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RESUMO 

 

Os benzodiazepínicos, entre eles o diazepam, estão entre as drogas mais prescritas dentro da 

classe de psicotrópicos, e há evidências de seus efeitos imunossupressores. Este estudo teve 

como objetivo avaliar a ação imunossupressora deste fármaco na infecção leptospírica em 

hamsters. Foram utilizados 4 grupos de 10 animais, a saber: G1, tratado somente com 1 mL 

de meio de Fletcher e sacrificado após 86 horas; G2, inoculado com 1 mL de suspensão de 

Leptospira interrogans sorovar Pomona em meio de Fletcher, contendo 10
6
 micro-

organismos; G3, inoculado como o G2, e tratado com 1,5 mg.Kg
-1

 de diazepam no momento 

da inoculação, e G4, inoculado como G2, e tratado antes da inoculação com a mesma dose de 

diazepam durante 5 dias. Para o isolamento e quantificação de leptospiras a partir dos rins, as 

culturas foram realizadas em meio de Fletcher, nas diluições 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 e 1:4, 1:16 e 1:64, 

respectivamente, em solução salina com antibiótico (SSA). Os animais do G2, G3 e G4 

adoeceram e morreram em até 86 horas pós-inoculação (p.i.). Para a quantificação de 

leptospiras, nos animais do G2 obteve-se o seu isolamento até o 26º dia, sendo que nove 

animais (90%) foram positivos na diluição 1:64 e o restante na diluição 1:16. No G3 e G4 

obteve-se o isolamento de leptospiras a partir do 18º dia p.i., sendo que estes resultados 

mantiveram-se por até 24 e 23 dias no G3 e G4, respectivamente. Quanto à recuperação das 

leptospiras no G2 o seu isolamento foi possível em 80% dos animais somente a partir do 26º 

dia p.i., enquanto que no G3 e G4 obteve-se em 40% e 20% deles, 24 e 23 dias p.i., 

respectivamente. Estes resultados mostram uma menor concentração de leptospiras nos 

grupos tratados com diazepam, bem como maior período de incubação “in vitro”. Não se 

notou diferença quanto ao período de incubação, entre os animais inoculados do G3 e G4. 

Portanto, o diazepam influenciou a resposta imune de hamsters infectados com L. interrogans 

sorovar Pomona, com baixa recuperação bacteriana nos rins, sugerindo outros mecanismos 

envolvidos na resposta imune não afetados pelo benzodiazepínico. 

 

Palavras-chave: Leptospira interrogans sorovar Pomona, hamster, isolamento, diazepam

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ABSTRACT 

 

Benzodiazepines, diazepam specifically, are the most indicated drugs from psychotropics, and 

there are evidences of its immunosuppressor effects. This study was aimed to evaluate the 

immunosuppression action of this drug in leptospiral infection in hamster. Four groups of 10 

animals were used: G1, treated with 1 mL of Fletcher media and sacrificed after 86 hours; G2, 

inoculated with 1 mL Leptospira interrogans serovar Pomona suspension in Fletcher media, 

with 10
6
 microorganisms; G3, inoculated as G2 and treated with 1.5 mg.Kg

-1
 of diazepam at 

the time of the inoculation, and G4, inoculated as G2 and treated before the inoculation with 

the same doses of diazepam during 5 days. For the isolation and quantification of leptospires 

from kidneys, the cultures were assayed in Fletcher media, in 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 and 1:4, 1:16 e 

1:64 dilutions, respectively, in antibiotic saline solution (ASS). The animals from G2, G3 and 

G4 had been sick and dead until 86 hours post-inoculation (p.i.). For the quantification of 

leptospires in animals from G2, its isolation was identified until 26th day, but nine animals 

(90%) were positives in 1:64 dilution, and the others in 1:16 dilution. In G3 and G4 the 

isolation of leptospires was observed since 18th
 
day p.i., but these results had been kept until 

24 and 23 days in G3 and G4, respectively. The recovery of leptospires in G2 was possible in 

80% animals only since the 26th day p.i., while in G3 and G4 it was observed in 40% and 

20%, 24 and 23 days p.i., respectively. These results show lower leptospiral concentration in 

groups treated with diazepam, and higher “in vitro” incubation period. No difference in G3 

and G4, based on the incubation period was observed. However, diazepam influenced the 

immune response of hamsters infected with L. interrogans serovar Pomona, with low 

bacterial recover in kidneys, suggesting other mechanisms involved in the immune response 

not affected by the benzodiazepines. 

 

Keywords: Leptospira interrogans serovar Pomona, hamster, isolation, diazepam


. 

 

ACCIÓN DEL DIAZEPAM


 FRENTE A LA INFECCIÓN EXPERIMENTAL CON 

Leptospira interrogans SOROVAR POMONA EN HÁMSTER (Mesocricetus auratus) 

 

RESUMEN 

 

Los benzodiazepínicos, dentro ellos el diazepam, están entre las drogas más prescritas dentro 

de la clase de psicotrópicos, y hay evidencias de sus efectos inmunosupresores. Este estudio 

tuvo como objetivo evaluar la acción inmunosupresora de este fármaco en la infección 

leptospírica en hámsteres. Fueron utilizados 4 grupos de 10 animales, a saber: G1, tratado 

solamente con 1 mL de medio de Fletcher y sacrificado después de 86 horas; G2, inoculado 

con 1 mL de suspensión de Leptospira interrogans sorovar Pomona en medio de Fletcher, 

contiendo 10
6
 microorganismos; G3, inoculado como el G2, y tratado con 1,5 mg.Kg

-1
 de 

diazepam en el momento de la inoculación, y G4, inoculado como G2, y tratado antes de la 

inoculación con la misma dosis de diazepam durante 5 días. Para el aislamiento y 

cuantificación de leptospiras a partir de los riñones, las culturas fueron realizadas en medio de 

Fletcher, en las diluciones 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, y 1:4, 1:16, 1:64, respectivamente, en solución 

salina con antibiótico (SSA). Los animales del G2, G3 y G4 adolecieron y murieron en hasta 

86 horas pos-inoculación (p.i.). Para la cuantificación de leptospiras en los animales de G2 

fue obtenido su aislamiento hasta el 26 día, siendo que nueve animales (90%) fueron positivos 

en la dilución 1:64 y el resto en la dilución 1:16. En G3 y G4 fue obtenido el aislamiento de 

leptospiras desde el 18 día p.i., siendo que estos resultados fueron mantenidos por hasta 24 y 

23 días en G3 y G4, respectivamente. Cuanto a la recuperación de leptospiras en G2, su 
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aislamiento fue posible en 80% de los animales solamente desde el 26º día p.i., en cuanto que 

en G3 y G4 fue obtenido en 40% y 20% de estos, 24 y 23 días p.i. de, respectivamente. Estos 

resultados muestran una menor concentración de leptospiras en los grupos tratados con 

diazepam, bien como mayor período de incubación “in vitro”. No fue notada diferencia 

cuanto al período de incubación entre los animales de G3 e G4. Por lo tanto, diazepam 

influenció la respuesta inmune de hámsteres infectados con L. interrogans sorovar Pomona, 

con baja recuperación bacteriana en los riñones, sugiriendo otros mecanismos envueltos en la 

respuesta inmune no afectados por el benzodiazepínico. 

 

Palabras-clave: Leptospira interrogans sorovar Pomona, hámster, aislamiento, diazepam


. 

 

INTRODUÇÃO 

 

 O Sistema Nervoso Central (SNC) e a competência imunológica interagem em duas 

direções, representando importante mecanismo homeostático do organismo. Estudos “in 

vitro” e “in vivo” tem reportado que estados emocionais, como estresse e ansiedade, assim 

como os benzodiazepínicos (1,2) apresentam marcante influência na imunidade de animais de 

laboratório. 

 Os benzodiazepínicos estão entre as drogas mais prescritas dentre os psicotrópicos no 

Brasil, EUA, Europa e, provavelmente, em todo o mundo (3,4). Dentre estes, o Diazepam
®

 

possui amplo emprego clínico como miorrelaxante, anticonvulsivante, ansiolítico e hipnótico. 

Atua ligando-se aos receptores GABA, presente no SNC, que integra o canal de cloreto. Há 

uma hiperpolarização dos neurônios, explicando os efeitos modulatórios dos 

benzodiazepínicos sobre esses receptores. Esse mecanismo, aliado a potencialização da ação 

do GABA, reduz os níveis de ansiedade, tensão muscular e convulsões (5-7). 

 O diazepam radioativo liga-se com alta afinidade a locais específicos do cérebro, com 

maior distribuição no córtex cerebral (8). Há receptores benzodiazepínicos periféricos (PBR), 

descritos como sítios de ligação para o diazepam em ratos, com perfil farmacológico distante 

dos sítios associados aos receptores GABA centrais (9). A existência dos PBR foi detectada 

no timo, rins, fígado, coração e pulmões, além de linfócitos, macrófagos e outras células do 

sistema imune (2). 

 O tratamento de ratas prenhes com diazepam e outros benzodiazepínicos levou a 

depressão da resposta imune de filhotes (1,10). De acordo com Chang (11) o diazepam e o 

alprazolam, outro benzodiazepínico, diminuíram a formação de interleucina-2 e de seus 

receptores, concluindo que esta linfocina participa de forma direta, dos efeitos inibitórios dos 

benzodiazepínicos na proliferação induzida de linfócitos T e B. 

 Os PBR em linfócitos e macrófagos explicam os efeitos dos benzodiazepínicos na 

competência imunológica, pela interferência na produção e liberação de citocinas (12), que 

são células do sistema imune que tem inter-relação com células imunocompetentes. Ao se 

ligarem aos PBR, os benzodiazepínicos modificam a atividade metabólica e imunológica 

celular. 

 A leptospirose é uma antropozoonoze negligenciada causada pela bactéria, espiroqueta, 

do gênero Leptospira, constituindo importante problema de saúde pública em países em 

desenvolvimento (13-15). As espécies de leptospiras colonizam uma proporção mundial 

significante de roedores, tornando estes portadores renais desta bactéria (16) e, portanto, 

sendo uma infecção que compromete a vida dos hospedeiros acidentais, como o homem (17). 

O hamster (Mesocricetus auratus) é considerado como modelo biológico de escolha na 

infecção leptospírica (18). O sorovar Pomona é considerado o mais virulento (19). 

 Com relação à leptospirose, não foi encontrada a associação dessa doença ao diazepam, 

ou a outros benzodiazepínicos. Por outro lado, há relatos da utilização de imunomoduladores. 
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Alves et al. (18) estudaram a influência do BCG frente a infecção experimental em hamsters 

por Leptospira interrogans sorovar Pomona. Todos os animais tratados com BCG resistiram à 

infecção, ao contrário dos outros animais inoculados somente com o agente. 

 O efeito imunossupressor do diazepam foi verificado por Silva e Palermo-Neto (20), 

que observaram diminuição da migração de macrófagos e da fagocitose, como resultado da 

exposição pré e pós-natal de ratas a este fármaco. Em hamsters, Ugaz et al. (21) estudaram o 

efeito do tratamento pré-natal do diazepam na infecção por Mycobacterium bovis, utilizando 

diferentes doses de benzodiazepínicos em diferentes grupos de animais. Os hamsters expostos 

no período pré-natal a dose 1,5mg.Kg
-1

 apresentaram maior perda de peso, maior mortalidade, 

maiores áreas de granulomas no fígado, pulmões e baço, entre outras alterações. Os animais 

expostos no período pré-natal a dose de 1,0mg.Kg
-1

 apresentaram as mesmas alterações, 

entretanto, em grau menor. Considerando-se os aspectos apresentados, o objetivo do presente 

trabalho foi avaliar o efeito do diazepam em hamsters inoculados com L. interrogans sorovar 

Pomona. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Delineamento experimental 

 

 Utilizou-se experimento inteiramente aleatorizado. Foram selecionados 40 hamsters 

(Mesocricetus auratus) com peso entre 60 a 80g. Estes animais foram sorteados para compor 

quatro grupos experimentais, como segue: G1 (controle), 10 animais não tratados e nem 

infectados, inoculados somente com meio de cultura EMJH estéril, observados por 30 dias; 

G2, 10 animais inoculados somente com Leptospira interrogans sorovar Pomona; G3, 10 

animais inoculados com L. interrogans sorovar Pomona e tratados com diazepam (dose 

1,5mg.Kg
-1

) somente no momento da inoculação; G4, 10 animais inoculados com L. 

interrogans sorovar Pomona e tratados com diazepam (dose 1,5mg.Kg
-1

), durante cinco dias, 

previamente a inoculação. A proposta foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual 

Paulista, Campus de Botucatu-SP/Brasil, protocolo n.64/2006-CEEA. 

 

Antígeno 

 

 A amostra de Leptospira interrogans sorovar Pomona, gentilmente cedida pelo Prof. 

Dr. Sílvio de Arruda Vasconcelos, FMVZ, USP, foi mantida a partir da inoculação 

intraperitoneal em hamster e, posteriormente, em meio de cultura EMJH líquido e Fletcher 

para a produção de inoculo para a infecção dos animais. Foram inoculados dois hamsters com 

idade de 30 dias com 0,5mL de EMJH líquido contendo 10
6
 leptospiras, via intraperitoneal, 

que foram sacrificados no estado agônico da doença cinco dias pós–inoculação (p.i.). Os rins 

foram coletados assepticamente e macerados em gral com pistilo, em capela de fluxo laminar, 

inoculando-se 0,5mL em meio EMJH líquido, realizando-se repiques semanais, para 

manutenção da amostra. 

 

Infecção dos animais 

 

 Previamente à inoculação dos animais, obtiveram-se amostras de soro por coleta de 

sangue via seio retro-orbital, com posterior centrifugação a 1600 x g por 15 minutos, que 

foram submetidas à prova de soroaglutinação microscópica (SAM), para pesquisa de 

anticorpos frente ao sorovar utilizado, bem como para outros sorovares. 
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 Para infecção dos animais do Grupo 2 utilizou-se 1,0mL de EMJH, contendo 1,45x10
6
 

leptospiras via intraperitoneal (22). A viabilidade do inoculo foi confirmada pela observação 

em microscópio de campo-escuro, previamente a inoculação. Para o cálculo da concentração 

de leptospiras determinou-se o fator do microscópio (FM) e os fatores de trabalho (FT), pela 

fórmula apresentada na Figura 1. 

 

 

 
 

Figura 1. Cálculo do Fator do Microscópio para determinação do Fator de Trabalho. 

Botucatu-SP, 2011. 

 

 

 De acordo com o número de campos examinados, os resultados de FT (Tabela 1), foram 

obtidos pela razão de FM pelo número de campos examinados. O número de leptospiras.mL
-1

 

foi calculado multiplicando-se o valor de FT pela diluição da contagem e pelo número de 

bactérias contadas em 10L. Para a contagem e posterior inoculação, a amostra foi mantida 

em EMJH. Em microscópio de campo-escuro examinou-se 10L da suspensão bacteriana 

diluída a 10
-5

, contando-se cinco campos. O resultado obtido foi 99 leptospiras. Então, 

segundo a fórmula utilizada: 99 x 10
5
 x 1466,2556 = 1,451593x10

10
 bactérias.mL

-1
. 

 Para atingir a concentração próxima a 10
6
 leptospiras.mL

-1
 para a inoculação, 1mL da 

suspensão bacteriana contendo 1,45x10
10

 leptospiras.mL
-1

 foi diluída em 9mL de meio EMJH 

líquido. Após homogeneização, transferiu-se 1mL para outro tubo contendo 9mL de meio 

EMJH, e assim sucessivamente, até obtenção de 1,45x10
6
 leptospiras.mL

-1
. 

 

 

Tabela 1. Resultados obtidos para Fator de Trabalho (FT) de acordo com o número de campos 

examinados ao microscópio. Botucatu-SP, 2011. 
Número de campos examinados Fator de Trabalho 

5 1466,2556 

10 733,1278 

15 488,7519 

20 366,5639 

25 293,2511 

30 244,3759 

 

 

Observação dos animais e coleta de material 

 

 Os animais foram observados diariamente por um período de 30 dias, sendo anotadas 

em fichas protocolares as alterações clínicas observadas. Foram coletadas amostras de sangue 

do seio retro-orbital para obtenção de soro e detecção de anticorpos para Leptospira spp., 

previamente, e aos quatro, sete, 11, 14, 21 e 30 dias p.i. Após o período de observação, os 

animais foram sacrificados para retirada asséptica dos rins. A partir de 86 horas p.i., os 

animais começaram a apresentar sinais clínicos e, alguns deles vieram a óbito. Destes, retirou-

se os rins em condições assépticas. 

 

Sorologia 
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 A prova de soroaglutinação microscópica (SAM) foi realizada segundo normas do 

Ministério da Saúde (23). Inicialmente procedeu-se a triagem das amostras a 1:100. As 

amostras reagentes foram tituladas procedendo-se diluições seriadas em razão 2. 

 

Cultivo renal 

 

 Após retirada asséptica dos rins em capela de fluxo laminar, macerou-se um deles na 

proporção 1:10 (p/v) em solução salina de antibióticos (SSA) contendo neomicina (2mg.mL
-1

) 

e nitrofurazona (50mg.mL
-1

). Foram realizadas diluições seriadas nas concentrações 10
-1

, 10
-2

 

e 10
-3

, incubando-se em duplicata em meio de Fletcher a 28ºC por 30 dias, observando-se o 

isolamento do agente, revelado pelo anel de opalescência (zona de Dinger), bem como pela 

visualização de leptospiras sob microscopia de campo-escuro. 

 

Quantificação de Leptospiras spp. [adaptado de Zenner et al. (24)] 

 

 O outro rim foi pesado e macerado em gral com pistilo, adicionando-se 4mL de SSA. 

Foram realizadas diluições seriadas na razão 4 em SSA, inoculando-se 100L de cada 

diluição em três tubos, contendo 5mL de meio Fletcher, incubando-se à 28ºC por 30 dias, com 

avaliação do crescimento bacteriano, como anteriormente. O resultado final foi estabelecido 

como a última diluição em que se isolou o agente em pelo menos dois dos três tubos 

inoculados. A concentração de leptospiras por grama de rim foi calculada como segue: Q = 

recíproca do título no cultivo peso
-1

. Para efeito de cálculo, a estimativa do número de 

leptospiras foi expressa como a média do log (Q)  erro padrão. 

 

Análise estatística 

 

 A comparação da concentração de leptospiras obtidas nos diferentes grupos foi 

realizada pela análise de variância seguida da comparação dos grupos pelo teste de Tukey. A 

mediana de sobrevida dos animais em cada grupo foi comparada pelo teste de Kruskall-Wallis 

(25). 

 

 

RESULTADOS 

 

 O G1 não apresentou alterações clínicas, sobrevivendo até o final do experimento. À 

necropsia, não mostraram alterações macroscópicas nos órgãos. Os do G2, G3 e G4 

adoeceram, com prostração e morte no período de 86 horas p.i. Durante a maior parte do 

período de observação, não apresentaram sinais clínicos. Ao exame necroscópico, os animais 

dos três grupos apresentavam intensa icterícia nos órgãos da cavidade abdominal, sem outras 

alterações. 

 

Sorologia 

 

 Os animais do G1 não reagiram a SAM (Figura 2). Os títulos de anticorpos dos animais 

do G2 estão apresentados na Tabela 2. Aos 7 dias p.i. um animal já apresentava título 100 à 

SAM. A partir do 11º dia p.i., todos apresentavam títulos variando de 100 a 400, sendo na 

maioria de até 6400. Os animais dos quatro grupos estavam negativos antes da inoculação. 
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Figura 2. Mediana dos títulos sorológicos à SAM de hamsters inoculados com 1mL de meio 

EMJH líquido puro (G1) e suspensão de 1,45x10
6
 leptospiras em meio EMJH líquido (G2), 

segundo o dia de colheita das amostras de sangue. Botucatu-SP, 2011. 
 

Tabela 2. Título sorológico na SAM para L. interrogans sorovar Pomona em hamsters inoculados com 

suspensão de 1,45x10
6
 leptospiras em meio EMJH líquido, segundo o dia de colheita das amostras de 

sangue. Botucatu-SP, 2011. 

Animal 
Dia da colheita de amostra de sangue 

0 4 7 11 14 21 30 
1 NR NR NR 100 400 1600 3200 

2 NR NR NR 200 100 3200 6400 

3 NR NR NR 200 100 1600 800 

4 NR NR NR 200 200 1600 400 

5 NR NR NR 200 800 1600 6400 

6 NR NR NR NR 400 400 6400 

7 NR NR NR 200 200 1600 1600 

8 NR NR NR 400 200 1600 3200 

9 NR NR 100 200 800 1600 6400 

10 NR NR NR 200 200 400 1600 

Mediana 0 0 0 200 200 1600 3200 
Legenda: NR = não reagente 

 

Cultivo renal 

 

 Nos animais do G2, G3 e G4 verificou-se maior número de culturas positivas no G2, em 

relação ao G3 e G4, cujos animais foram medicados com diazepam. Entre o G3 e G4 

observou-se que, no tratamento com diazepam no momento da inoculação (G3), somente uma 

cultura foi positiva na diluição 10
-3

 em relação ao G4, que não mostrou positividade nesta 

diluição (Tabela 3). Considerando-se o tempo de crescimento bacteriano, observou-se menor 

período de incubação nos tubos de cultura dos animais do G2, em comparação com G3 e G4, 

cujo período variou entre 23 e 31 dias (Tabela 4). 
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Tabela 3. Resultado da cultura de rins dos animais do G2, G3 e G4 em meio Fletcher nas 

diluições 10
-1

, 10
-2

 e 10
-3

. Botucatu-SP, 2011. 

Animal 

Diluições por grupos 

G2 G3 G4 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

1 – + – + + + – – – 

2 + – – – – – – – – 

3 + + – + + – + – – 

4 + + + – – – + – – 

5 + – – + – – – + – 

6 – – – – – – + + – 

7 + + – + – – – – – 

8 + + – – – – – – – 

9 – – + – – – – – – 

10 + + + – – – – – – 
Legenda: G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; +: resultado positivo; –: resultado negativo 

 

Quantificação de Leptospira spp. 

 

 O isolamento foi menor nas culturas dos animais do G2 e G4 em comparação com o G3 

(Tabela 5). O tempo para o isolamento nas diluições 1:4, 1:16 e 1:64, nos animais do G3 e 

G4, foi variável em relação às culturas dos animais do G2. O período de incubação nas 

culturas de rim do G4 também foi maior em relação ao G3 (Tabela 6). 

 

Tabela 4. Período mínimo (em dias) para a observação de crescimento nas culturas de rim de 

cada animal do G2, G3 e G4 nas diluições 10
-1

, 10
-2

 e 10
-3

. Botucatu-SP, 2011. 

Animal 

Diluições por grupos 

G2 G3 G4 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

10
-1

 10
-2

 10
-3 

1 0 26 0 24 24 31 0 0 0 

2 19 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 10 34 0 24 24 0 30 0 0 

4 19 34 26 0 0 0 30 0 0 

5 26 0 0 24 0 0 0 23 0 

6 0 0 0 0 0 0 23 23 0 

7 34 34 0 24 0 0 0 0 0 

8 19 19 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 26 0 0 0 0 0 0 

10 19 19 10 0 0 0 0 0 0 

Mediana 19 22,5 0 0 0 0 0 0 0 

Legenda: G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; +: resultado positivo; –: resultado negativo 
 

 

DISCUSSÃO 
 

 O hamster é o modelo biológico indicado para a infecção experimental na leptospirose 

(16,18,19,26,27). A via intraperitoneal é a mais indicada para a inoculação (28). 

 A doença aguda nos hamsters do G2, G3 e G4 foi confirmada pela recuperação 

bacteriana em cultura e pela sintomatologia clínica, como prostação e taquipnéia (29). A 

morte de animais em 86 horas é uma característica de infecção aguda (19,26). Um fator que 

deve ser considerado nas infecções experimentais é a virulência do agente infectante e, em 
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relação ao sorovar Pomona, a sua virulência foi avaliada previamente por Oliva et al. (19) e 

Nagy (26). 

 

Tabela 5. Peso do rim, título sorológico final e quantificação de leptospiras (Q) nos grupos 

G2, G3 e G4. Botucatu-SP, 2011. 

Animal 
G2 G3 G4 

Peso (g) Título Q Peso (g) Título Q Peso (g) Título Q 

1 0,870 64 1,870 0,661 0 0,000 0,586 0 0,000 

2 0,818 64 1,890 0,649 0 0,000 0,864 4 0,660 

3 0,695 64 1,960 0,674 0 0,000 0,906 4 0,640 

4 0,891 64 1,850 0,565 0 0,000 1,010 4 0,590 

5 0,805 64 1,900 0,717 4 0,740 0,837 0 0,000 

6 0,810 64 1,890 0,907 4 0,640 0,731 4 0,730 

7 0,731 64 1,940 0,556 0 0,000 0,898 4 0,640 

8 0,865 64 1,860 0,722 0 0,000 0,816 16 1,290 

9 0,810 64 1,890 0,878 0 0,000 0,869 0 0,000 

10 0,809 16 1,290 0,831 0 0,000 1,140 4 0,540 

Média* 0,810 – 1,834-0,06
A 0,716 – 0,1380,09

C
 0,866 – 0,509-0,120

B 

Mediana 0,810 64 1,890 0,696 0 0,000 0,867 4  

 

Tabela 6. Período mínimo (em dias) para observação do crescimento de leptospiras nas 

culturas de rim de animais do G2, G3 e G4. Botucatu-SP, 2011. 

Animal 
Tempo de isolamento (em dias) 

G2 G3 G4 
1 10 – – 

2 10 – 30 

3 10 – 30 

4 10 – 16 

5 19 18 – 

6 10 18 16 

7 10 – 30 

8 10 – 30 

9 10 – – 

10 10 – 30 

Mediana 10
A 

18
AB 

30
B 

Estatística: KW = 13,193; P<0,0001; valores medianos do número de dias para o isolamento seguidos de letras 

maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos (P<0,01) 

 

 O rim é um dos órgãos nos quais as leptospiras se alojam e os animais infectados podem 

se tornar portadores renais por períodos variáveis de tempo dependendo da espécie animal. 

Desta forma, o rim tem sido utilizado como um dos órgãos de eleição para a recuperação 

bacteriana na infecção leptospírica (30,31). A icterícia é um achado freqüente tanto nos 

órgãos como cavidades, o que foi constatado na presente pesquisa e está de acordo com 

Camargo et al. (29). Nos hospedeiros acidentais, como o homem, a doença renal aguda é 

comum com nefrite intersticial aguda e necrose tubular (32). 

 A recuperação bacteriana em meio de Fletcher a partir do macerado renal foi obtida 

com êxito, principalmente no G2, o que esta de acordo com Sitprija et al. (30) e Camargo et 

al. (29). A resposta sorológica nos animais deste grupo foi detectada a partir do 7º dia p.i., 

sendo crescente até o 30º dia p.i., alçando títulos 6400. Cox e Twigg (33) verificaram que 

animais sacrificados com maior período de infecção apresentaram também títulos de 

anticorpos mais elevados, evidenciando-se que a resposta imune humoral é importante na 

infecção leptospírica (34). 
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 L. interrogans se liga às células endoteliais e quebram a função de barreira endotelial, 

podendo promover a disseminação da bactéria e contribuir para as manifestações da doença 

severa. Esta quebra pode ser devido a ação de drogas protetoras do endotélio ao diminuir os 

danos na leptospirose (35). Quanto a resposta imune celular na leptospirose, Yamashiro-

Kanashiro et al. (36) verificaram que no homem com leptospirose aguda ocorreu diminuição 

de linfócitos T-CD3 e T-CD4
+
, com aumento de linfócitos B, que não se diferenciavam. 

Merién et al. (37) relataram a localização intracelular de leptospiras virulentas, e 

correlacionaram este fato a redução da apoptose de macrófagos à patogenicidade do sorovar, e 

à contribuição para sua sobrevivência no hospedeiro com capacidade de escape da resposta 

imune. Associado a estes resultados, Toma et al. (38) observaram em camundongos que 

somente L. interrogans, não L. biflexa, rompem as células infectadas, ganhando o meio extra-

celular. Este fato sugere que as leptospiras patogênicas são capazes de sobreviver, replicar e 

sair dos macrófagos, se disseminando para os órgãos alvo. Porém, ao estudar a infectividade 

de duas cepas virulentas de L. interrogans, Li et al. (39) observaram que a virulência das 

leptospiras não está relacionada a morte do macrófago. Cepas com alta virulência induzem 

principalmente necrose em fibroblastos, enquanto que as de baixa virulência induzem mais 

apoptose. 

 Schlumpf et al. (12) observaram redução da produção de IL-1 e IL-2 em linhagens de 

ratos tratados com Diazepam durante a prenhes. Por outro lado, Schreiber et al. (40) 

verificaram diminuição de IL-6 em ratos tratados com diazepam no período pré-natal, e 

Massoco et al. (41) relataram diminuição da migração de macrófagos e fagocitose ao avaliar o 

seu efeito em camundongos da linhagem Balb/c, sugerindo diminuição da resposta imune 

celular pela ação do diazepam. 

 Marinho et al. (42) estudaram a resposta imune na infecção leptospírica e encontraram 

um perfil de resposta de células B com maior produção de anticorpos em camundongos de 

linhagem de alta produção de anticorpos, enquanto que nos de linhagem de baixa produção de 

anticorpos verificou-se um perfil T de resposta imunológica, com menor recuperação 

bacteriana em órgãos, pela intensa atividade de macrófagos no início da infecção. 

 Pelos resultados obtidos pode-se concluir que o diazepam influenciou a resposta imune 

de hamsters infectados com L. interrogans sorovar Pomona, com baixa recuperação 

bacteriana nos rins, sugerindo outros mecanismos envolvidos na resposta imune, não afetados 

pelo benzodiazepínico, bem como de novos estudos com diferentes doses e períodos de 

aplicação deste fármaco. 
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