a morte devido a leptospirose
(McCLAIN, et al, 1984).

A identificacdo e o conhecimento da expressdo de proteinas antigénicas durante a
infeccdo pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de vacinas.A diversidade
antigénica observada entre os sorovares de leptospira deve-se as varia¢fes de carboidratos na
cadeia lateral do LPS. Oligossacarideos identificados por anticorpos monoclonais mediam
resisténcia a reinfeccdo, demonstrando o alto poder imunogénico do LPS (MACGRATH, et
al, 1984). Por esta razdo muitas vacinas ndo conferem imunidade contra sorovares nao
incluidos na preparacdo. Em contraste, em um modelo experimental a imunizacdo de animais
com proteinas extraidas de leptospira conferiram protecdo contra sorovares heter6logos
(SONRIER, et al, 2000). A seqliencia de aminoacidos de muitas proteinas de membrana
externa de leptospira como LipL32, (HAAKE, et al, 2000), LipL41, proteinas de choque
térmico; p62 (Groel), e p76 (Dnak) parecem ser altamente conservadas entre diversas
leptospiras patogénicas, sendo expressas durante a infeccdo natural (GUERREIRO, et al,
2001). Em um modelo murino foi demonstrado o sinergismo na imunoprotecdo, entre a
lipoproteina de membrana externa (LipL-41) e porina de membrana externa (OmpL1). A
imunizacdo ativa de hamsters com fracdes de membrana com a combinacdo das proteinas
LipL-41 e OmpL1l mostrou protecdo significativa com maior taxa de sobrevivéncia nos
animais vacinados em relacao aos animais controles e aqueles vacinados apenas com LipL-41
ou OmpL-1 (HAAKE, et al, 1999). Plasmideos contendo genes que codificam uma proteina
de leptospira, a endoflagelina, inoculados em coelhos conferem imunizagdo com producgéo de
altos titulos de anticorpos antileptospira (HUA, XI., et al, 1999).

Paises como China, Coréia e Cuba estdo testando vacinas contra sorotipos
especificos em populacdes sob exposicdo ocupacional em areas de alto risco (FAINE, S.,
1999). Testes obtiveram bons resultados em mineiros no Japdo e agricultores de arroz na Italia
e Espanha. No Brasil ndo existe uma vacina disponivel para uso humano. A vacinagdo de
animais (cdes, bovinos e suinos) também ndo se constitui em medida de protecdo para o
homem, pois, evita a doenca no animal, mas ndo impede a infec¢gdo nem a transmissdo para
seres humanos (FARR, 1995).

A quimioprofilaxia tem sido utilizada na prevencao de outras doencas como, malaria
e diarréia dos viajantes (SEGHAL, et al, 2000). Mas, a sua eficacia na leptospirose ainda nao
estd suficientemente estabelecida estando indicada apenas para individuos sob risco

ocupacional, como trabalhadores e militares em manobras, que irdo se expor em areas de alta
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endemicidade, por periodo relativamente curto (FARR, 1995), ndo oferecendo protecdo contra
infecgdo numa populagdo com alto nivel de exposicao.

Doxiciclina é a droga mais utilizada na profilaxia da leptospirose conseguindo
reduzir a morbidade e a mortalidade dos casos de leptospirose em areas endémicas, quando a
doenca é sazonal e de curto periodo (SEHGAL, et al, 1999). Administrada em pacientes numa
dosagem de 100mg duas vezes ao dia durante sete dias, reduziu a duracdo da doenca e 0s
sintomas relatados na fase leptospirémica, como febre, dor de cabeca, mialgia (McCLAIN, et
al, 1984). Um estudo em soldados americanos em treinamento no Panama na dose de 200mg
uma vez por semana, demonstrou uma eficacia de 95% (TAKAFUJI, et al, 1984). Em um
trabalho realizado em Sdo Paulo para avaliar a eficacia da prevencdo da leptospirose com
doxiciclina (200mg dose unica), apos exposicdo de alto risco com &gua potencialmente
contaminada, foi encontrada associacdo protetora da doxiciclina nos casos confirmados e
soroconversao (GONSALEZ, et al, 1998). A quimioprofilaxia com doxiciclina poderia ser a
solucdo em reduzir o impacto de epidemias de leptospirose em areas endémicas (SEHGAL, et
al, 1999).

Ndo h& referéncia ao uso de outras drogas na profilaxia pré-exposicdo da
leptospirose. Na prevencdo poOs-exposicdo, a penicilina por via parenteral tem sido
recomendada a despeito da escassa informacédo sobre a sua eficacia. Entretanto, a penicilina
procaina falhou em prevenir a infeccdo em um caso de exposicdo acidental enquanto a
doxiciclina na mesma situacdo preveniu a infeccdo (GILKS, et al, 1988). Falha com a
penicilina por via oral, na prevencdo pos-exposicdo, ja havia sido relatada anteriormente
(BROOM, et al, 1957).

Diante da evidéncia da presenca da leptospirose no Rio Grande do Norte com
elevada morbidade e, reconhecendo a doxiciclina como agente profilatico, o proposito deste
estudo € avaliar se a quimioprofilaxia com doxiciclina poderia proteger o individuo sob risco

ocupacional de infeccdo por Leptospira no nosso estado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a efetividade da doxiciclina como agente profilatico contra leptospirose

em agricultores de arroz do Municipio de Sdo Miguel/RN.

2.2 Objetivos Especificos:

e Determinar a prevaléncia de leptospirose em agricultores de arroz do Municipio de

Séo Miguel/RN no periodo pré e pds-colheita.

e Determinar a soroconversdo de leptospirose pos-colheita, em individuos dessa

populacdo ndo submetidos a quimioprofilaxia.

e Auvaliar se a doxiciclina protege o individuo exposto da infeccéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacdo do Estudo e Populacéo

O estudo foi realizado no municipio de Sdo Miguel localizado na regido Oeste do
Rio Grande do Norte fronteira com o Ceara, a 440km da capital, Natal. Este municipio possui
uma populagdo total de 20.124 habitantes e compreende uma extenséo territorial de 164 km?
(IBGE). Apesar do clima semi-arido, os indices pluviométricos atingem em alguns anos
1600mm, favorecendo ao desenvolvimento de atividades agricolas, como o plantio do arroz
(EMPARN). Durante as epidemias de 1985 e 1986, houve, em média, uma incidéncia de 10
cas0s/100.000 habitantes (Secretaria Estadual de Saude/RN). A populacdo estudada foi de
agricultores de arroz de quatro comunidades rurais da cidade de Sdo Miguel que possuissem
0s maiores plantios e que participaram da colheita do arroz em 2000. O protocolo de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do

Norte. Todos os individuos arrolados consentiram em partir do estudo.

3.2. Desenho do Estudo

Este estudo foi de coorte para avaliar a implementacdo da intervencdo de
quimioprofilaxia durante o periodo da colheita do arroz e identificar a incidéncia geral da
leptospirose na populacdo de Sdo Miguel. Ja foi demonstrado o beneficio da doxiciclina como
quimioprofiladtico em um estudo no Panama durante treinamentos militares. Avaliou-se a
eficacia da protecdo da doxiciclina contra a leptospirose em agricultores sob risco de infeccéo
por leptospira durante a colheita. Analisou-se se ha um menor risco de aquisicdo da
leptospirose comparando os voluntarios que fizeram o uso da doxiciclina com 0s que nao
fizeram, devido a ndo aderéncia ao tratamento. A implementacdo intevencional foi realizada
exclusivamente pela Secretaria Estadual de Saude do Rio Grande do Norte e Secretaria
Municipal de Saude de Sado Miguel.

Na primeira fase do estudo que ocorreu antes do periodo da colheita, os individuos
que foram selecionados e que assinaram 0 termo de consentimento, responderam a um
questionario sobre identificacdo e dados demograficos. Apos o consentimento foi coletado
10mL de sangue para confirmacéo laboratorial. A distribuicdo da doxiciclina foi realizada por

agentes comunitarios do municipio, 200mg doxiciclina por semana sendo distribuidos para
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toda a populagéo que participou da colheita de arroz.. Os menores de 18 anos ndo receberam
essa intervencdo por causa dos efeitos colaterais da doxiciclina em criangas. Na segunda etapa
do estudo, apos a colheita, os mesmos individuos, da primeira fase, foram visitados e aplicou-
se um segundo questionario contendo dados sobre atividades ocupacionais, fatores de risco,
sintomatologia durante o periodo da colheita e uso da doxiciclina. Foi coletada uma segunda

amostra de sangue (10mL) para confirmacéo laboratorial.

3.3. Tamanho da Amostra

Baseando-se no estudo de soroprevaléncia realizado em 1999, 10 a 20% desta
populacéo deveriam estar infectados com leptospira. As comunidades tém uma média de 200
habitantes e 40% € de adultos que trabalham na agricultura do arroz. Para o estudo de coorte

estimou-se um total de 320 pessoas que preencheriam os critérios de inclusdo do estudo.

3.4. Coleta e Processamento das Amostras

Amostras de sangue periférico dos individuos selecionados foram colhidas em
diferentes fases. A primeira coleta ocorreu antes da colheita do arroz e uma segunda amostra
apos a colheita e uso da doxiciclina. A segunda coleta foi realizada para estimar a taxa de
soroconversao atraves da deteccdo de anticorpos IgM anti-leptospira. Aproximadamente 2
horas apds a coleta, o soro foi separado por centrifugacdo a 15009 por 15 minutos, sendo
subsequientemente aliquotados em tubos de microcentrifuga, identificados e conservados a —
20°C.

3.5. Sorologia

A deteccdo de anticorpos no soro foi realizada pelo método ELISA, utilizando
extrato bruto de L. interrogans serovar copenhageni, cepa L1-130, obtida de um paciente com
sindrome de Weil internado no Hospital Couto Maia em Salvador.

O extrato antigénico com proteina previamente dosada diluido em solucéo de 0,06M
de Na,COj3 (carbonato de sodio) pH 9.6, numa quantidade adequada a fim de obter 75ng/poco,
foi aplicado a microplaca (placa flexivel Falcon-Becton Dickinson cat 353912) e incubado
por 18 horas a 4°C. Apds a incubacdo, o liquido antigénico contido nas placas foi desprezado,
através de aspiracdo com pipeta Pasteur e bomba a vacuo ou por langamento com movimento
forte, sendo entdo lavadas com agua destilada por 3 vezes e secas. Um volume de 200 ul da

solucéo blogueadora PBS/Tween20 0,3% - 1% BSA foi adicionada as placas. As placas eram
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incubadas por 4 horas a temperatura ambiente com agitagdo constante. Apds este periodo as
placas eram lavadas 5 vezes com PBSTween 0,05%.

Os soros dos individuos e controle negativo na diluicdo de 1:400 foram adicionados a
microplaca (50uL) e incubados por uma hora a temperatura ambiente. Subseqlientemente,
procedeu-se a remoc¢ado do soro e a lavagem dos pogos 4 vezes com PBS/Tween0,05%. Apds
esta etapa o0 anticorpo secundario, conjugado anti-lgM-peroxidase, diluido 1:20000 em
PBSTween 0,05% era adicionado a placa e incubada a temperatura ambiente por 1 hora. O
excesso do material era entdo desprezado e a placa lavada 4 vezes com PBSTween 0,05% e
uma vez com PBS 1X. Uma solucdo contendo o substrato peréxido de hidrogéneo em
presenca do cromdgeno TMB (tetra metil benzidina) diluido em tampéo citrato fosfato pH 5.0
foi adicionado, permanecendo em ambiente escuro, a temperatura ambiente por uma hora, até
a reacdo ser interrompida pela adicdo de 50uL de H,SO, 2M. A intensidade de cor
desenvolvida € proporcional a quantidade de anticorpo presente na amostra. A densidade
Optica foi lida a 450nm. Amostras que apresentaram uma densidade Optica acima do cut-off

foram consideradas positivas.
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Figura 2 Mapa do estado do Rio Grande do Norte




Material e Métodos 35

.}

Figura 3:Local do cultivo do arroz do muni

-

cpio de Séo Miguel




Resultados 36

4.0 RESULTADOS

Foram visitados 111 domicilios em 28 sitios do municipio de Sdo Miguel/RN, sendo

selecionados um total de 189 agricultores, que residiam na localidade ha mais de seis meses e

que participariam da colheita de arroz no ano de 2000. No entanto, disponiveis para analises

pré-colheita de arroz foi um grupo composto por 155 individuos (TABELA 1). Destes a

maioria dos individuos era do sexo masculino 94,8% (n=147) (TABELA 2). As faixas etéarias

predominantes eram de 10-19 e 20-29 anos com percentuais de 23.2% (n=36) e 21,9%

(n=34), respectivamente (TABELA 3). A andlise de todos os soros ndo foi possivel por

diversos fatores como perdas, desisténcia dos voluntarios e amostras que ndo foram coletadas

na segunda visita.

TABELA 1: Freguéncia de agricultores de arroz por sitios do Municipio de S&o

Miguel/RN.

SITIOS Freqgiéncia Percentual
Acampamento fz 4,6%
Acampamento st 5,2%
Agreste fz 20,3%
Agreste st 18,3%
Alto do batuque 1 0,7%
Baixio dos Chagas st 3 2,0%
Bananeiras 1 0,7%
Barreiros 1 0,7%
Barreiros st 2 1,3%
Boa Vista de Cima fz 7 4,6%
Boa Vista st 4 2,6%
Bonito fz 3 2,0%
Buracdo 6 3,9%
Buracdo st 2 1,3%
Lagoa de dentro st 10 6,5%
Mucuné 5 3,3%
Nucleo Sabino 2 1,3%
Nucleo Sabino Leite 5 3,3%
Oiteiro st 1 0,7%
Pau Branco st 2 1,3%
Riacho Fundo 1 0,7%
Riacho Fundo st 1 0,7%
Sao Goncalo de Baixo st 1 0,7%
Sé&o Pedro de Cima st 5 3,3%
Séo Pedro st 9 5,9%
Serrinha dos Paulo 2 1,3%
Serrinha dos Paulo st 2 1,3%
Torrdes 3 2,0%
Total 155 100,0%

Fz - fazenda, St - sitio
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TABELA 2: Frequiéncia de agricultores de arroz de acordo com 0 sexo.

Sexo Frequéncia Percentual (%)
Feminino 8 5,2%
Masculino 147 94,8%

TABELA 3: Distribui¢do dos agricultores de arroz por faixa etéria.

Idade Frequéncia Percentual (%)
0a9 1 0,6
10a19 36 23,2
20a29 34 21,9
30a39 27 17,4

40 a 49 23 14,8
50a59 20 12,9

60 a 69 12 7,7

70 2 1,3

Total 155 100,0

Quanto a escolaridade, 43,9% (n=68) dos agricultores eram analfabetos, 55,5%

(n=86) tinham primeiro grau incompleto e 0,6% (n=1) segundo grau incompleto (TABELA

4). A grande maioria dos individuos 99,4% (n=154) havia trabalhado na cultura do arroz

anteriormente. Contudo, apenas 16,1% (n=25) referiram terem tido a “febre do rato” contra

83,9% (n=130) que ndo apresentaram a doenca. Ao mesmo tempo, quando questionados sobre

o sintoma febre, 23,2% (n=36) dos agricultores relataram febre apds a colheita do arroz no

passado (TABELA 5). No tocante as diversas atividades desenvolvidas pelos agricultores no
cultivo de arroz, 97.4% (n=151) plantaram, 84.5% (n=131) colheram, 84.5% (n=131) bateram

e 98.7% (n=153) carregaram.

TABELA 4: Distribuigéo dos agricultores de arroz por escolaridade.

Escolaridade Freguéncia Percentual
Analfabeto 68 43,9
1°grau incompleto 86 55,5
2°grau incompleto 1 0,6
Total 155 100,0

TABELA 5: Percentual de individuos com antecedente de febre do rato e febre

Sim (%) N&o (%)
Febre do rato 25 (16,1) 130 (83,9)
Febre 36 (23,2) 119 (76,8)
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A taxa de soroprevaléncia de leptospirose na populacdo estudada antes da colheita,
determinada pela deteccdo de anticorpos IgM anti-leptospira através da técnica de ELISA foi
de 14,2% (n=22) (TABELA 6). Quanto ao sexo, 0 percentual de positividade foi de 90,9% no

sexo masculino e de 9,09% no sexo feminino.

TABELA 6: Taxa de soroprevaléncia entre os agricultores antes do periodo da colheita do

arroz.
Sorologia Frequéncia Percentual (%)
Negativo 133 85,8
Positivo 22 14,2
Total 155 100,0

Na segunda visita, realizada apds a colheita de arroz, foram coletadas amostras de
soro de 163 individuos dos 189 arrolados inicialmente. A positividade do ELISA IgM anti-
leptospira nessa ocasido foi de 16,6% (n=27) (TABELA 7). Sorologia pareada, antes e apés a
colheita, foi realizada em 132 individuos, observando-se uma taxa de soroconverséo de 8,6%
(n=10). Em termos percentuais 91,4% dos que eram negativos permaneceram negativos e
56,3% dos individuos que eram positivos tornaram-se negativos. A chance de permanecer
positivo era de 43,75% (TABELA 8). O Teste do qui-quadrado de MacNaman mostrou que o
percentual daqueles que se mantiveram negativos é bem superior em relacdo ao percentual
daqueles que se mantiveram positivos (3°=0,001 , p=1,0 com 1 grau de liberdade gl=1)
(TABELA 9).

TABELA 7: Taxa de soroprevaléncia entre os agricultores apds a colheita do arroz.

Sorologia Freguéncia Percentual (%0)
Negativo 136 83,4
Positivo 27 16,6
Total 163 100,0

TABELA 8: Taxa de soroconversao entre os agricultores de arroz.

Sorologia Pré colheita Sorologia Pds-colheita Total
Negativo Positivo

Negativo 106 10 (8,62%) 116

Positivo 9 7 16

Total 115 17 132
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TABELA 9: Teste de Mac Naman

Mac Naman P x (qui-quadrado) p
(A/D) 84,99 0,00000
(B/C) 0 1,0000

A soroconversdo também foi avaliada em 113 individuos conforme tenham utilizado
calcado ou néo durante a colheita de arroz. O percentual de positividade foi de 6,8% entre 0s
que trabalharam calgados e de 8,69% entre os que trabalharam descalgos. A diferenga néo foi
estatisticamente significativa (x°=0,132 e p=0,717 com 1 grau de liberdade, com a razéo de
Odds de 1,30) (TABELA 10).

TABELA 10: Soropositividade entre os agricultores de arroz que utilizaram protecao dos

membros inferiores contra a leptospirose.

Sorologia  Prot. de membros infer. Total (%)
Sim (%) Né&o (%)
Negativo 41 (93,2) 63 (91,31) 104 (92,04)
Positivo 3(6,8 6 (8,69) 9 (7,96)
Total 44 (100) 69 (100) 113
P=0,717

Razéo de Odds = 1,30

A andlise de eficacia da doxiciclina foi realizada numa amostra contendo 61
individuos que eram negativos na avaliacdo sorologica inicial (TABELA 11). O percentual
de positividade entre aqueles que utilizaram a doxiciclina foi de 8,8% e entre aqueles que
ndo usaram foi 11,1% O teste do qui-quadrado, ndo mostrou diferenca significativa

(x?=0,089, p=0,766 com 1 grau de liberdade gl=1, com raz&o de Odds de 1,29).

TABELA 11: Anélise da efetividade da doxiciclina

Sorologia Doxiciclina Total
Sim N&o
Negativo 31 24 55
Positivo 3 (8,8%) 3(11,1%) 6
Total 34 27 61
P =0,766

Razdo de Odds = 1,29
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5. DISCUSSAO

A leptospirose é um problema importante na regido do alto oeste do Rio Grande do
Norte, especialmente, entre os agricultores de arroz, principal fonte de subsisténcia para
aquela populacdo. Embora as epidemias de leptospirose ndo tenham um impacto na
mortalidade na area estudada, como relatados em areas do Caribe (GELLMANN, E., et al,
1983) e Nicaragua (TREVEJO, R. T., et al, 1998), ela tem importantes implicacdes
econdmicas. As epidemias em S&o Miguel/RN acontecem durante a época da colheita de
arroz e incapacitam um grupo vulneravel do ponto de vista econdmico cuja renda familiar
mensal é de um salario minimo.

Existem poucos estudos descritos na literatura sobre a leptospirose rural. No
Nordeste do Brasil ndo sdo conhecidos os fatores para o surgimento dessas epidemias, o
impacto clinico da doenca na populacdo exposta, grupos populacionais predominantemente
atingidos, os fatores de risco para infeccdo e os reservatorios envolvidos na transmissdo. No
Rio Grande do Norte, as epidemias rurais apareceram em 1985, nas regides de minifandios,
onde hé& cultivo de arroz (SESRN, SUASSUNA, 1985). Durante as epidemias 80% dos casos
eram de lavradores de arroz que apresentavam a forma anictérica, menos grave da doenca
(LIMA, et al, 1995; SUASSUNA, 1985) sendo 0s casos registrados durante os periodos de
maiores indices pluviométricos. Em um estudo preliminar foi encontrada uma relagéo entre os
casos e a exposicdo ao cultivo do arroz (SUASSUNA, 1985). Um estudo piloto realizado pelo
nosso grupo, no ano de 1998, na area rural do municipio de Sdo Miguel, em residéncias
randomicamente selecionadas foram analisados soros de 87 individuos com o objetivo de
avaliar o risco de exposicdo comunitaria e o impacto da leptospirose epidémica nas
localizagGes rurais. Os resultados deste estudo mostraram que 32,4% da populagéo tinham
infeccdo prévia e 2,3% infeccao recente, indicando que uma porcao significativa da populacéo
rural fora exposta a leptospira. Entre as pessoas que apresentaram sorologia positiva, 57%
eram do sexo masculino e 42,3% do sexo feminino. Com base nestes resultados, foi proposto
um estudo para avaliar a soroprevaléncia de infeccdo prévia na populacéo rural e identificar as
atividades ocupacionais de risco criando assim, condig¢Oes iniciais para que 0 processo de
exposicao seja compreendido. Os resultados do estudo soroldgico para detectar anticorpos
contra leptospira, demonstraram que uma significativa parte da populacédo (15,2%) foi exposta
mesmo com trés anos de baixos indices pluviométricos registrados na regido conforme dados
da EMPARN, 2000. (LACERDA, 2002).
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Portanto, foi evidenciado que a populacdo rural de Sdo Miguel/RN €é exposta a
leptospira, a doenca parece se comportar de forma endémica existindo exposigdes continuas
que atingem a populacdo, a maioria dos casos ocorre em periodos de maior indice de chuvas
associadas a colheita do arroz em locais alagados e que as criangas estdo sendo tambem
atingidas tendo como provavel fonte de infeccéo as atividades de lazer nas aguas dos arrozais,
onde acompanham os pais, durante a colheita (LACERDA, 2002). Os dados deste estudo
foram importantes no sentido de direcionar estudos subsequentes visando caracterizar as
formas de transmisséo da leptospira na regiéo.

Entre as vérias medidas de protecdo utilizadas na leptospirose, como, o controle de
roedores, equipamentos de protecdo individual, vacinacdo de animais, além das medidas de
saneamento basico e educacao sanitaria, a quimioprofilaxia é considerada como uma medida
de controle importante em areas endémicas. Entretanto, o uso de qualquer medida profilatica
deve levar em consideracdo as peculiaridades regionais e o0s grupos de individuos
susceptiveis. Em algumas regides, a transmissdo da doenca é limitada a um curto periodo a
cada ano. Nestes casos, a quimioprofilaxia com drogas como a doxiciclina utilizada
semanalmente durante a exposi¢do pode ser a solugéo para reduzir o impacto de epidemias de
leptospirose (SEHGAL, et al, 2000). Nosso objetivo foi avaliar a efetividade dessa droga em
uma populacao sob risco ocupacional durante o cultivo de arroz.

Os resultados obtidos revelam que a leptospirose em Sdo Miguel € uma doenca que
possui um grande impacto, com uma taxa de soroprevaléncia pré e pos-colheita de
14,2%(n=22) e 16,6% (n=27) respectivamente. Em outras regides rurais do pais, inquéritos
soro-epidemioldgicos tém demonstrado soropositividade entre moradores susceptiveis. Numa
pesquisa entre arrozeiros na cidade de Manga (MG) foi encontrada uma prevaléncia de 8,9%
de individuos com infeccdo prévia através do teste de aglutinacdo (BRITO, MOREIRA,
MODENA, 1992). Estudos realizados em comunidades rurais de Santa Catarina mostraram
que 12% dos agricultores apresentaram anticorpos contra leptospira (AMMON, FLORES,
1987). No Ceard, a leptospirose apresentava um comportamento endémico na regido
metropolitana de Fortaleza. Em 1995, houve uma epidemia atingindo os agricultores de arroz
nas cidades de Varzea Alegre, Lavras da Mangabeira e Cedro. A doenca acometeu
principalmente os homens, agricultores de arroz, com idade entre 20 a 40 anos, 0s quais
apresentaram a forma anicterica da doenca, semelhante aos achados aqui relatados (LIMA, et
al, 1995).
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O elevado percentual de individuos do sexo masculino (90,9%) observado na
populacédo estudada era esperado considerando-se a atividade profissional. Da mesma forma,
em Nova Caledonia, PERROCHEAU, et al, descreveram que as epidemias ocorriam em
periodo de chuvas e 0s casos eram na maioria trabalhadores de fazendas do sexo
masculino.Quanto a faixa etaria, a alta freqliéncia de individuos entre 10 e 19 anos (23,2%)
verificada neste estudo é explicada pelo habito de criancas e adolescentes acompanharem os
pais seja para ajudar na atividade ocupacional, seja como atividade recreacional
(PERROCHEAU, PEROLAT, 1997). Na regido rural de Trinidad e Barbados, onde as
exposi¢des tinham grande impacto na faixa etaria entre 7 e 14 anos, estavam associadas ao
tipo de atividade ocupacional dos pais (EVERARD, HAYES, EDWARDAS, 1989).

A taxa de soroconversao de 8,6%(n=10) encontrada entre os agricultores de arroz da
regido de Sdo Miguel quando analisada estatisticamente pelo Teste do qui-quadrado de
MacNaman mostrou que o percentual daqueles que se mantiveram negativos € bem superior em
relacdo ao percentual daqueles que se mantiveram positivos, sugerindo um efeito profilatico da
doxiciclina uma vez que a area é endémica e os agricultores se expuseram a um grande risco de
infecgdo. Soroconversdo também foi observada em individuos conforme tenham utilizado
calcado ou ndo durante a colheita de arroz. Caminhar em aguas potencialmente contaminadas é
um importante fator de risco. O percentual de positividade foi de 6,8% entre os que trabalharam
calcados e de 8,69% entre os que trabalharam descalcos. A diferenca néo foi estatisticamente
significativa (3°=0,132 e p=0,717 com 1 grau de liberdade, entretanto, a razdo de Odds foi de
1,30, indicando uma chance de 30% a mais em contrair a infeccdo quando trabalharam
descalgos. O pequeno numero de individuos estudado, descal¢os (n=44) e calgcados (n=69).

Na analise de intervencdo com doxiciclina, o percentual de positividade de 8,8% entre
aqueles que utilizaram a doxiciclina e de 11,1% entre aqueles que ndo usaram a droga nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, porém a razdo de Odds de 1,29, indica
que os individuos que afirmaram ndo terem usado a droga tiveram um risco adicional de 29%
de contrairem a infeccdo. A doxiciclina na dose de 200mg/semana ndo reduziu a incidéncia de
aquisicdo de leptospirose, entretanto, reduziu o tempo da sintomatologia da doenca e a
mortalidade durante as epidemias (SEHGAL, et al, 2000). Diferentemente, um estudo realizado
no Panama mostrou que a doxiciclina foi profilatica contra a leptospirose. Neste estudo foi
administrados doxiciclina (200mg) e placebo semanalmente por trés semanas a 940 soldados
americanos voluntarios que participavam de treinamentos militares no Panama. No grupo

placebo (471), ocorreu 20 casos de leptospirose, quando comparado a apenas um caso no grupo
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com doxiciclina (p = 0,001), mostrando uma eficacia de 95% (TAKAFUJI, et al 1984).
Certamente, fatores relacionados ao nivel educacional da nossa populacdo, 43,9% eram
analfabetos e 55,5% tinham o primeiro grau incompleto, tenham contribuido para a baixa
adesdo ao uso da doxiciclina antes de todas as exposi¢des provocando grande redugdo do
tamanho amostral (n=34). Em S&o Paulo um estudo avaliou a eficicia da prevencdo da
leptospirose com doxiciclina apds exposicdo de alto risco e de curto periodo de tempo e apesar
de haver uma associacao protetora nos casos confirmados e soroconversao, a associa¢ao nao foi
estatisticamente significativa devido ao pequeno numero de individuos envolvidos no estudo
(GONSALEZ, et al, 1998).

A prevengdo da leptospirose esta diretamente relacionada com a melhoria das
condigdes socio-econémicas da populacdo. Contudo, em algumas situacdes de exposicdes de
alto risco, a profilaxia utilizando drogas de alta eficacia poderia ser importante, especialmente
em paises tropicais, onde a leptospirose ainda é uma infeccdo endémica. Outros estudos de
efetividade de drogas com potencial profilatico, envolvendo um maior nimero de individuos e
envolvendo outras atividades de risco ocupacional s&o ainda necessarios para definir melhor o

papel da quimioprofilaxia na leptospirose.
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6. CONCLUSOES

1. A soroprevaléncia de leptospirose em agricultores de arroz do municipio de S&o
Miguel/RN foi de 14,2% (n=22) antes da colheita e de 16,6 (n=27) ap0s a colheita.

2. A taxa de soroconversdo foi de 8,6% (n=10).

3. Agricultores que trabalharam descalgos tiveram um risco adicional de 30% em adquirir

a infeccéo.

4. O percentual dos agricultores que se mantiveram negativos pds-colheita de arroz
(91,4%) é superior ao percentual dos agricultores que se mantiveram positivos (56,3%)

sugerindo um efeito profilatico da doxiciclina nesta populagéo.

5. Agricultores que ndo tomaram doxiciclina tiveram um risco adicional em 29% em

contrairem leptospirose.
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Anexo_A

ESTUDO DE COORTE PARA LEPTOSPIROSE EPIDEMICA NO MUNICIPIO DE SAO MIGUEL/RN
QUESTIONARIO INDIVIDUAL

PRIMEIRA VISITA

IDENTIFICACAO DO PACIENTE
No do individuo noestudo || | |

|

1

2. |Data da primeira visita / /
3. Nome do

individuo:

4. Numero do domicilio|__| | _|Numeroda FNS|_ | |
5. Sitio:

Cidade:
1. DADOS DEMOGRAFICOS

Idade (anos): || | | DN _ [/ [

Sexo: Masc|__|, Fem|_|

1
2
3. H& quantos anos mora no mesmo domicilio?|__|_|
4

Cor Branco |__|, Preto|__|, Mulato claro |__|, Mulato escuro |__|,
outras
5. Escolaridade: Analfabeto | | 1° Grau completo | _| 2° Grau incompleto |__|
1° Grau incompleto|__| 2° Graucompleto | |
6. Estuda atualmente? Nao|_| Sim|_|

7. Trabalhou com Arroz? Néo|__| Sim|_|

8. Quais as atividades fez? Plantou Néo|__|,Sim|__| Colheu  Néo|_ |, Sim|_|
Bateu Nao| |,Sim|_| Carregou Nao|_ |, Sim|_|
9. Jateve afebre dorato? Nao|_ |, Sim|_|

10. Ja teve a febre depois da coleta do arroz no passado? Néo|_ |, Sim|_|
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SEGUNDA VISITA
Data da segunda visita / /

IV. COMPORTAMENTOS DE RISCO

As perguntas a seguir referem-se aos dois meses anteriores ao inicio dos sintomas.
Marque: 1=Sim; 0=N&o; 8=N&o se aplica; 9=N&o respondeu .

1. Quando choveu vocé participou do cultivo de arroz? ||
2. Quais as atividades fez?Plantou|_| Colheu| | Bateu| | Carregou|_|
3. Quantos dias trabalhou na coleta nas ultimas duas semanas? |_|__|dias
4. Em sua propriedade ||
5. Em outras propriedades || Qualsitio?
6. Trabalhou descalco? ||
7. Usou botas? ||
8. Usou chinelo? ||
9. Se ndo trabalhou entrou na agua do arrozal? |__| Se sim por
que?
10. Onde observou ratos ? Qual a cor do rato?
11. Dentrodecasa |_| Cinzal|_|, Preto|_|, Marrom |__|, Vermelho |_|
12. Peridomicilio |_| Cinza|_|, Preto|_|, Marrom |__|, Vermelho |_|
13. Campo | | Cinza|_|, Preto|__|, Marrom|_|, Vermelho|_|
14. Tomou banho nas ultimas duas semanas em? Acudes|_| Riachos|__| Outros|_|

15. Abateu animais nas duas ultimas semanas? |_|

.DADOS DO USO DE PROFILAXIA
. Recebeu doxiciclina? [

. Tomou a doxiciclina?

\4
1
2. Quando recebeu a doxiciclina?
3
4

. Tomou | |1%°semanadata /[

|__|2*semanadata__ /_/

o

Quando iniciou as tomadas?

6. Se ndo tomou por que?

7. Teve ragdes adversas? |
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Quais?

VI DOENCAS DURANTE O PERIODO

1. Teve febre durante a colheita do arroz? ||

2. Se sim quando? _
3. Quanto tempo durou? |__|__|dias

4. Quantas vezes? ||
5

. Teve outros sintomas? Dor de cabega |_ |, Dor muscular |__|,

Olhos vermelhos |_|
Quantos dias ficou acamado? |||
Quantos dias faltou o trabalho? |
Procurou hospital? |_|

© © N o

Recebeu tratamento? ||

Qual?

10. Outras pessoas com quem vc trabalhou ficaram doentes? |__|




Anexo B

Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz, Fundagao Oswaldo Cruz/Ministério da Saude
Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Consentimento para Investigacédo Clinica: Pag. 1

Titulo do Projeto:  Epidemias Emergentes de Leptospirose no Nordeste do Brasil
Estudo observacional
Paciente: N° no Projeto de Pesquisa:

Para ser lido a todos os pacientes adultos: As informagdes, a seguir, descreverdo o estudo e seu
papel ou o papel de seu filho, como participante do mesmo. O entrevistador respondera quaisquer
perguntas que vocé possa ter sobre este questionario e sobre o estudo. Por favor, ouca com
atencédo e ndo hesite em perguntar qualquer coisa sobre as informag6es fornecidas.

Propésito do Estudo: Estamos convidando vocé a participar de um estudo que estamos
realizando, na Universidade Federal do Rio Grande do Norte e na Fundacdo Oswaldo Cruz, em
Salvador, sobre a Leptospirose, que € comumente conhecida com “a febre do rato”. As pessoas
ficam infectadas com Leptospirose quando entram em contato com a agua contaminada com a
urina de ratos ou outros animais. A doenca pode causar febre, dor muscular, dor de cabeca e, as
vezes, 0s doentes desenvolvem sintomas graves que necessitam de hospitalizacdo. Estamos
solicitando para vocé participar porque a Leptospirose é comum na sua comunidade e as pessoas
que participam da coleta do arroz tem alto risco para adquirir essa doenga. A Secretaria
Municipal de Salde estar planejando implementar um programa de prevencdo contra a
leptospirose em sua regido. Esse tratamento é uma importante maneira de prevenir infecgdo com
leptospirose. O objetivo deste estudo é para avaliar qual o beneficio dessa prevencdo nas pessoas
com risco de adquirir leptospirose.

Procedimentos a serem sequidos: Se vocé decidir, voluntariamente, a participar, apés ter lido este
termo de consentimento, o investigador perguntard questfes a respeito de onde vocé mora, suas
ocupacdes e suas doengas anteriores. Um técnico de laboratorio treinado ou medico coletard 10
mililitros ( 1 colher de cha ) de sangue. Pode haver somente dor e uma pequeno hematoma no
local onde o sangue foi coletado, mas isto raramente ocorre. NOs precisaremos de uma segunda
amostra de sangue daqui a 2 meses para verificar se vocé teve leptospirose durante esse periodo.
Os resultados deste exame ndo terdo impacto no seu estado atual de salde.

Confidencialidade: Suas respostas durante a entrevista e a informagdo do exame médico serdo
confidenciais e apenas vocé, o responsavel pelo seus cuidados médicos no centro de salde e 0
investigador terdo acesso a elas. Vocé ndo serd identificado em nenhum artigo ou publicacdo
resultante deste estudo.

Participacdo Voluntaria: Sua participagdo neste estudo é voluntaria. VVocé pode recusar a
participar ou interromper a participacdo em qualquer hora durante o estudo. Vocé nédo precisa,
caso ndo queira, responder a nenhuma questdo durante a entrevista ou avaliacdes diarias. Sua
recusa em participar em todo ou parte deste estudo ou sua decisdo em interromper a participacao
ndo afetard seus cuidados presentes e de nenhum modo prejudicara suas relagbes presentes ou
futuras com a Secretaria Municipal de Salde. Sera dada a vocé cépia deste termo de
consentimento. VVocé ndo sera responsavel por nenhum custo associado a este estudo.
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Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz/Ministério da Saude
Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Consentimento para Investigacao Clinica: Pag. 2

Paciente:
Estudo observacional N° do Projeto de Pesquisa:

Grupo de Contato: : Se vocé tiver qualquer questdo futura sobre sua participagdo neste estudo ou
seus direitos como sujeito desta pesquisa, por favor, contacte com Dr. italo Sherlock, presidente
do Comité de Etica do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz ou Dr. Albert Ko no Tel:(71) 356-
4320. Na UFRN vocé pode contactar Dr.Aldo Medeiros, presidente do Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (84) 215-3180 ou Dra Selma Jerdnimo no tel: (84)
215-3428.

Consentimento: Eu ouvi e entendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram
respondidas. Eu , voluntariamente, concordo em participar:

Assinatura do Paciente Data Hora

Impresséo Digital do Paciente

Assinatura da Testemunha Data Hora

Assinatura do Investigador Data Hora



