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Introducao

A leptospirose € uma zoonose na qual afeta animais domésticos, selvagens e humanos,
representando, portanto, um importante problema de saude publica (FAINE et al., 1999). O céo tem
papel importante na transmissao da doenca ao homem, devido aos habitos domésticos e sua estreita
relacdo com os mesmos. No estado do Piaui, ha registros da presenca de bovinos, caninos, ovinos e
humanos reagentes a leptospiras, porém os dados sao controversos e pouco esclarecedores.

O presente estudo objetiva detectar anticorpos anti-Leptospira spp. e identificar os sorovares
mais freqiientes, assim como demonstrar a associacao entre as les6es e antigenos de leptospiras no
rim, figado e pulm&o de cées provenientes do municipio Teresina (PI).

Metodologia

Foi realizado um pré-projeto, como forma de verificar se em Teresina (Pl) existia cdes com
infeccdo por Leptospira spp. no qual realizou-se coletas de amostras de sangue de 220 cées colhidas
durante o periodo de julho de 2010 a maio de 2011. Ja no projeto, foram colhidas 200 amostras de
sangue e apos a eutandsia dos animais foram colhidos fragmentos de rim, pulméo e figado, durante o
periodo de dezembro de 2011 a fevereiro de 2012. Ambos foram realizados no Centro de Controle de
Zoonoses de Teresina. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPI, com parecer n° 028/11.

A determinacdo dos niveis de aglutininas anti-leptospiras foi realizada pela prova de SAM
(Soro Aglutinacdo Microscépica), no Laboratdrio de Doencas Bacterianas da Reproducéo do Instituto
Biolégico de Sao Paulo. O critério adotado para o soro ser considerado como reagente foi de 50% de
leptospiras aglutinadas por campo microscépico em aumento de 100 vezes.

Na realizacdo da Técnica Histoquimica, as |laminas foram desparafinadas em xilol e em
seguida os fragmentos hidratados em etanol. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com
peréxido de hidrogénio 3% em metanol, por 30 minutos no escuro, apoés isso, foi realizada lavagem
em tampédo PBS 0,01 pH 7,2. O desmascaramento de antigeno foi realizado em forno Microondas
potencia 10, em solucdo de Tris Hel pH 1,0, sucessivamente por 10 e 5 minutos, seguido de lavagem
em PBS. As laminas foram incubadas com anticorpo primario de Imuno- anti-leptospira produzido no
Setor de Patologia Animal da Universidade Federal do Piaui, diluido a 1:6400 em PBS 0,01 “over
night” em c&mara Uumida a 4°C. A incubagédo com anticorpo secundario e a amplificagéo da reacgéo foi
realizada com o EnVision em camara Umida, temperatura ambiente por 30 minutos. A revelacdo da
reacao foi feita com 0,3mg/ml de 3,3'-diaminobenzidina em PBS com 0,06% de perdxido de
hidrogénio e contra-coloracdo com hematoxilina de Harrys por 30 segundos. Em seguida, as laminas
foram lavadas, desidratadas, e montadas com resina sintética.

Os 6rgédos coletados foram seccionados e fixados em formalina tamponada. Apds 48 horas
de fixagdo as amostras foram submetidas ao processamento histoldgico de rotina: desidratagdo em



AREA: CV(X) CHSA() ECET()

séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafaniza¢@o em xilol, impregnagéo e inclusdo em parafina.
Os fragmentos tissulares foram seccionados, em micréotomo, na espessura de 5,0 pym e
subsequentemente submetidos a coloracdo com Hematoxilina-Eosina (H_E) e examinados ao
microscopio de luz.

Resultados e Discusséo

Nos resultados das amostras de soro do pré-projeto, os 220 cées revelaram positividade em
34 (15,4%) amostras. Dentre os reagentes, 0 sorovar Butembo apresentou maior soroprevaléncia
(4,09%), seguido do Australis (2,27%), Autumnalis (1,82%), Canicola (1,82%), Castellonis (1,82%),
Copenhageni (1,36%), Grippotyphosa (0,90%), Icterohaemorrhagiae (0,45%), Shermani (0,45%) e
Pomona (0,45%). Ja& nas amostras do projeto, os 200 caes (100%) revelaram positividade em 40
(20,0%) amostras. Dentre os reagentes, os sorovares Canicola e Australis apresentaram maior
soroprevaléncia (5,0%), seguido do Icterohaemorrhagiae (4,0%), Castellonis (2,0%), Grippotyphosa
(1,0%), Copenhageni (0,5%). Fatores topograficos, temperatura, umidade, precipitacdo pluviométrica
e outros fatores ambientais, podem interferir nas avaliagbes epidemiolégicas realizadas a campo
(Alves et al., 2000),

Quanto a soroprevaléncia, o pré-experimento apresentou o sorovar Butembo, que ndo é
adaptado a espécie canina, mas é considerado de grande importancia na espécie bovina como
confirma Tonin; Azevedo et al. (2010). Ja os resultados do projeto revelaram como sorovares mais
frequentes, o Canicola e Icterohaemorrhagiae o que confirma os estudos de Bolin (1996).

No exame histolégico, o tecido renal revelou infiltrado inflamatério focal peritubular,
subcapsular, perivascular, periglomerular, mononuclear caracterizado pela presenca de macréfagos e
linfécitos e raros neutréfilos predominantemente de intensidade moderada na regido cortical, medular
e cortico-medular. Nos rins foram observadas atrofia do tufo glomerular, atrofia tubular, presenca de
cilindros hialinos, glomérulos com espessamento da capsula de Bowman, proliferacdo de células
glomerulares, aderéncia do tufo glomerular a cédpsula de Bowman dilatacdo tubular (Figura 1),
tumefacdo celular do epitélio tubular, degeneracéo e necrose tubular, perivasculite com hipertrofia de
endotélio de capilares intersticiais. Nefrite intersticial mononuclear, degeneracdo e necrose s&o
achados histolégicos renais caracteristicos da leptospirose (Ferreira Alves et al. 1987).

No tecido hepético, havia infiltrado inflamatério periportal e intralobular também constituido
por macréfagos e linfécito, hiperplasia de células de Kupffer e desorganizacdo das trabéculas
hepéaticas. Estas lesGes encontradas sdo semelhantes aqueles encontrados por Oliveira et al. (2005).

No pulmé&o as lesdes foram mais discretas. Poucas amostras apresentaram espessamento do
septo alveolar devido ao infiltrado inflamatério mononuclear, polimorfonuclear e fibroblastos de
distribuicdo focal intensidade moderada.

Na imuno-histoquimica, foram selecionados 100 amostras de rim, no qual foram
testados os 40 cédes soropositivos e 60 cédes soronegativos resultantes da técnica de SAM. Dos 100
animais, 90 apresentaram marcacao de antigeno para leptospiras na imuno-histoquimica, sendo 36
entre os soropositivos (36/40 — 90%) e 54 entre os soronegativos (54/60 — 90%). Antigeno foi
observado em maior intensidade nas células epiteliais tubulares e glomerulares (superficie luminal

das células epiteliais tubulares e no endotélio dos capilares glomerulares e intersticiais). A analise
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imunoistoquimica possibilitou associar as lesdes a presenca de antigenos e demonstrou maior
sensibilidade do que a técnica de SAM. Campos et al.(2011) em seu estudo em suinos, menciona a
hipotese de que os animais analisados possivelmente tiveram contato prévio com um sorovar que nao
fazia parte da colecdo de antigenos, o qual foi detectado pela avaliagdo imunoistoquimica, que ndo é
sorovar especifica, justificando, assim, o maior nimero de animais positivos.

Figura 1 — Rim. C&o infectado naturalmente Figura 2 — Rim, Cdo. Marcacdes em

por Leptospira spp. Dilatacdo tubular de células glomerulares e células epiteliais
intensidade moderada na regiéo cortical. de intensidade moderadamente
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Fonte: Arquivo Pessoal, 2012 Fonte: Arquivo Pessoal, 2012
Concluséo

Os resultados deste estudo demonstraram reac¢des soropositivas para Leptospira spp. com

maior soroprevaléncia 0s sorovares Butembo, Canicola, Autumnalis e Icterohaemorrhagiae,
infectando cdes em Teresina-Pl. As lesdes nos 6rgdos estavam relacionadas a presencga do antigeno
de leptospiras. Estes resultados confirmam a participagdo do cdo no ciclo infeccioso da leptospirose
na cidade de Teresina-Pl.
Apoio: PIBIC/CNPq; Centro de Controle de Zoonoses de Teresina (PI).
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