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4. Fotomicrografia de corte histolégico da prostata do animal infectado G4A3,
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COMPROMETIMENTO FISIOLOGICO E SEMINAL DE CAES MACHOS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE POR Leptospira interrogans
SOROVAR CANICOLA

Resumo

O trabalho presente objetivou pesquisar a presenca de Leptospira
interrogans sorovar Canicola em 32 cées, dos quais 20 infectados e 12 controle,
em 4 grupos de estudo com 5 infectados e 3 de controle. No G1 os animais foram
eutanasiados 7 dias ap6és a inoculagéo, no G2, 15 dias, no G3, 30 dias e no G4 45
dias. Colheu-se sémen, urina e sangue nos dias 0, 3, 5, 7, 10 e apéds, a cada 5
dias, com realizacdo de exames androlégicos do sémen e bioquimicos da urina e
do sangue, e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dessas amostras. Avaliou-se
0 estado clinico, e o soro sangiineo foi submetido & soro-aglutinacéo
microscopica (SAM). Os titulos soroldgicos dos infectados chegaram a 2.560. Na
PCR, detectou-se DNA de leptospiras primeiro no sémen e depois ha urina, € nao
se detectou nos testiculos, epididimos, proéstata, rins e figado. Na Levaditi, foi
encontrada leptospira em um figado, e no histopatolégico, 5 animais com
prostatite, evidenciada também pelo aumento do nimero de espermatozodides com
a patologia cabeca isolada. O exame androlégico mostrou declinio na motilidade,
no vigor, na concentragdo espermatica e defeitos maiores acima de 10%. No
hemograma, observou-se alteracdes a partir do dia 3 pds-infec¢do, e ao exame
bioquimico a partir do dia 30, indicando possiveis alteragdes hepaticas e renais.
Conclui-se que cées infectados com Leptospira interrogans sorovar Canicola
apresentam queda na qualidade espermatica, sendo importantes fontes de
infeccdo para o homem e animais, podendo inclusive transmitir a leptospirose por
meio de sémen nos primeiros dias pés-infeccdo, antes da transmissao urinaria,

sendo detectada pela PCR anteriormente a SAM.

Palavras chave: Leptospira, caes, reproducao, sémen, urina, PCR
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PHYSIOLOGY AND SEMINAL COMMITMENT OF MALES DOGS
EXPERIMENTALLY INFECTED BY Leptospira Interrogans
SEROVAR CANIOLA

Summary

The present study aimed to investigate the presence of Leptospira interrogans
serovar Canicola. in 32 dogs, of which 20 are infected and 12 control, 4 study
groups with 5 infected and 3 of control. In G1 animals were euthanasing 7 days
after inoculation, the G2, 15 days, the G3, 30 days in the G4 and 45 days. It is
collected semen, urine and blood on days 0, 3, 5, 7, 10 and after, every 5 days,
with laboratory tests of semen andrological and biochemical of urine and blood,
and polymerase chain reaction (PCR ) Of these samples. Evaluated the clinical
status, and serum was submitted to serum-microscopic agglutination (SAM). The
serological evidence of infection arrived in 2560. In PCR, DNA was found in semen
of leptospires first and then in the urine, and is not detected in testis, epididymis,
prostate, kidney and liver. In Levaditi, was found leptospira in a liver, and the
histopathology, 5 animals with prostatitis, evidenced also by increasing the number
of sperm with the pathology head alone. The examination showed andrologic
decline in motility, in effect, defects in sperm concentration and higher above 10%.
In the blood, it was observed changes from day 3 post-infection, and the
biochemical examination on the day 30, indicating possible kidney and liver
abnormalities. It follows that dogs infected with Leptospira interrogans serovar
Canicola present decrease in sperm quality, and important sources of infection for
humans and animals, which may include forward to leptospirosis through semen
during the first day post-infection, before urinary transmission, and PCR detected
earlier by the SAM.

Key words: Leptospira, dogs, reproduction, semen, urine, PCR



1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose tem como principal mecanismo de contagio a exposicao a
agua ou solo contaminado, no entanto a transmissao venérea ja foi amplamente
confirmada, tanto na monta natural como na inseminacdo artificial (ROBERTS,
1958; SLEIGHT e WILLIANS, 1961).

Esta importante zoonose de distribuicdo mundial (ACHA e SZYFRES, 1986)
nao provoca sinais patognoménicos, e, portanto, seu diagndstico clinico é dificil,
exigindo usualmente a confirmacao laboratorial (STOENNER, 1972), que se
baseia no isolamento das leptospiras ou na presenca de anticorpos especificos
induzidos pelo agente (VASCONCELLOS, 2000).

As leptospiroses apresentam forte significado socio-econdmico-cultural e
sdo exacerbadas por fatores como o crescimento desordenado de grandes
centros urbanos, as migracdes, as deficiéncias nas condicbes de saneamento
badsico e o acumulo de lixo, que promovem a expansao de roedores
(MAGALHAES et al., 2006).

As leptospiras sao espiroquetas pertencentes a ordem Spirochaetales,
familia Leptospiracae, género Leptospira (NOGUCHI, 1918). O género Leptospira
era anteriormente dividido em duas espécies: Leptospira interrogans,
apresentando uma variagdo antigénica caracterizada por 23 sorogrupos e 202
sorotipos (BARATON e POSTIC, 1989), que englobava um grande nimero de
variedades antigénicas, e Leptospira biflexa, variedades de comportamento
saprofita de vida livre presentes em agua doce de superficie, distribuidas em 38
sorogrupos e 65 sorotipos (FAINE, 1994). Essa divisdo baseava-se em critérios
estritamente relacionados a rea¢des sorologicas relativamente especificas, que
forneciam os sorogrupos e sorovares de leptospiras patogénicas e saprofitas. A
identificacdo dos sorotipos s6 era possivel pelo emprego da técnica de absor¢ao
cruzada de aglutininas, executada por laboratorios de referéncia (CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985). Em 1992, o Subcomité de Taxonomia

da Leptospira propbés uma nova divisdo para o género, o qual é formado



atualmente por oito genomoespécies patogénicas: L. borgptersenii, L. interrogans
sensu stricto, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. kirschneri, L. inadai e L. fainii
(KMETY e DIKKEN, 1993), distribuidas em 26 sorogrupos (ELLIS et al., 1986) e
250 sorovares (PERRY et al., 2000); e trés genomoespécies saprofitas ou de vida
livre: L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, com raros registros de infeccbes (KMETY e
DIKKEN, 1993).

Os diferentes sorovares de L. interrogans ndo apresentam especificidade
de hospedeiro, porém o que se observa € a existéncia de uma preferéncia de
certos sorovares por determinados vertebrados. Exemplos dessa condicdo
configuram-se nas associacdes estabelecidas entre o cdo doméstico e o sorovar
Canicola, o suino e o sorovar Pomona, o bovino e os sorovares Wolffi e ou Hardjo,
0 equino e o sorovar Icterohaemorrhagiae (QUINN et al., 1994; FAINE, 1994).

A patogenia da leptospirose inclui a penetracdo do microrganismo atraves
das mucosas ou de lesbes na pele, seguida de multiplicagdo no sangue e em
praticamente todos os 6érgdos e tecidos, o que caracteriza a fase denominada
leptospiremia, na qual hd o comprometimento do figado, dos rins, dos pulmdes,
das adrenais, do cérebro, do utero, do ovario, das trompas e da glandula mamaria.
Nas fémeas em gestacdo, o abortamento e suas complicacbes tornam a
leptospirose uma importante doenca da esfera reprodutiva (FAINE, 1982; FAINE,
1994; JORGE, 2008).

Durante o periodo de incubacgédo, de sete a 14 dias, ocorre a septicemia,
surgindo a producédo de anticorpos da classe IgM, que tem uma atividade de
poucos dias, e surgem mais tardiamente anticorpos da classe 1gG. Apesar dos
anticorpos ajudarem no combate a bacteremia, ndo eliminam por si so a infecgao
renal (REBHUN, 1995). Nos animais que conseguem sobreviver a fase aguda da
leptospirose, 0s microrganismos atingem a luz dos tubulos contornados renais e
passam a ser eliminados por meio da urina por periodos de tempo variados,
caracterizando a fase de leptospiriria; com isso os animais tornam-se uma fonte
de infec¢cdo importante, denominada portador renal (VASCONCELLOS, 1987;
SILVEIRA, 1996).



A transmissdo da Leptospira spp pode ocorrer de forma indireta, pelo
contato com agua e solos contaminados, e pelo modo direto, principalmente pela
via venérea (AMATREDJO et al., 1975). A transmissao transplacentaria também é
comum entre os animais (BRASIL, 1995). Uma vez infectados, os animais podem
eliminar o agente na urina por um periodo de tempo variavel, que pode chegar a
mais de um ano (HANSON, 1992; THIERMANN, 1984); segundo REBHUN (1995),
a leptospirdria em bovinos pode persistir entre dez dias e quatro meses, tendo
carater intermitente. Nos carnivoros, devido ao elevado pH da urina, as leptospiras
nao sobrevivem por um longo periodo, mas, com a utlizacdo de racbes
comerciais, a urina dos caes se torna uma importante via de transmissao (ACHA e
SZYFRES, 1986). Originalmente, os carnivoros ndo representavam uma fonte de
infeccdo muito séria para o homem, uma vez que, devido a sua alimentacdo a
base de carnes, o pH da urina € mais acido, 0 que representa um ambiente
indspito para as leptospiras, mas no caso dos caes domeésticos, alimentados com
racdes comerciais, o pH da urina torna-se apropriado para a manutencdo e
sobrevivéncia dessas bactérias. Em caes, a leptospirose estd normalmente
relacionada com nefrite intersticial, e como consequéncia dos danos renais
normalmente se observa proteintria (ZARAGOZA et al., 2003). Em ambiente
urbano, devido ao contato muito proximo estabelecido entre cdes e humanos, é
considerado que a principal fonte de infeccdo da leptospirose humana sdo os
cées. Esses animais vivem em contado direto com o0s seres humanos e podem
eliminar leptospiras vivas pela urina durante meses, mesmo sem apresentar
nenhum sinal clinico (FAINE et al., 1999). Nessa espécie animal, a leptospirose
pode ser causada por varios sorovares patogénicos, levando a uma enfermidade
com elevada letalidade (BIRNBAUM et al.,, 1998; PERRET et al.,, 2005). Os
roedores sdo um importante reservatorio da doenca e fonte de infeccdo para os
cdes, o0 que torna dificil sua erradicacdo na populacdo canina (DUTTA e
CHRISTOPHER, 2005; PERRET et al., 2005).

Um estudo publicado na revista The Canadian Veterinary Journal em 2002

mostra um aumento acentuado no numero de casos de leptospirose canina a



partir do ano de 1998 no Hospital Escola da Faculdade de Veterinaria de Ontério
(PRESCOTT et al., 2002).

Varios inquéritos soroldgicos realizados em cdes no Brasil retrataram a
variabilidade da distribuicdo de sorovares de Leptospira spp. predominantes nas
diferentes localidades. FURTADO et al. (1997) examinaram 260 cédes em Pelotas,
RS, e encontraram prevaléncia de 28,9%, com destagque para 0S sororaves
Canicola e Icterohaemorrhagiae. AVILA et al. (1998) encontraram 34,8% de
reatores em 425 caes de Pelotas, RS, com predominio dos sorovares Canicola,
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. JOUGLARD e BROD (2000), em Pelotas,
verificaram 2,7% de positividade em 489 cées, com destaque para 0s sororaves
Icterohaemorrhagiae, Australis, Copenhageni, Pyrogenes, Sentot e Canicola. Em
Santana de Parnaiba, SP, MASCOLLI et al. (2002) examinaram 410 amostras de
soro de cdes e encontraram 15,0% de positividade, com destaque para 0s
sorovares Copenhageni, Canicola e Hardjo. BATISTA et al. (2005) examinaram
285 amostras de soro sanglineo de cdes colhidas durante a campanha de
vacinacado anti-rabica animal, em Campina Grande, PB, e a prevaléncia de
leptospirose foi de 21,4%, com maior frequéncia dos sorovares Autumnalis,
Copenhageni e Canicola. MAGALHAES et al. (2006) colheram amostras de
sangue de 3.417 cdes, em Belo Horizonte, MG, no periodo de setembro de 2001 a
setembro de 2002, encontrando 13,1% de positividade, sendo as sorovariedades
Canicola, Ballum, Pyrogenes e Icterohaemorrhagiae as mais prevalentes.

A prova de soroaglutinacdo microscépica (SAM) € o teste sorolégico mais
utilizado para o diagnostico da leptospirose bovina (BOLIN et al., 1989) no Brasil e
em todo o mundo (OLIVEIRA, 1999). THIERMANN (1984) ressalta que, apesar da
padronizacdo desse teste, ha dificuldade de obter resultados concordantes entre
os diferentes laboratérios. E uma técnica laboriosa e exige o uso de leptospiras
vivas como antigenos (CHAPPEL et al., 1998).

O diagnéstico definitivo da infeccdo por Leptospira spp € usualmente dado

pelo isolamento e cultivo do agente, entretanto esse procedimento € oneroso,



necessita de amostras recém-colhidas, e pelo menos 30 dias sao requeridos para
a obtencéo de resultados conclusivos (BOLIN et al., 1989).

Nos ultimos anos, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
tornou-se importante na detecgcdo de agentes patogénicos. O método é rpido e
extremamente sensivel, podendo teoricamente detectar uma uUnica molécula de
DNA em poucas horas. Outra grande vantagem da técnica de PCR decorre do fato
de ndo ser necesséria a viabilidade dos patégenos para a realizacdo do teste, o
gue permite a inativacdo e o armazenamento das amostras, bem como a
aplicacdo da técnica em amostras mal conservadas (GILLESPIE, 1990;
GINGERAS et al.,, 1990; PAUL, 1990; MASRI et al.,, 1997). KEE et al. (1994)
puderam detectar L. interrogans no sangue de Saguis (Merionis unguiculatus) dois
dias apos a infeccdo experimental, enquanto anticorpos s6 foram detectados pela
SAM sete dias pés-infeccao.

MERIEN et al. (1992) sintetizaram o par de oligonucleotideos iniciadores
Lep 1 e Lep 2 a partir da seqiéncia do gene 16S rRNA de L. interrogans sorovar
Canicola determinada por FUKUNAGA et al. (1990). A técnica de PCR, quando
utilizada com esse par de oligonucleotideos iniciadores, revelou ser especifica
para Leptospira spp, ndo amplificando o DNA de outras bactérias como Borrelia
burgdorferi, Borrelia hermsii, Treponema denticola, Treponema pallidum, entre
outras.

Mais tarde, novos oligonucleotideos iniciadores (primers) foram
desenvolvidos a partir de DNA de outros sorovares, como Icterohamorrhagiae e
Bim, estes capazes de detectar apenas leptospiras patogénicas (GRAVEKAMP et
al., 1993).

HEINEMANN (1995) demonstrou que os oligonucleotideos iniciadores
sintetizados por MERIEN et al. (1992) foram capazes de amplificar um fragmento
de 330 pares de base (bp) a partir do DNA de todos os 30 sorovares de Leptospira
spp testados em seu trabalho, independentemente de serem das espécies L.
biflexa (apatogénica) ou L. interrogans (patogénica), devido provavelmente ao fato

de os genes de rRNA serem altamente conservados entre as bactérias.



Varios autores tém descrito bons limiares de deteccao de leptospiras pela
técnica de PCR. HEINEMANN (1995) descreveu ter detectado 10 bactérias por mL
em sémen de touros; no entanto HEINEMANN et al. (2000) observaram um limiar
de deteccdo de 100 bactérias por mL para 0 mesmo material. Em urina,
CETINKAYA et al. (2000) detectaram até cinco leptospiras por mL do material.
KIM et al. (2006), em contaminacdo experimental de sémen canino com
Leptospira interrogans, conseguiram um limiar de deteccdo de 1.000 bactérias por
mL de sémen por meio da técnica de PCR. No mesmo trabalho, os autores
aplicaram uma nested PCR ao mesmo material, na qual atingiram um limiar de
100 bactérias por mL de sémen. VELOSO et al. (2000) atentaram para o fato de
que o procedimento de extracdo do DNA do material que se deseja avaliar e 0s
“primers” utilizados podem propiciar diferentes resultados.

MAGAJEVSKI et al. (2005), estudando amostras pareadas de sémen e de
urina de 10 touros naturalmente infectados com Leptospira interrogans sorovar
Hardjo, detectaram DNA de leptospira em apenas uma amostra de urina e em
nenhuma das amostras de sémen. No entanto amostras de urina de cinco touros
foram positivas no isolamento em meio de cultivo, alertando para o fato de que
diferentes técnicas de extracdo de DNA e os “primers” utilizados podem fornecer
diferentes resultados.

Muitos estudiosos tém utilizado a PCR no diagnostico da leptospirose
canina a partir da urina desses animais.

CAl et al. (2002) utilizaram os “primers” G1/G2 e B64-1/B64-11 para detectar
sorovares de leptospiras patogénicas em urina canina. Eles relataram que a prova
se mostrou especifica e sensivel, apresentando um limiar de deteccdo de 100
células de leptospira icterohaemorrhagiae por mililitro de urina.

Em um estudo com 123 caes com sintomas sugestivos de leptospirose e 13
animais clinicamente sadios, concluiu-se que a PCR para deteccdo de leptospira
na urina de cées teve 100% de sensibilidade e 88,3% de especificidade, sendo
considerada uma arma no diagnoéstico precoce de leptospirose (HARKIN et al.,
2003a). No mesmo ano HARKIN et al.,, 2003b, publicaram outro trabalho



comparando PCR, cultura bacteriolégica e teste sorolégico na deteccdo de
leptospirdria, e afirmaram que, independentemente do estado de saude, 8,2% dos
caes eliminavam leptospiras patogénicas na urina, representando um risco para
seus proprietarios. Eles também concluiram que o teste sorolégico é um indicativo
pobre, em termos de diagndstico precoce, da eliminacéo de leptospiras pela urina

Uma das caracteristicas da infeccao por leptospiras que ha muito tempo €
conhecida é a sua importancia como enfermidade bovina que interfere na
qualidade reprodutiva desses animais. A presenca de Leptospira spp em sémen
de touros, natural e experimentalmente infectados, ja foi demonstrada, indicando a
possibilidade de transmissdo da leptospirose bovina pela monta natural ou pela
inseminacéo artificial (IA) (SLEIGHT e WILLIAMS, 1961; SLEIGHT et al., 1964;
SLEIGHT, 1965; RODINA, 1971; RODINA e BALASHOV, 1971).

SLEIGHT e WILLIAMS (1961) concluiram que a relacdo anatdbmica dos
aparelhos urinario e genital dos machos, em que a uretra é o ducto excretor
comum para urina e sémen, favorece a contaminacdo do sémen por leptospiras
enguanto o animal se apresenta em fase de leptospiruria.

Uma das primeiras comprovacfes sobre a importancia do sémen como
meio de transmissédo da leptospirose foi verificada por KIKTENKO et al. (1976),
gue isolaram leptospiras de quatro amostras de sémen de um total de 56 touros
examinados. Alguns animais infectados apresentaram inibicdo dos reflexos
sexuais e perda na qualidade do sémen, com queda na concentragcdo e na
motilidade, diminuicdo do volume do ejaculado e necrospermia. A necropsia de
trés machos revelou a presenca de inflamacdo dos testiculos e das glandulas
anexas.

MAGAJEVSKI et al. (2004) estudaram as possiveis alteracdes nos padrées
analisados em exames androlégicos de touros e constataram que o0s bovinos
podem ter uma queda na qualidade do ejaculado quando expostos a uma infecgao
por leptospiras.

Apesar do crescente interesse na reproducdo assistida em caes, existem

poucas informacdes cientificas sobre a fisiologia da reproducdo nesta espécie, em



comparacdo a outras. E ainda menos informacdes sobre as mdltiplas causas de
infertilidade em cées machos, inclusive com informagdes sobre quais as possiveis
doencas que poderiam ser transmitidas durante a reproducao.

O aumento do numero e da variedade de parametros anormais do sémen
reflete condigbes de subfertilidade, indicando a necessidade de investigacdo mais
profunda. A analise do sémen inclui avaliacdo de coloracao, volume, motilidade,
vigor, concentracdo, defeitos e avaliacéo citologica (ROOT e JOHNSTON, 1994).

A coloracdo normal do sémen de cées é branco-opalescente (JOHNSTON,
1991). O aspecto do sémen varia conforme a concentracdo de espermatozoides e
a quantidade de liquido prostético presente no ejaculado (ROOT e JOHNSTON,
1994). O ejaculado dos caes € dividido em trés distintas fragbes. O volume do
sémen dos caes apresenta variacdes desde 1mL até mais de 80mL na somatoria
das trés fracdes. O volume também é dependente da quantidade de liquido
prostatico (ROOT e JOHNSTON, 1994). A motilidade do sémen deve ser superior
a 70% (JOHNSTON et al., 2001). O vigor corresponde a graduacéo de velocidade
na qual o espermatozoéide se move (ROOT e JOHNSTON, 1994).

A concentracdo espermatica € muito variavel entre caes; normalmente os
cdes maiores produzem mais espermatozdides que os menores (ROOT e
JOHNSTON, 1994).

Mamiferos com boa fertilidade normalmente possuem alta porcentagem de
espermatozdides normais e uniformes (OMBELET et al., 1995). Anormalidades do
sémen associadas com infertilidade incluem oligospermia ou azospermia, volume
abaixo do normal, baixa motilidade, presenca de hemospermia ou leucospermia e
grande quantidade de patologias espermaticas.

Sao parametros normais para o sémen de cdes: motilidade espermética
acima de 70%, concentracdo acima de 200 milhdes de espermatozoides por
ejaculado e mais de 80% de espermatozéides morfologicamente normais
(MEYERS-WALLEN, 1991). Motilidade e morfologia espermatica anormais, com
frequiéncia, séo os primeiros indicadores de lesdo gonadal, independentemente da

causa (JOHNSON, 1994). As etiologias incluem afeccdo testicular primaria,



distarbios enddcrinos, agressées pelo meio ambiente, ejaculacdo incompleta e
causas iatrogénicas (JOHNSON, 1994).

Além dos métodos padrdes utilizados no diagndstico da leptospirose, como
a técnica de soroaglutinacdo microscopica, a leptospirose pode ser diagnosticada
pela visualizagdo do agente em fragmentos de tecidos (ELLIS et al., 1983) por
varias técnicas, como imunofluorescéncia, imunoperoxidase, colora¢cdes com sais
de prata como a técnica de Levaditi.

Utilizando a técnica de Levaditi, KANEKO e OKUDA (1917) conseguiram
demonstrar a presenca de leptospiras em mais de 50% dos tecidos hepaticos de
43 casos clinicos de leptospirose humana. Nos fragmentos de rins examinados,
verificaram a presenca do agente; nos primeiros dias, as leptospiras estavam
localizadas no intersticio, e mais tardiamente, no espaco intracelular.

ZAMORA (1995) encontrou, por meio das técnicas de Levaditi, observacéo
direta em campo escuro, imunofluorescéncia e imunoistoquimica, a presenca de
leptospira em rins de 43% dos roedores silvestres examinados. A técnica que
apresentou o melhor desempenho foi a de Levaditi, em 67,5% dos rins.

CAMARGO et al. (1993) verificaram a presenca de L. interrogans sorovar
Pomona pela reacdo de imunofluorescéncia direta e pela técnica de Levaditi em
fragmentos de ovarios de hamsters experimentalmente infectados. As leptospiras
foram localizadas em diferentes estruturas dos ovarios, como no intersticio, nos
vasos sanguineos e linfaticos, na altura da zona pellcida e no interior dos 6évulos.

CAMARGO (1996) verificou a presenca do sorovar Pomona, a partir da
coloracao de Levaditi, em ovérios de hamsters infectados experimentalmente, que
foram induzidos a condicdo de portadores renais pela administracdo do estolato
de eritromicina.

BRANDESPIM et al. (2003), utilizando as técnicas de Levaditi e
imunoistoquimica, observaram a presenca de L. interrogans sorovar Pomona no
testiculo, no epididimo, na vesicula seminal, no rim e no figado de hamsters

experimentalmente infectados.
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Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém se dedicado a estudar a
presenca das leptospiras nos tecidos, com o objetivo de detectar a possivel
existéncia desse microrganismo em estruturas do aparelho reprodutor tanto das
fémeas como dos machos. A melhor compreensdo da patogenia da leptospirose
poderia ajudar no desenvolvimento de métodos mais eficientes de controle
sanitario (MARPLETOFT, 1986).
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2- JUSTIFICATIVAS

A realizacdo deste trabalho é justificada pela inexisténcia de artigos

relatando o comprometimento do aparelho reprodutor de cdes em infeccdes por

leptospiras aliada a crescente utilizacdo de técnicas de reproducdo assistida

nessa espécie.

3- OBJETIVOS

O presente projeto tem por objetivos:

pesquisar a presenca de leptospiras em sémen e urina de caes
infectados por Leptospira interrogans sorovar Canicola;

avaliar o perfil androlégico desses animais comparando-o ao de
animais néo infectados;

pesquisar a presenca de leptospiras nos testiculos, no epididimo e
na préstata, bem como avaliar a extensdo das lesdes provocadas
por esses patégenos em animais experimentalmente infectados;
comparar 0s achados com exames clinicos/laboratoriais

complementares.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Instalacdo e manejo dos cées

Os cées foram mantidos em baias individuais apropriadas no Hospital
Veterinario “Dr. Halim Atique”, do Centro Universitario de Rio Preto - Unirp, com
temperatura ambiental ndo climatizada, recebendo agua comum da rede publica e

racao comercial “ad libidum”.

4.2 - Selegao dos animais

Foram selecionados cdes machos em idade reprodutiva (entre 1 e 4 anos),
sem raca definida, com massa corporea variando de 10 a 15 kg, recolhidos ao
Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Sédo José do Rio Preto, que nédo
apresentaram titulo de anticorpos séricos contra 0s sorovares de Leptospira spp
(Quadro 1), por meio da prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM), em dois
testes realizados no intervalo de sete dias, e com a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) na urina negativa nessas duas ocasifes, descartando a
possibilidade dos animais serem portadores renais (FAINE, 1982).

Foram utilizados 32 animais, dos quais 20 foram inoculados com a cepa
patogénica de Leptospira interrogans sorovar Canicola (LO4) e 12 receberam
solucao fisiologica, sendo considerados como grupo-controle e tratados da mesma
forma que o grupo infectado. Esses animais foram divididos em quatro grupos de
estudo, todos compostos de cinco cdes infectados com a cepa patogénica LO4, e
trés animais de controle; os animais do grupo 1 (G1) foram eutanasiados apos
sete dias da inoculagcao, os animais do grupo 2 (G2) foram eutanasiados 15 dias
apos a inoculacdo, os animais do grupo 3 (G3) eutanasiados apés 30 dias de
incubacdo e os animais do grupo 4 (G4) foram eutanasiados apos 45 dias da

inoculacéo da cepa patogénica.
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Nos dias zero (dia da inoculagéo), trés, cinco, sete, 10 e a partir dai de
cinco em cinco dias apds a inoculacdo da cepa patogénica de Leptospira, foram
colhidas amostras de sangue, sémen e urina. No sémen foram realizados exames
andrologicos, no sangue, além da SAM (para tracar a curva de titulos) e de um
hemograma completo, foram verificados os niveis de uréia, creatinina, fosfatase
alcalina, transaminase, albumina, ALT, colesterol, glicose e célcio. Na urina, foram
realizados os testes biofisicos e bioquimicos e observacdo quanto a proteinaria e
cilindros granulosos, inclusive no dia da eutandsia.

Nos dias de colheita dos materiais, foi realizada paralelamente uma
avaliacdo clinica dos cdaes, tanto os inoculados quanto os de controles,
observando-se principalmente se havia uremia, hemoglobindria, ictericia, glossite
ou estomatite, temperatura dos animais, peso corporal, frequéncia cardiaca e
frequéncia respiratéria. Foram colhidas na necropsia, amostras de rim, figado,
epididimo, testiculo e préstata para realizacdo de PCR, e das técnicas de

coloracao de Levaditi e histopatologico.

4.3 - Inoculacdo’

Foi utilizado um inéculo com a cepa virulenta do sorovar Canicola da estirpe
LO4 (FREITAS et al., 2004) na concentracdo de 10° leptospiras por mL. Para
obter essas concentragGes de leptospiras, as mesmas foram contadas em laminas
microscopicas 24 x 76 mm, (FAINE, 1982). Foram inoculados quatro mililitros do

indculo por via subcutanea na regiao cervicodorsal.

"Cepa LO4 - cepa patogénica de Leptospira interrogans sorovar Canicola, isolada de figado de
suino, pela equipe do Prof. Dr. Julio César de Freitas, em estudo realizado na Universidade
Estadual de Londrina (UEL) gentilmente cedida pelo Instituto Biolégico de S&o Paulo.
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4 .4- Colheita das amostras
4.4.1 - Sangue

A colheita de sangue foi realizada por venopuncéo, parte do sangue foi
utilizada imediatamente na analise laboratorial com a adi¢do de anti-coagulante, e
parte foi dessorada apés retracdo do coagulo. O soro foi entdo identificado e
encaminhado para o exame sorologico, realizado pela técnica de SAM, a fim de

estabelecer uma curva de titulos nos animais.

4.4.2 - Sémen

Para a colheita do sémen foi aplicada a técnica de estimulagdo manual
peniana (JOHNSTON et al., 2001). Em parte das amostras da primeira e segunda
fracdo do ejaculado, foram realizados o espermiograma e a avaliagdo morfo-
patoldgica, e outra parte das amostras foi congelada a temperatura de -20° C até o

momento do exame de PCR.

443 -Urina

A colheita da urina foi realizada com a utilizacdo de sonda. Parte das
amostras foi utilizada na andlise fisico-quimica e outra parte das amostras foi

congelada a temperatura de -20° C até o momento do exame de PCR.

4.5 — Eutanasia dos animais

Os animais foram inicialmente sedados com acepromazina na dose de
0,01mg/kg via intravenosa e em seguida, pela mesma via, receberam overdose de
tionembutal na dose de 25mg/kg (dose normal 12,5mg/kg) e brometo de
pancurdnio na dose de 0,11mg/kg I.V. até total parada cardiorrespiratoéria.
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4.6 - Pesquisa de anticorpos’

4.6.1 - Preparo dos antigenos de leptospira

Os sorovares de leptospira utilizados como antigenos foram provenientes
de matrizes repicadas semanalmente em meio de cultura EMJH (Ellighausen,
McCullough, Johson e Harris, Difco) enriqguecido com soro sangiiineo de coelho,
na proporcéo de 10%, e mantidos em estufa bacterioldgica (B.O.D.) a 28°C. Todos
os antigenos foram utilizados ao redor do sexto dia de incubacédo. A concentracao
considerada ideal foi padronizada de forma a corresponder a metade da turvacao
do tubo nimero 1 da escala de MacFarland (100 a 200 leptospiras por campo
microscopico), livre de contaminacdo e de auto-aglutinacdo, segundo as
orientacdes de SULZER e JONES (1980).

4.6.2 - Técnica de Soroaglutinacdo Microscépica

Os soros foram diluidos em solugdo tamponada de Sdérensen, segundo
SANTA ROSA (1970), sendo a diluicdo inicial de 1/5. Dessa diluigdo foram
colocadas aliquotas de 50 uL e adicionada igual quantidade de antigeno,
resultando na diluicdo de 1/10. A mistura soro-antigeno foi levemente agitada e
incubada em estufa bacteriolégica B.O.D. a 28° C por duas horas, procedendo-se
a seguir a leitura. O critério adotado para considerar um soro como reagente foi o
de 50% de aglutinacdo, ou seja, metade das leptospiras aglutinadas no campo
microscopico no aumento de 100 vezes. O titulo do soro foi considerado a

reciproca da sua maior diluicdo que apresentou 50% de aglutinacao.

" Realizado no Laboratério de Leptospirose e Brucelose da FCAV/UNESP sob a supervisio do Prof. Dr. Raul
José Silva Girio.
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Quadro 1. Estirpes de Leptospira interrogans empregadas como antigeno na

reacdo de soroaglutinacdo microscopica aplicada a leptospirose, segundo o

namero de controle (cédigo), o sorogrupo e a variante sorolégica.

Cédigo Sorogrupo Sorovar
1-A Australis Australis
1-B Australis Bratislava
2-A Autumnalis Autumnalis
2-B Autumnalis Butembo

3 Ballum Castellonis
4 Bataviae Bataviae
5 Canicola Canicola
6 Celledoni Whitcombi
7 Cynopteri Cynopteri
8 Grippotyphosa Grippotyphosa
9 Hebdomadis Hebdomadis
10-A Icterohaemorrhagiae Copenhageni
10-B Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
11 Javanica Javanica
12 Panama Panama
13 Pomona Pomona
14 Pyrogenes Pyrogenes
15-A Sejroe Hardjo
15-B Sejroe Wolffi
16 Shermani Shermani
17 Tarassovi Tarassovi
18 Andamana Andamana
20 Seramanga Patoc
ST Djasiman Sentot

" Cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Silvio Arruda Vasconcellos do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Satide Animal da FMVZ/USP.




17

4.7 — Reacgdo em cadeia pela polimerase (PCR)*

4.7.1 - Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA das amostras clinicas de sémen e de urina,

utilizou-se

a técnica com isotiocianato de guanidina (adaptado de

CHOMCZYNSKI, 1993). A reacao foi realizada em microtubos de 1.500uL, de

acordo com a seqiéncia de etapas que se seguem

Adicao de 600uL de isotiocianato de guanidina.

Adicéo de 200uL de sémen.

Homogeneizacdo por 10 segundos em agitador orbital (Vortex).
Incubacgédo durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugacao rapida.

Adicao de 100uL de cloroférmio gelado.

Homogeneizacéao por 10 segundos em agitador orbital (Vortex).
Incubacédo durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugacdo a 14.000 x g/5min.

Transferéncia de 400uL da fase aquosa para novo tubo de 1.500uL,
tomando o cuidado de nao aspirar a interface organica.

Realizacdo da precipitacdo acrescentando 600uL de propanol gelado,
homogeneizar por inversao.

Estocagem da amostra por, no minimo, 2 horas a -20°C.

Centrifugacdo a 14.000 x g/20min.

Desprezo do sobrenadante por inversao.

Adicéo de 500uL de etanol a 70%.

Centrifugacdo a 14.000 x g/15min.

Desprezo do sobrenadante por inversao.

" Realizado no Laboratério de Biologia Molecular e Sorologia Aplicada da FMVZ/USP sob supervisio do
Prof. Dr. Leonardo José Richtzenhain
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Banho-maria a 56°C por 15 minutos.

Suspenséo do sedimento com 30uL de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,
pH 8,0).

Banho-maria a 56°C por 30 minutos.

Estocagem a -20° C, ou utilizagdo imediata para amplificacao.

Para a extracdo de DNA das amostras dos 6rgaos (rim, figado, epididimo,

testiculo e prostata), foi utilizada a técnica com lise enzimética com proteinase K
(SAMBROOK et al., 1989). A reacao foi realizada em microtubos de 1.500uL, de

acordo com a seqiéncia de etapas que se seguem

Adicao de 300uL da amostra clinica.

Adicéo de 300uL de tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 (TE). (somente
para as amostras de sémen).

Homogeneizacgao por 10 segundos em agitador de tubos.

Centrifugacédo em 13.000 x g/30 min.

Ressuspencao do sedimento (pélete) em 300uL de tampéo de lise.
Adicao de 150uL de tampéo fenol.

Homogeneizacgao por 20 segundos em agitador de tubos

Centrifugacdo da 13.000 x g/5min.

Transferéncia de 200uL da fase aquosa para novo tubo de 1.500uL,
tomando o cuidado de nao aspirar a interface organica.

Adicao de 100uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, na propor¢céo de
25/24/1.

Homogeneizacgédo por 10 segundos em agitador de tubos.

Centrifugacdo em13.000 x g/5min.

Transferéncia de 100uL da fase aquosa para novo tubo de 1.500uL,
tomando o cuidado de néo aspirar a interface organica.

Adicao de 20uL de acetato de sédio 2M.

Adicao de 240uL de etanol absoluto.
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e Homogeneizagao por inversao.

e Manutencdo em -20° C “overnight”.

e Centrifugacdo em 13.000 x g/15 min.

e Descarte do sobrenadante por inverséo e lavagem do pélete com 500uL
de etanol 70%.

e Centrifugacao da 13.000 g/15 min.

e Secagem do pélete de DNA.

e Ressuspencgao do pélete em 30uL de TE com pH 7,4.

e Incubacdo em banho-maria a 56° C/15min.

e Estocagem a -20° C, ou utilizar imediatamente para amplificacéo.

4.7.2 - Oligonucleotideos iniciadores (primers) empregados na
amplificacao
Foram utilizados os primers descritos por MERIEM et al. (1992), género-

especificos, de 330 pb

Quadro 2 Sequéncia dos pares de base dos dois primers utilizados no
experimento.

PRIMERS SEQUENCIA

Lep1 5" GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’

Lep 2 3" TTAGAACGAGTTACCCCCCTT &’
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4.7.3 - Amplificacdo do DNA bacteriano

A amplificacdo das amostras de DNA foi realizada em microtubos de 500uL,
com volume final de 25uL, de acordo com o protocolo de MERIEM et al. (1992),
descrito a seguir

o Adicéo de 16,1 uL de agua ultrapura.

o Adicdo de 2,5 uL de tampédo de reacdo 10x (500mM KCI; 15mM

MgCl,; 100mM tris-HCI, pH 9,0).

J Adicdo de 0,5 pL da mistura de dNTPs (200uM de cada nucleotideo

[dCTP, dATP, dGTP, dTTP)).

o Adicao de 0,75 uL de MgCl, (50mM).

o Adicdo de 1,25 uL de Lep 1(10 pmol/uL).

o Adicdo de 1,25 uL de Lep 2(10 pmol/uL).

o Adicdo de 0,15 uL de Tag DNA polimerase (5 unidades por uL).

J Adicéo de 2,5 uL da amostra de DNA extraido.

4.7.4 - Ciclo de amplificacéo

Foi utilizado o ciclo de amplificagéo preconizado por RICHTZENHAIN et al.
(2002). Inicialmente, foi realizada a desnaturacdo da fita, utilizando a temperatura
de 94° C por 5 minutos. Foram empregados 40 ciclos, divididos como descrito
abaixo:

e Desnaturacao do DNA: 94° C/30seg

¢ Anelamento dos “primers”: 60° C/30seg

e Polimerizagcéo do DNA: 72° C/30seg

e Extensao final; 72° C/5min
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4.7.5 - Andlise do produto amplificado

A visualizacdo do produto amplificado (330 pares de base) foi realizada por
eletroforese em gel de agarose a 2,0% (p/v), utilizando tampao de corrida TBE 0,5
X (0,04M tris-acetato e 0,001M EDTA, pH 8,0), segundo SAMBROOK et al.
(1989), como segue.

A cada uma das cavidades do gel foram adicionados 12uL de uma mistura
contendo 10uL de produto amplificado e 2uL de corante (azul de bromofenol
0,25%, glicerol 30%). O gel foi submetido a uma voltagem constante de 6-7 V por
centimetro de distancia entre os eletrodos em cuba horizontal, contendo tampéao
de corrida TBE 0,5%.

A revelacdo das bandas foi realizada por meio da imersédo do gel em uma
solucdo de brometo de etidio a 5ug por mL durante 15 minutos e posterior
observacdo em transluminador ultravioleta. O gel foi fotografado pelo sistema
EDAS* (Electrophoresis Documentation and Analysis System - KODAK).

Como controle positivo foi utilizada uma cultura com o sorovar Canicola, e

como controle negativo foi utilizada agua.

476 - Amostra de sémen canino para contaminacao

experimental

A amostra de sémen canino submetida & contaminacdo experimental com
Leptospira interrogans sorovar Canicola foi obtida a partir de um animal utilizado
como controle negativo do experimento, que ndo apresentou titulo de anticorpos
séricos contra os sorovares de Leptospira spp. incluidos no Quadro 1, por meio da

prova de SAM (FAINE, 1982), e negativa para a técnica de PCR utilizada.
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4.7.7 - Determinacao do limiar de deteccdo da técnica de PCR na
amostra de sémen canino experimentalmente contaminado com Leptospira

interrogans sorovar Canicola

Foi empregada uma suspensao bacteriana pura de Leptospira interrogans
sorovar Canicola, gentilmente cedida pelo Laboratorio de Zoonoses Bacterianas
do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal da
FMVZ/USP. Por meio da metodologia de contagem em campo escuro descrita por
FAINE (1982), esta suspensdo bacteriana revelou conter 3,6 x 10 bactérias/mL. A
fim de avaliar a menor concentragcdo de DNA bacteriano que a técnica de PCR
pode detectar em sémen canino, o sémen descrito no item 4.7.6 foi contaminado
experimentalmente com diferentes concentracdes da suspensao bacteriana. Para
tanto, as bactérias foram diluidas diretamente na amostra de sémen, de maneira a
obter as seguintes concentracdes de bactérias/mL: 3,6 x 107, 10°, 10° 10% 103
10%, 10%, 10°.

4.8 — Andlises dos ejaculados”

Imediatamente ap6s a colheita, o ejaculado foi mantido em temperatura

ambiente, sendo analisado macro e microscopicamente.

4.8.1 - Analises macroscopicas
4.8.1.1 - Volume

O volume da primeira e da segunda fracdo do ejaculado foi medido no

préprio tubo graduado no qual foi feita a coleta.

* Realizado no momento da colheita no Laboratério de Reprodugdo Animal do Hospital Veterinario da
UNIRP.
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4.8.1.2 - Coloracéao

A coloracéo foi verificada pela simples inspecéo visual, sendo considerada
normal para o ejaculado do céo, a cor de branco-opalescente a branco-leitosa
(ROOT e JOHNSTON, 1994).

4.8.2 - Analises microscépicas

4.8.2.1 - Motilidade espermatica

Uma gota de sémen fresco foi colocada entre lamina e laminula, pré-
aguecida a 37°C e observada em microscopio de contraste de fase, com aumento
de 10X, sendo a avaliacdo registrada sob a forma de porcentagem de células em

movimento progressivo.

4.8.2.2 - Vigor

Utilizando-se das mesmas preparacdes microscopicas empregadas para a
avaliagcdo da motilidade, avaliou-se a qualidade do movimento progressivo dos
espermatozoides, considerando-se escores de zero (henhum movimento) a cinco

(movimento retilineo).

4.8.2.3 - Concentracao espermatica

Para determinacdo da concentracdo de espermatozoides (sptz/mL), foi
utilizada diluicdo de 1/20, sendo 50uL do ejaculado em 950uL de 4gua destilada.
A partir da referida diluicAo, preencheram-se as duas hemicadmaras de
“Neubauer”. Decorridos dois minutos, para sedimentacdo das células
espermaticas, as contagens foram realizadas em microscopio de contraste de
fase, com aumento de 40X, e o numero de células contadas expresso em

espermatozoides por mL.
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4.8.2.4 - Turbilhonamento

O turbilhonamento traduz o movimento de massa dos espermatozoides. Foi
colocada uma gota de sémen sobre uma lamina aquecida a 37°C. A seguir, a
referida lamina foi levada ao microscopio sobre uma placa aquecida, observada
com auxilio de uma objetiva de 100x, e o movimento foi classificado em uma

escala de zero a cinco.

4.8.2.5 - Andlise das morfopatologias espermaticas

A morfologia dos espermatozoides foi avaliada por exame de amostras do
ejaculado em laminas, no aumento de 100X (6leo de imersao), e foram contadas
200 células de cada amostra. A técnica utilizada para confeccdo das laminas foi a
preconizada por JOHNSTON et al., 2001. Foi feito um esfregaco de uma gota de
sémen, corado com Wright-Giensa. Os numeros e os tipos de anormalidades
foram anotados, e a porcentagem determinada. Quando um espermatozoide
apresentava mais de uma anormalidade, era anotada apenas a considerada mais
séria (SEAGER, 1986). As anormalidades foram consideradas como defeitos
maiores (cabeca: subdesenvolvida, isolada patoldgica, estreita na base, piriforme,
pequena anormal, contorno anormal, “pouch formation”, acrossomo, gota
citoplasmatica proximal, forma teratoldgica; peca intermediaria; cauda: dobrada ou
em gota, enroladas na cabeca e formas duplas) e defeitos menores (cabeca:
delgada, gigante-pequena-anormal, isolada anormal; cauda e implantacdo: retro-

abaxial-obliquo, dobrada ou enrolada e com gota citoplasmatica distal).
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Foram consideradas como amostras de sémen normais as que tiveram

menos que 10% de defeitos maiores, menos de 20% de defeitos menores e
defeitos totais entre 20 e 30% (JOHNSTON et al., 2001).

4.9 - Técnica de Levaditi

Essa técnica foi realizada conforme o procedimento descrito por Mc

MANUS e MOWRY (1965)

Os fragmentos de tecidos foram fixados em formol 10% por 24 horas a
temperatura ambiente.

Lavagem em agua corrente por 1 hora.

Lavagem em alcool 96° por 24 horas.

Lavagem em alcool - 70° por 24 horas.

Retirada do alcool e imersdo em agua.

Revelacdo em solucdo de nitrato de prata (Nuclear 2850), por 72 horas a
temperatura de 37 °C, no escuro (Anexo 1).

Bloqueio da reacdo em solucédo redutora, por 24 a 72 horas a temperatura de
37°C, no escuro (Anexo 1).

Lavagem em agua destilada.

Desidratacdo em seérie de alcoois em concentracdes crescentes (70%, 95%,
absolutos I, Il e I1l) e em xilol.

Diafanizacdo, impregnacdo com parafina e inclusdo em parafina.

Cortes em micrometro (4 a 5 um) e montagem em resina sintética
“PERMOUNT™.

A leitura das laminas foi realizada em microscoépio de luz Gptica (Carl Zeiss)

com ocular 10X e objetivas 40X e 100X (imersdo), com condensador de campo

claro.
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4.10 - Histopatolégico

Fragmentos dos testiculos, epididimos, prostata, rim e figado foram fixados
em solugéo neutra de formol a 10%, incluidos em parafina e cortados a cinco
micrémetros de espessura para entdo serem corados pela técnica de hematoxilina

e eosina (HE).

4.11 - Hemograma, andlise bioquimica do sangue e andlise fisico-

quimica da urina

A metodologia utilizada para esta andlise encontra-se no final deste
trabalho como anexo, uma vez que, para a maioria dos parametros, foram

utilizados Kits comerciais.

4.12 — Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se 0 programa
computacional Statististical Analysis System (SAS USER’S GUIDE: STATISTICS,
1985). Foram realizadas andlises de variancia individuais para cada parametro
estudado, dentro de um delineamento inteiramente casualizado. Para as variaveis
cujas médias foram consideradas significativas foi aplicado o teste t de Student
para detectar diferencas entre os tratamentos em cada dia. Neste caso,

consideram-se os niveis de significancia de 1% e 5% para todas as condic¢des.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com QUINN et al. (1994) e FAINE (1994), os diferentes
sorovares de L. interrogans ndo apresentam especificidade de hospedeiro, porém
existe a preferéncia de certos sorovares por determinados vertebrados. Exemplo
dessa condicdo € a associacdo estabelecida entre o cdo doméstico e 0 sorovar
Canicola. Essa condicdo aliada aos varios inquéritos sorolégicos que indicam esse
sorovar como um dos principais causadores da leptospirose canina (FURTADO et
al., 1997; AVILA et al., 1998; JOUGLARD e BROD, 2000; MASCOLLI et al., 2002;
BATISTA et al., 2005; MAGALHAES et al., 2006) motivaram a utilizacdo desse
sorovar no presente estudo.

Como esperado, nenhum animal do grupo-controle apresentou aglutinagao
frente a reacdo de soroaglutinacdo microscépica (SAM) para os 24 sorovares de
Leptospira spp. utilizados (Quadro 1), a partir da diluicho 1/10; e os demais
animais s6 apresentaram reacdo ao sorovar Canicola apds a infeccdo
experimental, o que comprova a qualidade das medidas adotadas no ambiente em
relacdo as instalacdes e ao manejo sanitario.

A confirmacdo da inducdo da leptospirose nos cées experimentalmente
infectados ficou caracterizada pelos titulos de anticorpos obtidos na prova de
SAM, caracterizando a “performance” da viruléncia da cepa utilizada e
assegurando o primeiro parametro assentado no delineamento da investigagéo,
gue foi o de estabelecer uma populacdo que tivesse um contato efetivo com a
leptospira.

Podem-se observar na Tabela 1 os titulos de anticorpos antileptospira dos
cdes que constituiram o grupo 1 (G1l) do experimento e que permaneceram
infectados durante sete dias. Dos cinco caes, apenas um (G1A1l) ndo apresentou
titulo no periodo analisado, o que pode ser explicado pelos dados obtidos por
REBHUN (1995), que relata que o periodo de incubacéo da leptospirose pode ser
de até quatorze dias, periodo em que ocorre septicemia e o inicio da produgéo de
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anticorpos. Os titulos apresentados pelos animais desse grupo variaram de 20 a
1.280.

Na Tabela 2, estdo apresentados os titulos dos cdes que permaneceram
infectados durante quinze dias e que constituiram o grupo 2 do protocolo
experimental (G2). Nesse grupo, todos 0s animais apresentaram titulos
detectaveis na prova de SAM durante o periodo de estudo, 0s quais variaram de
10 a 1.280.

Tabela 1. Titulos de anticorpos aglutinantes antileptospira sorovar Canicola de
cinco caes infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante quatro avaliagbées num periodo de
sete dias, representando o Grupo G1 do presente experimento.
Jaboticabal, Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da

ANIMAIS inoculacéo
0 03 05 07
G1lAl - - - -
G1lA2 - - 160 1.280
G1A3 - 20 160 320
G1lA4 - - 320 1.280
G1A5 - 20 80 640

G1: grupo 1, A: animal infectado  -: auséncia de reagéo
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Tabela 2. Titulos de anticorpos aglutinantes antileptospira sorovar Canicola de
cinco caes infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante seis avaliacdes num periodo de 15
dias, representando o Grupo G2 do presente experimento. Jaboticabal,

Sao Paulo, 2007.

ANIMAIS

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacao

0 03 05 07 10 15
G2A1 - 10 160 640 1.280 1.280
G2A2 - - 20 160 320 1.280
G2A3 - 40 80 160 320 320
G2A4 - 10 20 80 320 640
G2A5 - 20 20 160 160 640

G2: grupo 2, A: animal infectado

- auséncia de reacao

A Tabela 3 mostra os titulos sorolégicos obtidos dos animais do grupo trés

(G3), avaliados durante trinta dias. Os cinco cées infectados apresentaram titulos

gue variaram de 160 a 1.280. Na Tabela 4, sédo verificados os titulos do grupo 4

(G4), no qual os caes infectados foram observados por quarenta e cinco dias. No

grupo 4 (G4), em todos os animais foi possivel a deteccdo de anticorpos, com

titulos que variaram de 20 a 2.560, revelando que houve soroconversao em todos

0s animais inoculados.
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Tabela 3. Titulos de anticorpos aglutinantes antileptospira sorovar Canicola de
cinco caes infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante nove avaliagbes num periodo de

30 dias,

Jaboticabal, Sao Paulo, 2007.

representando o0 Grupo G3 do presente experimento.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacao

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15 20 25 30
G3Al1 - - 640 1.280 1.280 1.280 1.280 640 640
G3A2 - - 160 320 640 640 1.280 1.280 1.280
G3A3 - - 160 320 320 320 320 640 320
G3A4 - - 160 320 640 1.280 1.280 1.280 640
G3A5 - - 320 320 320 1.280 1.280 1.280 1.280

G3: grupo 3, A: animal infectado

-: auséncia de reacao

Tabela 4. Titulos de anticorpos aglutinantes antileptospira sorovar Canicola de
cinco céaes infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante doze avaliacbes num periodo de

45 dias,

Jaboticabal, Sao Paulo, 2007.

representando o Grupo G4 do presente experimento.

ANIMAIS

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacdo

0 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
G4A1 - - 160 320 320 1.280 320 640 640 640 320 640
G4A2 - 20 640 1.280 1.280 2.560 1.280 2.560 1.280 2.560 640 640
G4A3 - - 320 640 1.280 2.560 2.560 2560 2560 2.560 1.280 1.280
G4A4 - - - 80 160 1.280 1.280 2.560 2.560 2.560 2.560 1.280
G4A5 - - 640 1.280 2.560 2560 2560 2560 2560 2560 2560 2.560

G4: grupo 4, A: animal infectado

-: auséncia de reacao

Uma das principais preocupacdes deste trabalho foi avaliar a qualidade do

sémen dos cées experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar

Canicola em relacédo aquela apresentada pelos animais utilizados como controle.

A coloracdo do ejaculado dos cées infectados e de controle nos quatro

grupos experimentais variou de branco-opalescente a branco-leitosa durante o

periodo de estudo, o que é considerada a coloracdo esperada para esse material.

O volume do ejaculado variou de 0,5 a 7 mL, valores normais e esperados de
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acordo com o tamanho de cada animal. O aspecto de todos os ejaculados foi
seroso, ou seja, dentro do normal (ROOT e JOHNSTON, 1994).

Nas Tabelas 5 a 8 estdo apresentados os resultados dos espermiogramas
dos quatro grupos experimentais, em que sdo comparados os valores das médias
para volume, turbilhonamento, motilidade, vigor e concentracdo, de cées
infectados (CI) e de controle (CC), de cada grupo, para verificar possivel diferenca
significativa entre esses valores, durante o periodo experimental.

No G1, (Tabela 5) nota-se a auséncia de diferenca significativa para os
parametros analisados durante os sete dias de infec¢do. Entretanto, para o G2
(Tabela 6), a variavel espermatica da motilidade foi significativamente maior nos
CC (p<0,01) aos quinze dias ap0s a infeccdo. As médias de vigor para os CC
também foram superiores as dos Cl nos dias trés (p<0,05), cinco (p<0,05) e
quinze (p<0,01). As médias de concentracdo espermatica dos CC foram
significativamente superiores nos dias trés (p<0,01), cinco (p<0,01), sete (p<0,05),
dez (p<0,01) e quinze (p<0,05).

Na Tabela 7, observam-se os parametros seminais do G3, no qual somente
a concentracdo espermatica revelou médias significativamente maiores para 0s
CC do que dos CI nos dias sete, dez (p<0,05) e quinze (p<0,01) do periodo
experimental. Ja para o G4 (Tabela 8), no qual os animais permaneceram
infectados durante quarenta e cinco dias, observa-se que a média da motilidade
foi significativamente superior nos CC do que dos CIl (p<0,05) no décimo quinto

dia de infeccéo.
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Tabela 5. Meédia aritmética e erro padrdo (EP) do volume (mL), do
turbilhonamento, da motilidade (%), do vigor (0O a 5) e da concentracao
(x10° espermatozéides/mL) espermaéticas de cinco cédes infectados (Cl) e
trés caes de controle (CC) durante quatro avaliagdes num periodo de 7
dias, representando o Grupo G1 do presente experimento. Jaboticabal,
Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relagdo ao dia da inoculagéo

Parametros

0 03 05 07
Média 4.2 10,7 25 2,3

Cl
EP 1,6 7.3 0,7 0,3

Volume
cc Média 2,5 3,6 4,1 2,8
EP 1 1,8 2,9 11
Média 4 3,6 3,4 3,8
Cl gp 06 0.2 0.6 05
Turbilhonamento ' ! ! !

cc Média 3 4 2 2,6
EP 0 1 1,1 0,3
Média 92,6 77 77 81,6

Cl
Motilidade EP 2,7 8 14,3 13,1
cc Média 81,6 73,3 45 71,6
EP 10,9 21,6 27,5 10,9
Média 4.4 4,2 3,8 4.4
C Eep 0.4 03 07 06

Vigor ’ ’ ’ ’
cc Média 3,3 4 2,3 3

EP 0,3 1 1,4 0,5
Média 543,8 317 340 307

Cl
Concentracio EP 130,1 39,2 72,9 23,1
cc Média 271,6 405 286.,6 310

EP 18,5 45,3 154,5 25,6




Tabela 6. Meédia aritmética e erro padrdo (EP) do volume (mL),

turbilhonamento, da motilidade (%), do vigor (0O a 5) e da concentracao

(x10° espermatozéides/mL) espermaéticas de cinco cédes infectados (Cl) e

trés cdes de controle (CC) durante seis avaliacdes num periodo de 15
dias, representando o Grupo G2 do presente experimento. Jaboticabal,

Sao Paulo, 2007.

Parametros

Dias de coleta de materiais em relagdo ao dia da inoculagéo

0 03 05 07 10 15
Média 2,3 1,8 2,4 2,5 1,9 3
Cl
Volume EP 0,4 0,2 0,7 0,2 0,5 0,6
cc Média 2 1,9 1,7 2 2,1 2,3
EP 0,2 0,06 0,2 0 0,1 0,3
Média 2,6 3 3,4 4,2 2,6 3,4
Cl
Turbilhonamento EP 0.6 0.3 0.2 0.3 0.6 0.2
cc Média 3 3,6 3,6 3,3 3,6 4
EP 0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5
Média 68 61 83 80 60 63
Cl
Motilidade EP 16,3 13,1 3,7 5,7 15,7 4.8
cc Média 91,6 90 91,6 83,3 90 90**
EP 1,6 0 1,6 6,6 0 0
Média 3,2 3,4 3,6 4.8 3,2 3,6
Cl
Vigor EP 0,6 0,5 0,2 0,2 0,9 0,2
A * * *%
cc Média 3,6 5 4.6 4.6 4.6 5
EP 0,3 0 0,3 0,3 0,3 0
Média 461 171 214 186 133 211
c ~ Cl EP 187,1 48,2 51,5 44.4 59,8 74,6
oncentragédo
cc Média 441 521,6** 578,3** 426,6* 476,6* 553,3*
EP 70,8 32,1 88,5 63,5 14,5 63,5
*p<0,05 **p < 0,01



Tabela 7. Meédia aritmética e erro padrdo (EP) do volume (mL),
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do

turbilhonamento, da motilidade (%), do vigor (0O a 5) e da concentracao
(x10° espermatozéides/mL) espermaéticas de cinco cédes infectados (Cl) e
trés caes de controle (CC) durante nove avaliagbes num periodo de 30
dias, representando o Grupo G3 do presente experimento. Jaboticabal,
Séo Paulo, 2007.

Parametros

Dias de coleta de materiais em relagéo ao dia da inoculagao

0 03 05 07 10 15 20 25 30
Média 28 2 21 18 23 19 22 19 17

Volume S Eep 02 02 02 02 04 03 04 03 02
cc Media 23 23 21 23 23 21 21 21 2

EP 03 03 04 03 03 04 04 04 05

Média 4 42 42 42 42 4 44 42 42

urh S e 03 03 03 03 02 04 02 04 03
cc Méda 46 43 46 46 46 46 46 43 43

EP 03 03 03 03 03 03 03 03 03

Média 80 82 86 85 7 71 75 77 83

Votilidade Cl ep 65 4 43 52 46 74 5 48 46
cc Méda 85 85 90 90 90 90 883 866 883

EP 28 28 28 28 28 28 16 16 16

Média 46 48 46 46 42 44 A4 44 38

Vigor " Eep 02 02 04 04 03 04 02 04 02
cc Media 5 5 5 5 43 5 5 5 46

EP 0 0 0 0 06 0 0 0 03

Média 335 394 326 247 320 262 458 457 523

Conc C' Ep 89 801 786 519 422 481 66 709 1101
cc Média 535 5883 5866 4916* 5466 620% 6616 693 5566

EP 436 394 384 799 366 635 1017 1322 32.8

*p<005  *p<0,01
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Tabela 8. Meédia aritmética e erro padrdo (EP) do volume (mL), do
turbilhonamento, da motilidade (%), do vigor (0O a 5) e da concentracao
(x10° espermatozéides/mL) espermaéticas de cinco cédes infectados (Cl) e
trés caes de controle (CC) durante doze avaliagbes num periodo de 45
dias, representando o Grupo G4 do presente experimento. Jaboticabal,
Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculagio

Parametros 0 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
Média 21 23 28 27 24 21 21 31 24 24 3 24

Vol " Ep 01 02 04 03 02 01 02 02 01 01 06 02
cc Média 21 26 36 22 3 17 32 32 2 17 17 22

EP 04 01 07 02 05 02 07 02 05 02 02 02

Média 38 3 4 44 36 34 38 38 36 42 4 34

uh, " e 03 0 04 02 04 02 02 03 02 03 03 08
cc Meda 4 23 26 35 4 4 35 3 4 3 3 2

EP 05 12 13 05 O O 05 0O o0 1 1 2

Média 71,8 8 808 898 8L 75 84 77 76 79 8 70

ot " Ep 84 20 6 33 5 44 62 46 91 4 37 127
cc Meda 816 50 60 775 90 90 70 70 92 60 62 45

EP 6 251 301 75 0 O 20 5 25 15 175 35

Média 44 46 44 48 46 36 44 44 4 46 46 42

Vigor " Ep 02 02 04 02 02 02 02 04 03 02 02 05
cc Meda 43 23 3 45 5 45 4 35 45 4 4 25

EP 03 12 15 05 O 05 1 05 05 1 1 15

Média 285 377 197 202 248 353 518 426 302 329 297 280

conc ' Ep 498 183 263 167 555 282 170 120 40 424 56 334
cc Média 483 225 235 145 207 275 430 347 345 487 525 407

EP 122 148 118 20 125 10 350 475 35 1275 75 125
*p<0,05
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Com relacdo aos parametros seminais de volume, turbilhonamento,
motilidade, vigor e concentracdo, as maiores diferencas foram observadas nos
grupos dois e trés (Tabelas 6 e 7). No grupo dois, foi verificada uma queda
significativa nos valores do vigor e da concentracdo espermatica, nos caes
infectados, durante grande parte do periodo de estudo. Ja no grupo trés, somente
a concentracao foi significativamente inferior no grupo de animais infectados em
trés dos nove dias de colheita de material. Esses dados concordam em parte com
os achados de KIKTENKO et al. (1976), que puderam observar que touros
infectados apresentaram inibicdo dos reflexos sexuais e perda na qualidade do
sémen, com queda na concentracdo e na motilidade, diminuicdo do volume do
ejaculado e necrospermia. Porém no presente estudo néo foi possivel relacionar a
presenca de infeccdo com diminuicéo do volume do ejaculado.

A andlise das caracteristicas morfopatologicas dos ejaculados dos animais
dos grupos experimentais G1, G2, G3 e G4 estdo apresentadas, respectivamente,
nas Tabelas 9, 10, 11 e 12, em que foram comparados os valores das médias
para defeitos maiores, defeitos menores, defeitos totais e cabecas soltas normais,
de Cl e CC, de cada grupo, para verificar possivel diferenca significativa entre
esses valores, durante o periodo experimental. A avaliagdo das cabecas soltas
normais foi incluida por representarem um indicativo de prostatite (JOHNSTON et
al., 2001), e essa alteracéao ter sido verificada nos exames macro (durante a
necropsia) e microscopicos (HE) dos animais e 6rgdos em questao.

Observa-se, na Tabela 9, que houve uma diferenca significativa (p<0,05) no
namero de cabecas isoladas entre o grupo infectado e o de controle no quinto dia
pos-inoculacdo. Porém, mesmo com essa diferenca, as porcentagens totais de
defeitos maiores, menores e totais permaneceram dentro dos padroes
considerados normais (JOHNSTON et al., 2001).
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Tabela 9. Média aritmética, expressa em porcentagem, dos defeitos maiores,
menores, totais e de cabeca isolada de cinco céaes infectados (Cl) e trés
cdes de controle (CC) durante quatro avaliacdes num periodo de sete
dias, representando o grupo experimental um (G1). Jaboticabal, Sao

Paulo, 2007.
A Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagao
Parametros
0 03 05 07
Defeitos Maiores ~ ©' 4.6 7,8 8,0 11,3
CcC 53 9,1 6,8 8,8
Defeitos Menores ~ © 2,0 5,6 54 4,4
cc 4.1 4,6 3,3 4,8
Total Cl 6,6 134 13,4 15,7
CcC 9,5 13,8 10,1 13,6
*
Cabeca Isolada Cl 0.7 15 15 0,9
cC 0,5 05 0,1 1,0

*p<0,05

Para o grupo 2 (Tabela 10), foi observado que as variaveis analisadas
foram significativamente superiores nos animais infectados a partir do quinto dia
pos-inoculacdo, sendo essas diferencas significativas a 1% nos dias cinco e dez e
a 5% no dia sete para a variavel defeitos maiores, a 1% nos dias cinco e dez para
defeitos menores, a 1% nos dias cinco e dez e a 5% nos dias sete e quinze para a
variavel defeitos totais e a 1% para a variavel cabeca isolada normal no décimo
dia pés-inoculacdo da cepa patogénica. Observa-se também que, a partir do dia
cinco, a porcentagem de defeitos maiores ficou fora dos padrbes aceitaveis.
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Tabela 10. Média aritmética dos defeitos maiores, menores, totais e de cabeca
isolada de cinco cées infectados (Cl) e trés cades de controle (CC)
durante seis avaliagdes num periodo de 15 dias, representando o grupo

experimental 2 (G2). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Dias de coleta de sémen com relag&o ao dia da inoculacdo

Parametros
0 03 05 07 10 15
*% * *%
Defeitos Maiores Cl 10,5 8,8 12,5 11,8 16,6 12,0
CcC 4,5 4,1 5,3 5,8 7,6 7,1
*% %%
Defeitos Menores Cl 4.9 3.9 6.2 4.9 8.0 51
CccC 3,1 3,5 2,3 3,3 3,1 2,6
Cl 15,4 12,7 18,7** 16,9* 24,6** 17,1*
Total
CcC 7,6 7,6 7,6 9,1 10,8 9,8
*%
Cabeca Isolada Cl 1,4 0,9 1,4 0,6 3,5 1,0
CcC 0,8 1,0 1,3 0 1,3 0,8
*p <0,05 **pn < 0,01

Houve uma diferenca significativamente superior, com probabilidade de

acerto de 95%, no numero de defeitos maiores entre os animais infectados e os de

controle do grupo trés nos dias cinco, 20, 25 e 30, e com probabilidade de acerto

de 99% no dia sete. Para a variagdo defeitos menores, foram significativamente

superiores no nivel de 1% para as médias dos dias 15 e 30, e a 5% para a média

do dia 25. Embora neste grupo a variavel

defeitos totais tenha sido

significativamente maior nos animais infectados a partir do dia cinco, a

porcentagem de defeitos permaneceu dentro dos padrdes em todos os dias.

Observou-se também que houve um maior nimero de espermatozoides com

cabeca isolada nos animais do grupo infectado que nos do grupo de controle a

partir do décimo quinto dia do experimento (Tabela 11).
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Tabela 11. Média aritmética dos defeitos maiores, menores, totais e de cabeca
isolada de cinco cées infectados (Cl) e trés cades de controle (CC)
durante nove avaliacdes num periodo de 30 dias, representando o grupo
experimental 3 (G3). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Dias de coleta de sémen com relag&o ao dia da inoculagédo

Parametros
0 03 05 07 10 15 20 25 30
. . Cl 120 7,3 9,00 10,2 6,3 7,5 8,9* 8,8* 9,1*
Defeitos Maiores
CcC 6,0 5,1 5,6 6,1 55 6,5 55 6,0 5,6
) Cl 47 3,3 4.3 4.7 3,3 7,8 6,4 6,9* 7,5%*
Defeitos Menores
CcC 1,8 23 2,6 3,3 4,5 3,8 4.0 3,1 3,3
Total Cl 16,7 10,6 13,3* 14,9* 9,6 15,3* 15,3* 15,7 16,6**
CcC 78 75 8,3 9,5 10,0 10,3 9,5 8,8 9,0
Cl 1,1 0.8 0,8 1,2 04 2,8~ 3,0 3,4** 3,0*
Cabeca Isolada
CcC 1,0 1,0 0,6 1,3 1,1 0,5 1,3 0,6 1,3

*p<0,05 **p < 0,01

No grupo de experimento 4 (Tabela 12), ocorreu uma inversdo dos dados

gue vinham sendo obtidos e esperados, e nos animais do grupo de controle houve

um maior numero de defeitos, com porcentagens fora dos padrdes nos animais de

controle, o que pode ter ocorrido pelo fato de os animais de controle neste grupo

terem apresentado problemas durante a coleta de sémen. Porém observa-se que

0 numero de patologias desses animais volta a um padrdo estavel apds o

trigésimo dia de experimento, ou apOs oito coletas. Essa volta aos padrdes

normais mostra que as diferencas observadas ndo apresentavam relacdo com a

proposta do experimento, e esse fator inerente acabou por mascarrar e até

mesmo prejudicar a analise.
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Tabela 12. Média aritmética dos defeitos maiores, menores, totais e de cabeca

isolada de cinco cées infectados (Cl) e trés cades de controle (CC)
durante doze avaliacdes num periodo de 45 dias, representando o grupo
experimental 4 (G4). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Dias de coleta de sémen com relagdo ao dia da inoculagao

Parametros 0 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
Defeitos 104 122 81 70 73 64 67 79 47 95 77 80
Maiores

cc 176 133 98 116* 91 123~ 108 123* 88 86 93 108
Defeitos 45 98 58 72 66 6,6 6,0 7,6 68 10,6 90 9,6
Menores

cC 105 78 89 59 84 129% 189~ 134* 76 94 96 89
Total C 149 220 139 142 139 130 127 155 11,5 201 16,7 17,6

CC 281 211 187 175 175 252* 297* 257+ 165 180 190 197
Cabeca 24 49° 33 47 41 29 30 47 34 57 51 48
Isolada

cC 28 21 28 28 51 68 81* 68 26 48 41 36

*p<0,05  **p<0,01

N&o foram encontrados outros trabalhos que tratassem das alteracdes do
exame androldgico ou morfolégico do sémen de cées infectados (naturalmente ou
experimentalmente) com leptospiras para comparagcdo com estes resultados,
porém, pelo exposto, mostra-se que ha indicios de prejuizos na qualidade desse
material em cées expostos as leptospiras.

Devido as falhas da SAM e a dificuldade do cultivo de Leptospira spp. para
o isolamento a partir de diversos materiais (BOLIN et al., 1989), a PCR passa a
ser uma nova opcao de diagndstico, por ser considerada rapida e extremamente
sensivel, podendo teoricamente detectar uma Unica molécula de DNA em poucas
horas (GILLESPIE, 1990).

No presente trabalho, utilizou-se a PCR na investigacdo de leptospiras em:
testiculos, epididimos, préstatas, rim, figado, urina e sémen de caes infectados
experimentalmente. Para tanto, preferiu-se utilizar os oligonucleotideos iniciadores
Lep 1 e Lep 2, sintetizados por MERIEN et al. (1992) a partir da seqiiéncia do
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gene 16S rRNA de Leptospira interrogans sorovar Canicola determinada por
FUKUNAGA et al. (1990), devido ao fato de esses “primers” serem género-
especificos e permitirem a amplificacdo de varios sorovares de leptospiras
apatogénicas e patogénicas (HEINEMANN, 1995).

Pela técnica de PCR, ndo foi observado resultado positivo em nenhum dos
orgaos avaliados. No entanto, pela mesma técnica, foram obtidos resultados
promissores na andlise de urina e sémen. Nas Tabelas 13, 14, 15 e 16 estdo
demonstrados, respectivamente, os resultados da PCR para as amostras de
sémen e urina dos caes infectados com a cepa LO4 de Leptospira interrogans
sorovar Canicola, para os quatro grupos experimentais. A PCR foi negativa para
todos os animais utilizados como controle.

E possivel observar, na Tabela 13, que nos cinco cédes infectados e
sacrificados apos sete dias (G1), foi detectado DNA de leptospiras no sémen de
um animal (G1A2) no terceiro, quinto e sétimo dias apds a inoculac¢édo da bactéria.
Entretanto ndo se detectou material genético de leptospira em nenhuma das
amostras de urina desses animais, resultado que aponta a possibilidade das
leptospiras estarem presentes no sémen mesmo antes de sua eliminacao pela
urina, confirmando a teoria de Kiktenko et al. (1976) de que o sémen poderia ser
contaminado desde sua producao e ndo s6 durante a passagem pela uretra, ducto

excretor comum para urina e sémen, como propuseram Sleight e Williams (1961).
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Tabela 13. Resultado da PCR em amostras de sémen e urina de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante quatro avaliagdes num periodo de
sete dias, representando o Grupo G1 do presente experimento.
Jaboticabal, Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacéo

ANIMAIS 0 03 05 07
S U S U S U S U
G1Al N N N N N N N N
G1A2 N N P N P N P N
G1A3 N N N N N N N N
G1A4 N N N N N N N N
G1A5 N N N N N N N N

G1: grupo 1, A: animal infectado S:sémen  U: urina N: negativo P: positivo

Tabela 14. Resultado da PCR em amostras de sémen e urina de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante seis avaliacdes num periodo de 15
dias, representando o Grupo G2 do presente experimento. Jaboticabal,
Sao Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacao

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15

S U S U S U S U S U S U
G2A1 N N N N N N N N N N P N
G2A2 N N N N N N P N P P P P
G2A3 N N N N N N N N N N P P
G2A4 N N P N P N N N N N N N
G2A5 N N P N N N N N N N P P

G2: grupo 2, A: animal infectado S: sémen  U:urina N: negativo P: positivo
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Para o G2 (Tabela 14), por intermédio da PCR detectou-se DNA bacteriano
no sémen de todos os animais inoculados, sendo aos quinze dias apés a
inoculacdo para o animal 1 (G2A1), nos dias sete, dez e quinze para o animal 2
(G2A2), no décimo quinto dia para o animal 3 (G2A3), nos dias trés e cinco para o
animal 4 (G2A4) e nos dias trés e quinze para o cao infectado de numero 5
(G2A5). Na urina, pela mesma técnica, nos mesmos animais, sO foi possivel a
deteccdo de leptospiras em trés animais (G2A2, A3 e A5) e ainda assim apenas a
partir do décimo dia em um animal (G2A2), que ja apresentava leptospiras no
sémen a partir do dia sete poés-inoculacdo, e no décimo quinto dia nos animais
G2A2, A3 e A5.

Os resultados da PCR dos animais do G3 (Tabela 15) explicitam que foi
possivel detectar DNA nas amostras de sémen e urina de todos os animais
infectados com leptospira. No animal 1 (G3A1), foi detectado DNA da bactéria no
sémen nos dias cinco, sete e quinze e na urina nos dias sete e 15. No sémen e na
urina do animal 2 (G3A2), havia leptospiras desde o sétimo até o vigésimo quinto
dia de coleta. Nos dias trés, cinco e sete, no sémen do animal 3 (G3A3), o qual
apresentou resultado positivo na urina apenas no dia trés. No sémen, ainda
obteve-se PCR positivo no terceiro, quinto, décimo, 25° e 30° dias no animal 4
(G3A4) e nos dias cinco e dez, apos a inoculagéo bacteriana, no animal 5 (G3A5).
As amostras de urina do quarto animal do grupo 3 foram positivas na PCR nos

dias dez, vinte e cinco e trinta e apenas no dia dez para o quinto céo.
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Tabela 15. Resultado da PCR em amostras de sémen e urina de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante nove avaliagcbes num periodo de
30 dias, representando o Grupo G3 do presente experimento.
Jaboticabal, Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacdo

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15 20 25 30

S UusSuUusSusuvuSsSuUSUuUSU S U S U
G3Al N NNNPNWPPNNWPWPNNNINNNN
G3A2 N NNNNNWP®PPP PP PP P P NN
G3A3 N NP NP NWPPNNNNNNNNNN
G3A4 N NP NP NNINNWPWPNNNNWZPWPPP
G3A5 N NN NP NNNINWPPNNNNNNNN

G3: grupo 3, A: animal infectado S:sémen  U:urina N: negativo P: positivo

Podem-se observar na Tabela 16 os resultados da PCR no sémen e na
urina dos cinco animais infectados do G4. Foi possivel detectar DNA de leptospira
nas amostras de todos os cées inoculados. Para o animal 1 (G4A1l), os resultados
da PCR foram positivos nos dias sete, quinze, vinte, vinte e cinco e trinta de
coleta. Nos dias trés e do sétimo ao 45° todas as amostras de sémen foram
positivas para o animal 2 (G4A2), na urina a partir do décimo dia. Nos dias dez,
quinze, vinte e quarenta, as amostras de sémen e urina do animal 3 (G4A3) foram
positivas, e no dia trés apenas a amostra de sémen. Para o animal 4 (G4A4), as
amostras de urina foram positivas nos dias sete, dez, vinte, vinte e cinco, trinta e
cinco e quarenta de inoculacdo, e as de sémen, além de positivas nesses dias,
foram também positivas nos dias trés e cinco. Ja o animal numero 5 (G4A5)
apresentou amostras de sémen e urina positivas a PCR nos dias sete e vinte e

cinco pos-infeccéo.
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Tabela 16. Resultado da PCR em amostras de sémen e urina de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira
interrogans sorovar Canicola durante doze avaliagbes num periodo de
45 dias, representando o Grupo G4 do presente experimento.
Jaboticabal, Séo Paulo, 2007.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacdo

ANIMAIS 0 03 05 O7 10 15 20 25 30 35 40 45

SUSUSUSUSUSUSUSUSUSUSUSU
G4A1 NNNNNNPPNNPPPPPPPPNNNNNN
G4A2 NNPNNNPNPPPPPPPPPPPPPPPP
G4A3 NNPNNNNNPPPPPPNNNNNNPPNN
G4A4 NNPNPNPPPPNNPPPPNNPPPPNN
G4A5 NNNNNNPPNNNNNNPPNNNNNNNN
G4: grupo 4, A: animal infectado S:sémen  U:urina N: negativo P: positivo

Neste trabalho, foi possivel detectar DNA de leptospira no sémen de
dezesseis dos vinte cées inoculados com a cepa de L. interrogans sorovar
Canicola. Esse resultado concorda com os de varios outros autores que relatam
sucesso na deteccdo de Leptospira spp. pela PCR em sémen de touros
(HEINEMANN, 1995; MASRI et al., 1997; HEINEMANN et al., 2000) e sémen
canino experimentalmente infectado (KIM et al., 2006). Impressdes contrarias
foram descitras por MAGAJEVSKI et al. (2005), que, estudando amostras
pareadas de sémen e urina de 10 touros naturalmente infectados com L.
interrogans sorovar Hardjo, detectaram DNA de leptospira em apenas uma
amostra de urina e em nenhuma das amostras de sémen.

KEE et al. (1994) puderam detectar L. interrogans no sangue de sagui
(Merionis unguiculatus) dois dias apés a infeccdo experimental, enquanto
anticorpos s6 foram detectados pela SAM sete dias pdés-infecgcdo. No presente
estudo, em oito dos dezesseis animais nos quais se detectou DNA de leptospira
por PCR no sémen, a amostra mostrou-se positiva no terceiro dia pés-infeccao, e
cinco dos oito cdes ndo apresentavam titulos de anticorpos detectaveis na prova
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de SAM nesse periodo. Esses resultados concordam com os achados de HARKIN
et al. (2003a), que consideram a PCR uma arma no diagnostico precoce da
leptospirose.

O limiar de deteccéo de leptospiras pela técnica de PCR em sémen canino
experimentalmente contaminado utilizada no presente estudo foi de 10 bactérias
por mL de sémen. Resultados semelhantes foram obtidos por HEINEMANN et al.
(2000) e MERIEN et al. (1992) em sémen bovino. Entretando KIM et al.(2006), em
contaminacdo experimental de sémen canino com Leptospira interrogans,
conseguiram um limiar de detec¢cdo de 1.000 bactérias por mL de sémen
utilizando a PCR convencional. Os mesmos autores, ap0s submeter o material a
uma nested PCR, atingiram um limiar de deteccdo de 100 bactérias por mL de
sémen.

VELOSO et al. (2000) relataram que o procedimento de extracdo do DNA
do material que se deseja avaliar e o “primer” utilizado podem propiciar diferentes
resultados na técnica de PCR.

A titulo de ilustracdo dos resultados de PCR, foram incluidas as figuras 1, 2
e 3, que mostram respectivamente: o resultado da PCR da amostra de sémen do
cdo G1A2 (Figura 1). Nela percebe-se que foi possivel detectar DNA de leptospira
nas amostras de sémen coletadas nos dias trés, cinco e sete do referido animal; a
Figura 2 ilustra o resultado da PCR na amostra de sémen do cao G4A2 (Grupo 4,
animal infectado 2), em que se observa que somente as amostras coletadas nos
dias zero e cinco do periodo experimental foram negativas; e o limiar de detec¢ao
de Leptospira interrogans sorovar Canicola, por PCR, a partir do DNA extraido
com isotiocianato de guanidina, da amostra de sémen pura (sem diluicdo) e

experimentalmente contaminada, est4 apresentado na Figura 3.
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Figura 1. Resultado da PCR em amostra de sémen do cdo G1A2 (Grupo 1, animal
infectado dois). L) Padrdo de peso molecular em escala ascendente de
100 pb; 1) dia zero; 2) dia trés; 3) dia cinco; 4) dia sete; N) controle
negativo do processo de extracdo do DNA; A) controle negativo da PCR;
CP (controle positivo). Jaboticabal, S&o Paulo, 2007.

T nl:-ii. X E:':. .h:l [} ,1 _‘! i E:_'}‘ .-- EE. l::r_]n i T:E" i -E;-i 'Ei:"n i:-:[-len I‘:-] |':|I l]ll i:‘]::_li E[_j:l ‘-:El-:" EE_:.- L'_[E )

Figura 2. Resultado da PCR em amostra de sémen do cdo G4A2 (Grupo 4, animal
infectado dois). L) Padréo de peso molecular em escala ascendente de
100 pb; 1) dia zero; 2) dia trés; 3) dia cinco; 4) dia sete; 5) dia dez; 6) dia
quinze; 7) dia vinte; 8) dia vinte e cinco; 9) dia trinta; 10) dia trinta e
cinco; 11) dia quarenta; 12) dia quarenta e cinco; N) controle negativo do
processo de extragdo do DNA; A) controle negativo da PCR; CP
(controle positivo). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.
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Figura 3. Limiar de deteccédo de Leptospira interrogans sorovar Canicola por PCR,
a partir do DNA obtido pela técnica de extracdo com isotiocianato de
guanidina, de amostras de sémen canino experimentalmente
contaminado. 1) Cultura pura com 10® leptospiras por mL; 2) Sémen com
10’ leptospiras por mL; 3) Sémen com 10° leptospiras por mL; 4) Sémen
com 10° leptospiras por mL; 5) Sémen com 10* leptospiras por mL; 6)
Sémen com 10° leptospiras por mL; 7) Sémen com 10 leptospiras por
mL; 8) Sémen com 10 leptospiras por mL; 9) Sémen com 10°
leptospiras por mL; 10) controle negativo da PCR. Jaboticabal, Séo
Paulo, 2007.

Na avaliagdo histopatolégica dos orgéos estudados (rim, figado, prostata,
epididimo e testiculo), foram observadas alteracdes apenas nas prostatas dos
cinco animais infectados do grupo 4 com forte indicio de prostatite (Figura 4). Pela
técnica de Levaditi, apenas em um corte histoldgico do figado do animal G3A5 do
grupo 3, ou seja, sacrificado 30 dias apds a inoculacdo da cepa patogénica de
Leptospira interrogans sorovar Canicola, foi encontrada leptospira (Figura 5).
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Figura 4. Fotomicrografia de corte histolégico da préstata do animal
infectado G4A3, utilizando a técnica de coloracdo Hematoxilina e
Eosina, mostrando a presenca de prostatite, evidenciada atraves
de células de inflamacdo infiltrativas. Aumento de 100x.

A eficacia da técnica de Levaditi em revelar a presenca das leptospiras em
orgaos como figado e rins ja foi mencionada por autores como FAINE (1982) e
ZAMORA (1995), os quais verificaram que a coloracdo pelos sais de prata
possibilita uma melhor visualizagdo das leptospiras na estrutura dos 6rgaos.

Embora diversos autores (BRANDESPIM et al., 2003; CAMARGO et al.,
1993; CAMARGO, 1996) considerem a técnica de Levaditi eficaz no diagndstico
de leptospirose. em oOrgdos do aparelho reprodutor de machos e fémeas, no

presente estudo nédo foi possivel detectar leptospiras nos fragmentos de testiculos,
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prostata e epididimo dos caes experimentalmente infectados por Leptospira

interrogans sorovar Canicola pelo periodo de 45 dias.

Figura 5. Fotomicrografia de corte histolégico do figado de animal infectado
utilizando a técnica de coloragédo Levaditi, mostrando a presenca
de leptospiras. Aumento de 400x.

A analise comparativa dos valores das médias referentes ao hemograma e
aos parametros bioquimicos do sangue dos cées infectados (Cl) e de controle
(CC), de cada grupo, para verificar possiveis diferencas significativas entre esses
valores, durante o periodo experimental esta demonstrada nas tabelas 18 a 20.
Em nenhum dos animais foi observada a presenca de hemoparasitas. Embora

tenham sido analisados 13 parametros do hemograma (hemacias, leucdcitos,
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hematdcrito, hemoglobina, baséfilos, eosindéfilos, neutréfilos segmentados,
neutrofilos bastonetes, linfécitos, mondcitos, plaquetas, VCM e CHCM) e oito da
série bioquimica do sangue (uréia, creatinina, fosfatase alcalina, ALT, colesterol,
albumina, glicose, célcio), apenas foram observadas alteracGes significativas, ou
seja, valores fora dos padrdes normais, nos valores de hemacias, leucocitos,
neutréfilos segmentados, linfcitos, plaquetas, uréia, fosfatase alcalina e célcio,
sendo as médias dos valores desses parametros apresentadas nas tabelas a
seqguir.

Observa-se, na tabela 18, que houve diferenca significativa (<0,01) maior
para os animais infectados apenas na meédia de neutroéfilos segmentados no quinto
dia pos-infeccdo no G1. Embora o aumento de neutréfilos segmentados seja uma
alteracdo esperada em animais com leptospirose, esse valor ainda estava dentro
dos padrdes (SILVEIRA, 1996). Para o G2 do experimento, a Unica variavel a
apresentar uma alteracdo significativamente (p<0,05) maior para 0s animais

infectados foi o célcio, no décimo dia de experimento (Tabela 19).



52

Tabela 17. Média aritmética do numero de hemacias, leucdcitos, neutrofilos
segmentados, linfocitos, plaquetas e da concentracao de uréia, fosfatase
alcalina, albumina e célcio de cinco cées infectados (Cl) e trés cées de
controle (CC) durante quatro avaliacbes num periodo de sete dias,
representando o grupo experimental 1 (G1). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
A Dias de coleta de sangue com relagdo ao dia da inoculagédo
Parametros
0 03 05 07
Cl 6152 6194 5876 6014
Hemacias (103/mm?)
CC 6566 6376 6013 6446*
Cl 11060 9080 8500 9020
Leucécitos (/mm3)
CcC 12300 11200 101200 8966
Neutrdfilos segmentados Cl 1 67 [ 70
(%)
CcC 68 66 58 61
Cl 17 23 16 19
Linfécitos (%)
CC 19 19 27* 25
Cl 179 239 201 229
Plaguetas (103/mm3)
CcC 179 258 178 233
Cl 50 27 29 32
Uréia (mg/dL)
CC 45 24 33 35
Fosfatase alcalina Cl 82 17 106 107
(UL cc 112 150 142 136
Cl 3 2,6 2,7 2,8
Albumina (g/dL)
CC 2,3 2,4 2,8 2,7
Cl 8,9 16,7 11,3 14,1
Célcio (mg/dL)
CcC 9,2 13,5 12,6 13,4

*p<0,05  **p<0,01
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Tabela 18. Média aritmética do numero de hemacias, leucdcitos, neutrofilos
segmentados, linfocitos, plaquetas e da concentracao de uréia, fosfatase
alcalina, albumina e célcio de cinco cées infectados (Cl) e trés cées de
controle (CC) durante seis avaliagbes num periodo de 15 dias,
representando o grupo experimental 2 (G2). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
A Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagao
Parametros
0 03 05 07 10 15
Cl 6464 6960 6906 6526 6612 6936
Hemacias (103¥mms3)
CC 7106 7026 7053 6783 6830 6863
Cl 9240 9300 14000 9900 10040 12440
Leucécitos (/mm3)
CC 9466 9666 9833 9500 9500 9866
Neutréfilos segmentados Cl 67 65 S 62 61 70
0,
(%) CcCcC 70 68 71 71 72 68
Cl 14 22 14 20 21 17
Linfécitos (%)
ccC 21 24 21* 20 20 21
Cl 147 158 164 169 211 237
Plaguetas (103/mm3)
CC 210 268 209 212 211 222
Cl 28 31 26 27 22 40
Uréia (mg/dL)
cCC 34 38 39 35 28 38
Fosfatase alcalina Cl 139 40 130 114 121 94
(urL) CC 100 108 101 96 91 93
Cl 25 2,6 2,5 2,4 2,2 2,8
Albumina (g/dL)
CcC 29 2,6 2,9 2,8 2,7 2,7
Cl 6,6 10,3 11,6 11,6 14,1* 13,6
Calcio (mg/dL)
CcCc 10,3 9,4 11,3 9,9 10,1 11,5

*p<0,05
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Ja no G3, observaram-se algumas alteracbes mais relevantes, como uma
diferenca significativamente maior (p<0,01) na média do nimero de hemécias nos
cdes de controle a partir do dia trés até o dia do sacrificio dos animais desse
grupo, ou seja, dia 30. Também houve uma diferenca significativamente maior
(p<0,01) na média do numero de leucdcitos nos animais infectados em relagéo
aos controles nos dias trés a dez e com p<0,05 no dia quinze, a média de
linfécitos também foi significativamente maior nos animais controles nos dias 20 a
30, as plaguetas nos dias sete e dez. Esses resultados eram os esperados para
os cdes com leptospirose (SILVEIRA, 1996). Para a fosfatase alcalina, as médias
dos dias trés ao vinte foram significativamente maiores nos animais infectados que
nos de controle. Esse aumento de fosfatase alcalina pode estar indicando uma
alteracdo hepatica do tipo obstrucao biliar (JORGE, 2008) (Tabela 20).

No G4, ndo houve diferenca significativa para a variavel hemécia, mas
observou-se que em varios dias os numeros de leucdcitos, neutréfilos
segmentados e plaquetas estavam significativamente maiores nos animais
infectados em relacdo aos de controle, e o numero de linfocitos estava
significativamente maior nos animais de controle. No 45° dia pés-inoculacao, a
média dos valores de uréia estava significativamente maior (p<0,01) nos animais
infectados, e no dia trés a média dos valores da fosfatase alcalina estava

significativamente maior (p<0,01) nos animais infectados (Tabela 21).
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Tabela 19. Média aritmética do numero de hemacias, leucdcitos, neutrofilos
segmentados, linfocitos, plaquetas e da concentracao de uréia, fosfatase
alcalina, albumina e célcio de cinco cées infectados (Cl) e trés cées de
controle (CC) durante nove avaliacgdes num periodo de 30 dias,
representando o grupo experimental 3 (G3). Jaboticabal, Sdo Paulo,
2007.

A Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagao
Parametros

0 03 05 07 10 15 20 25 30

Cl 7378 7052 6566 6732 6736 6940 6900 6986 7092

Hemaécias
(103/mms3)
CC 8163 8063*  7926%*  7943*  7923*  7930** 8050* 7773* 7980**
Leucécitos ~ C! 20220 34800** 20660** 17340** 17740** 16240* 14300 13500 13640
/ 3
(mm?) CC 11600 11500 12166 11233 11733 11000 10966 12066 11266
Neutréfilos  CI 62 79 64 64 68 66 55 52 55
segmentados
(%) CC 68 70 68 71 69 68 69 65 69
Linfécitos Cl 22 10 18 16 19 22 25* 27%* 27%*
(%)
cc 17 16 17 16 16 18 17 17 15
Plaquetas Cl 285 248 255 300%** 269** 245 237 228 265
103 3
(10%/mm?) cCCc 227 231 223 226 231 222 228 223 230
Uréia Cl 56 19 20 32 24 16 13 29 42
(mgidl) o 5 54 44 48 45 46 39 44 47

Fosfatase Cl 122 194** 154** 143** 135* 153** 140* 116 126
alcalina

(u/L) CC 84 87 82 83 86 81 85 80 88
Albumina ¢! 33 3,0 3.3 2,7 2,7 31 2,8 2,0 3,0
/dL
(grdL) cCC 31 3,2 3,2 3,0 2,7 3,1 3,0 3,0 3,0
calcio cl 11,7 13,1 8,8 11,0 6,7 10,1 9,7 10,1 10,0
(mg/dL)

CC 104 11,6 10,6 12,5 10,1 10,8 10,4 10,7 10,5

*p<0,05 **p<0,01
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Tabela 20. Média aritmética do numero de hemacias, leucdcitos, neutrofilos
segmentados, linfocitos, plaquetas e da concentracao de uréia, fosfatase
alcalina, albumina e célcio de cinco cées infectados (Cl) e trés cées de
controle (CC) durante doze avaliagdes num periodo de 45 dias,
representando o grupo experimental 4 (G4). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
A Dias de coleta de sangue com relag&o ao dia da inoculagéo
Parametros
0 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
. Cl 6418 6306 6256 5768 5742 6132 6194 6168 6088 6098 6042 6030
Hemacias
(103/mm3)
CC 6483 6336 6650 6175 5990 6165 6395 6360 6420 6132 6005 6185
. cl 10680 14440 1gg4p0 10880 12140 12360 ;355 9820 15059 g3gp 9940 gogo
Leucaocitos
(/mm3)
CC 6166 5700 6700 5922 5772 5872 5672 4722 5672 5872 4872 5372
Neutréfilos Cl 70 75 68 72 76 76* 75* 70* 64 66 67 61
segmentados
(%) CcC 65 71 62 68 70 62 61 55 63 66 62 66
s Cl 13 9 14 16 12 12 10 16 17 19 17 21
Linfocitos
(%)
CcC 24 13 24* 20 17 22* 26** 27* 19 18 22 21
Cl 322 284*  292*  370**  356**  358*  353*  312** 202*  266* 252* 240*
Plaquetas
(203mm3)
cC 88 81 90 88 83 124 123 124 119 147 144 118
. Cl 35 34 33 34 25 39 52 43 42 51 35 51**
Uréia
(mg/dL)
CcC 35 34 34 23 29 38 43 32 40 40 35 27
Fosfatase Cl 57 152% 111 121 101 44 15 29 49 25 38 21
alcalina
(urL) cc 35 73 98 75 80 54 28 25 64 37 55 36
. (¢]] 2,7 2,1 2,7 2,6 2,8 4.8 3,6 4,1 5,7 2,9 3,0 2,5
Albumina
(g/dL)
CcC 2,5 1,8 2,4 2,9 3,1 4,8 3,5 3,6 5,8 3,2 3,2 2,3
o Cl 9,9 9,8 12,0 14,9 11,7 12,0 9,6 11,1 12,0 100 9.2 9,9
Calcio
(mg/dL)
cC 10,3 10,1 12,8 17,4 11,5 10,7 9,1 10,2 11,2 10,0 8,9 8,6
*p<0,05 **p<0,01
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Em relacdo aos parametros fisicos, bioquimicos e sedimentares da urina
dos animais de controle e infectados, ndo foram observadas alteragbes quanto ao
padrdo normal para a espécie.

Quanto as caracteristicas clinicas e aos parametros fisiologicos dos animais
estudados, observou-se que nenhum animal apresentou alteracfes na coloracao
das mucosas, apatia, hemoglobinuaria, uremia, glossite ou estomatite. Embora no
grupo 2 tenha sido observada uma alteracéo significativamente maior na
frequiéncia respiratéria dos animais infectados em relacdo aos de controle, essa
diferenca pode ser atribuida a uma varia¢do individual de um dos animais do
grupo (Tabela 23). A comparacdo da média aritmética dos parametros fisicos
temperatura, freqiiéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e massa corporea entre

0s animais infectados e os de controle esté representada nas Tabelas 22 a 25.

Tabela 21. Média aritmética da temperatura, freqiéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria e massa (Kg) de cinco cées infectados (Cl) e trés caes de
controle (CC) durante quatro avaliacbes num periodo de sete dias,
representando o grupo experimental 1 (G1). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007
A Dias de coleta de sangue com relag&o ao dia da inoculagdo
Parametros
0 03 05 07
Cl 39,0 38,6 38,7 38,8
Temperatura (°C)
cC 38,5 38,6 38,9 39,4
Freqiiéncia cardiaca  Cl 147 119 106 97
(fminuto) cc 115 92 88 88
Freqiiéncia respiratoria ~ Cl 48 47 38 40
(/minuto) cc 41 41 41 41
Cl 11,3 111 10,9 11,3

Massa (Kg)
CcC 10,7 10,6 10,5 10,7
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Tabela 22. Média aritmética da temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratdria e massa (Kg) de cinco caes infectados (Cl) e trés caes de
controle (CC) durante seis avaliacbes num periodo de 15 dias,
representando o grupo experimental 2 (G2). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
Para Dias de coleta de sémen com relagdo ao dia da inoculagéo
arametros
0 03 05 07 10 15
Cl 38,9 38,8 39,0 39,0 39,1 39,3
Temperatura (°C)
CcC 38,4 38,8 38,9 39,5 39,5 39,1
Frequéncia cardiaca  Cl 100 96 92 86 88 90
(/minuto) cc 101 99 85 84 01 88
Freqiiéncia respiratéria  Cl 63 63** 59** 55 52* 59*
(/minuto) cc 42 44 39 46 40 47
Cl 17,4 17,0 17,1 17,2 17,4 17,4
Massa (Kg)
CcC 8,9 8,7 8,6 8,9 8,9 8,9

*p<0,05 **p<0,01

Tabela 23. Média aritmética da temperatura, freqiéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria e massa (Kg) de cinco cées infectados (Cl) e trés caes de
controle (CC) durante nove avaliagbes num periodo de 30 dias,
representando o grupo experimental 3 (G3). Jaboticabal, Sdo Paulo,
2007.

Dias de coleta de sémen com relag&o ao dia da inoculagéo
0 03 05 07 10 15 20 25 30

Cl 389 389 386 391 388 39,0 389 390 391
CC 382 390 391 394 39,7 393 386 389 389

Parametros

Temperatura (°C)

Frequéncia cardfaca  C) 80 89 8 8 84 89 92 93 94
(/fminuto) cC 94 99 8 99 99 103 101 96 96
Freqiiéncia respiratoria  Cl 56 65 57 57 60 72 63 60 70
(/minuto) cc 72 65 59 67 64 71 63 64 69
vassa (K Cl 96 94 93 92 92 93 94 96 95

CcC 12,7 12,6 12,6 128 129 13,1 13,0 12,8 129
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Tabela 24. Média aritmética da temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratdria e massa (Kg) de cinco caes infectados (Cl) e trés caes de
controle (CC) durante doze avaliagdes num periodo de 45 dias,
representando o grupo experimental 4 (G4). Jaboticabal, Sdo Paulo,
2007.

Dias de coleta de sangue com relacdo ao dia da inoculacéo

Parametros 0O 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatura C! 384 388 385 391 389 390 388 39,1 388 388 388 387

(°C) cc 39,3 39,5 394 387 39,2 385 392 385 386 389 389 391
FreqUéncia  cj 101 91 87 8 90 93 94 8 93 89 92 95
cardiaca
(minuto)  CC 98 92 96 92 90 88 93 87 89 89 91 91
Frequéncia (| 73 64 63 58 55 62 61 58 60 56 56 60

respiratoria
(/minuto) CC 76 70 72 70 73 70 72 71 70 74 75 74

Cl 75 75 7% 75 75 776 8 77 79 79 79 78

Massa (Kg)
CC 10,3 10,2 10,2 10,2 10,3 10,4 105 105 10,6 105 10,6 10,5

Nenhum dos cées infectados veio a 6bito em decorréncia da infec¢éo por
leptospira, porém esses animais continuavam a eliminar bactérias para o0 meio
ambiente, o que demonstra a importancia do cdo doméstico na cadeia
epidemiologica da leptospirose urbana, assim como observado por
VASCONCELLOS (1987) e FAINE et al.(1999).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos e analisados, a partir da infeccdo experimental com
Leptospira interrogans sorovar Canicola, nas condicbes em que o presente estudo
foi realizado e segundo a metodologia empregada, possibilitaram as seguintes

conclusodes.

1. Foi possivel detectar material genético de leptospiras, pela técnica de PCR,
em sémen de cdes experimentalmente infectados a partir do terceiro dia da
inoculacdo, quando os titulos soroldgicos pela prova de SAM ainda eram
muito baixos ou mesmo inexistentes; e na urina iniciou-se a partir do sétimo
dia pos-inoculagédo, quando os titulos sorolégicos pela SAM ja estavam
sendo registrados e na sua maior parte acima de 100, sugerindo que a
eliminacéo de leptospiras no sémen canino pode iniciar-se anteriormente a

leptospirdria.

2. Cées experimentalmente infectados com leptospiras mostram declinio da
motilidade, do vigor e da concentragdo espermatica, podendo apresentar
um aumento na porcentagem de espermatozoides com defeitos, como
observado no grupo 2 deste experimento, em que, nos dias cinco, sete, dez
e quinze, a porcentagem de defeitos maiores encontrada estava acima de

10%, evidenciando um prejuizo na qualidade deste ejaculado.

3. Pela analise morfolégica dos espermatozdéides e pelos achados
macroscopicos (durante necropsia) e microscopicos (por meio de coloragéo
com HE de cortes de tecido das préstatas dos animais infectados), pode-se
associar a infeccao por leptospiras em cdes com a ocorréncia de prostatite;

ja pela técnica de coloracdo de Levaditi, ndo foi possivel verificar a
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presenca de leptospiras nos testiculos, nos epididimos, na préstata ou nos
rins dos caes experimentalmente infectados e eutanasiados até o 45° dia
apoOs a inoculacdo da cepa patogénica. Por meio dessa técnica, s6 foi
possivel observar a presenca de leptospira em um corte de figado de um

animal do grupo 2.

O exame hematoldgico apontou para um aumento do nimero de linfocitos,
plaguetas e neutréfilos segmentados e uma diminuicdo do numero de
hemécias a partir do terceiro dia pos-infeccdo, e o exame bioquimico do
sangue revelou um aumento de uréia no 45° dia e um aumento de fosfatase
alcalina a partir do 30° dia, indicando possiveis alteracdes nas funcdes
hepéticas e renais dos animais infectados; apesar disso, durante os 45 dias
de inoculacdo, ndo foi possivel observar alteracdes na composi¢do ou nas

caracteristicas fisicas das urinas dos animais examinados.
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ANEXO 1

Solucgéo, meios de cultura, diluidores e tampdes utilizados no trabalho.

1 - SOLUCAO
Solucéao tamponada da Sérensen pH 7,5
o Fosfato di-s0dico anidro...........ccceeevvvveireneennns 8,33g
e Fosfato MONOPOLASSICO........uevvvvevrrieiiieerrieeeeaen, 1,09¢g
o Agua destilada.........c..ceevirieieerieeeeee e, 1000mL

2 — MEIOS DE CULTURA

a) EMJH (Difco — 0987-01)

e Sadico fosfato dibasico......................... 1g

e Potassio fosfato monobasico................. 0,39

o Cloreto de sOdio........ccccceveeeeiiiniiiinennnn. 19

o Cloreto de amonNia............eeeveveeeeeeeeeeenen. 0,25¢g

L T 11 011 T T 0,005g

e Aguadestilada..........c.cceererireerinnannnn, 900mL

e Enriquecimento com 10% de soro sanguineo de coelho

b) Fletcher (Difco — 0987-01)

e Bacto-peptona.......cccooeeviiiiiiiiiiiiinneeeeenn 0,39

e Bacto-extrato de carne............cccoevveeen. 0,29

o Cloreto de sOdi0.........cccvvvvvviverrnnrinnnnnns 0,59

e Bacto-agar.........cccoeeeiiiiiiiics 1,59

e Aguadestilada..........c.cccecverirecirinnnnnn, 900mL

e Enriquecimento com 10% de soro sanguineo de coelho

3 — DILUIDORES
a) TEpH 7,4
e Tris HCl 10mM
e EDTA 1mM (Ethylenediaminetetracetic acid — sal)

b) Solucdo tampéao de lise (proteinase K)

e Proteinase Ka 20mg/mL..........cccccee.... 15uL
e Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%....30uL
®  TNE BXeoriiiiiiiii e 60uL
e Agua ultrapura.........ccccceeeveeveevereeenenn 195uL
[ ]

c) TNE 5x pH 8,0



e Tris 50mM
e NaCl500mM
e EDTA 125mM

d) Solucdo tampao de reacéao 10x pH 9,0

O KCl e 500mM
® MGCloiiiiiiiiiii e, 15mM
® TS HCl oo, 100mM

4 — GEL DE AGAROSE 2,0%

e Tampdo TBE (0,5 X)..ccccevvereiiiiiiiiiiieneeee. 100mL
®  AQAIOSE.. i 2,09

5 — TAMPAO DE CORRIDA TBE pH 8,0

e Tris acetato 0,004M
e EDTA 0,001M

6 — SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA

Nitrato de prata 2,09
Agua deionizada g.S.p.100mL

7 — SOLUCAO REDUTORA

= Acido pirogélico 4,09
= Formol puro 5mL
= Agua deionizada g.S.p.100mL
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ANEXO 2

HEMOGRAMA

Apdés homogeneizacdo da amostra com EDTA, utilizou-se uma gota de
sangue para realizacdo do esfregaco em lamina identificada com o nome ou RG
do animal. O restante da amostra foi utilizada para a contagem dos glébulos
vermelhos e brancos. Para tanto, utilizou-se um contador automético, como se
segue (TVEDTEN, 1994b).

Contador Automatico ABC-VET (HORIBAABX, 2001).
Diluic&o (diluidor DA 500)
e Diluicdo para glébulos brancos (posicdo WBC)
¢ Diluicdo para glébulos vermelhos (posicdo RBC), utilizando como amostra o
béquer da diluicdo dos glébulos brancos;
e Colocamos 2 gotas de hemolisante (Cellmlise 1) no béquer da diluicdo de

glébulos brancos e homogeneizar bem;

Operacao (CELM CC 530) (HORIBAABX, 2001).
e Deixamos sempre um béquer com solucdo Isocellm II no transdutor;
ligamos o aparelho. Automaticamente o aparelho fez um ciclo de limpeza, e

o display indica O (zero).

Contagem de globulos vermelhos (THRALL, 2007d; TVEDTEN, 1994a).
e Selecdo RBC com atecla [RBC/WBC];
e Colocamos o béquer, com a amostra diluida, no transdutor;
e Contagem apertando [COUNT];

e Apareceu no display o valor de RBC.
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Contagem de glébulos brancos e dosagem de hemoglobina (TVEDTEN,
1994c; WEISER, 2007a; WEISER, 2007c; WEISER, 2007b).

Preparacdo da diluicdo para WBC, homogeneizacdo e colocagdo no
transdutor;

Selecédo WBC com a tecla [RBC/WBC];

No caso de dosagem de hemoglobina, selecdo HGB:

Contagem de globulos brancos apertando [COUNT];

Aparecendo no display o valor de WBC, e o led indicador HGB acendendo
intermitentemente (indicando que se for necessério repetir a contagem com
a tecla [REPEAT] o aparelho ndo fara uma nova dosagem de HGB);

Ao final de cada contagem, desprezo do restante de cada amostra e

lavagem do béquer com agua corrente, secagem e reutilizacao.

Hematocrito — volume globular (THRALL, 2007c; THRALL, 2007a).

Homogeneizacdo da amostra, em seguida enchimento de sangue
aproximadamente % do tubo de micro-hematdcrito;

Fechamento de uma das extremidades com massa selante ou pelo fogo;
Centrifugacao por 5 minutos em centrifuga apropriada;

Leitura no cartado especial.

Proteina Plasmatica Total (FETTMAN & REBAR, 2007b; LASSEN, 2007a).

Quebra do microtubo (utilizado no hematécrito) acima do nivel dos
eritrécitos;
Colocacao de uma gota do plasma no refratbmetro;

Leitura na coluna da esquerda, resultado em g/ dL.

Contagem de Eritrocitos em Camara de Neubauer (THRALL, 2007e; THRALL,
2007Db).

Sangue total com EDTA;
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Liquido de Hayem - bicloreto de mercurio 0,59
- cloreto de sédio 109
- sulfato de sédio 500
- 4gua destilada 100,0 mL

Diluicdo 1: 200. O mais correto € a utilizacdo da pipeta de diluicdo de
eritrécitos (pipeta de Thomas).

Colocacdo da camara em repouso, por 5 minutos, em camara umida;
Realizacao da contagem em microscépio, no aumento 40 X, em 5 grupos de
16 quadradinhos no centro da camara, multiplicando o niumero de eritrocitos

contados por 10.000.

Contagem de leuc6citos em Camara de Neubauer (WEISER, 2007b).

Sangue total com EDTA;

Pipeta para glébulos brancos;

Liquido de Turk - &cido acético glacial 1mL
- violeta de genciana 1mL
- dgua destilada 100 mL

Diluicdo 1: 20, o mais correto é a utilizacdo da pipeta de diluicao de
leucécitos.

Preenchimento da camara;

Usando a objetiva 10 x contagem dos leucocitos nos quatro conjuntos de 16
guadrados encontrados nos quatro extremos da camara, somandos 0s

resultados e multiplicando por 50.

Contagem diferencial dos leucécitos (WEISER, 2007b).

Coloracéo do esfregaco com o kit Instant Prov®

Examinada ao microscépio, objetiva de imersdo 100x
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Contagem de plaquetas (WEISER, 2007a).

Contagem de plaquetas no mesmo esfregaco utilizado na contagem
diferencial de leucdcitos;

Contagem das plaquetas em 5 — 10 campos (dependendo da quantidade de
plaguetas), fazendo a média e multiplicando por 15.000.

O resultado foi expresso em mm?®.

BIOQUIMICA SERICA

Tipos de amostra para realizacdo de cada exame (LASSEN e WEISER, 2007).

METODO AMOSTRA
Creatinina Soro/ plasma (EDTA ou Heparina)
ALT (Alanina Amino Transferase) Soro/ plasma (EDTA ou Heparina)
AST (Aspartato Amino Transferase) Soro/ plasma (EDTA ou Heparina)
Fosfatase Alcalina Soro/ plasma (Heparina)
Albumina Soro
Uréia Soro/ plasma (EDTA ou Heparina)
Proteina Total Soro
CK-NAC (Creatino-fosfoquinase) Soro/ plasma (Heparina)

O aparelho utilizado para a realizagdo dos bioquimicos foi 0 Quick-Lab -
Drake.(DRAK ELETRONICA E COMERCIO, 2002).

Seguimos 0s passos solicitados pelo aparelho (especificos para cada
técnica).

Recomendou-se que a amostra s6 fosse colocada no reagente de trabalho
no momento em que o aparelho estivesse pronto para recebé-la. Apds
colocacdo da amostra no reagente, homogeneizagdo rapida, né&o
demorando mais que 10 segundos para inseri-la no aparelho. Para cada
teste existiu um procedimento diferente no preparo dos reagentes de

trabalho, que pdde ser encontrado na bula de cada método. Nesse caso
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foram utilizados os kits da Katal. A seguir, encontra-se um resumo dos

procedimentos utilizados no preparo de pequenas quantidades de cada

reagente.
CREATININA  Soro/ Plasma (EDTA ou Heparina)
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrédo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
2,0 ml Tampéao 1mL 100 pL - - -

0,5 ml Acido 1 mL - - 100 pL

Picrico

Fonte: FETTMAN e REBAR, 2007a).

UREIA  Soro/ Plasma (EDTA ou Heparina)
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrdo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
2,0 ml Tampéao 1mL 10 pL - -
20 pul Enzima 1mL - - 10 pL -
20 ul Coenzima

Fonte: FETTMAN e REBAR, 2007a.

ALT - Alanina Amino Transferase Soro/Plasma (EDTA ou Heparina)
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrédo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
2,5 ml Tampéo
25 pl Enzima 1 mL 100 pL - - -
25 ul Coenzima

Fonte: LASSEN, 2007b.

AST - Aspartato Amino Transferase Soro / Plasma (EDTA ou Heparina)
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrdo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
2,5 ml Tampéao
25 ul Enzima 1mL 100 pL - - -
25 pl Coenzima

Fonte: LASSEN, 2007b.
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FOSFATASE ALCALINA Soro / Plasma (Heparina)

KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrdo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
0,9 ml Tampéo 1mL 20 pL - - -
0,1 ml Substrato
Fonte: LASSEN, 2007b.
ALBUMINA  Soro
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrdo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
50 ml Reagente 2 mL 10 pL - -
cor-estoque, 2 mL - - - 15 minutos
completar p/ 2 mL - - 10 yuL | temperatura
500ml agua ambiente
destilada/deioni
zada
(estavel 6
meses 8°C)
Fonte: BAKER, 2007.
PROTEINAS TOTAIS  Soro
KATAL
Reagente de | Quantidade | Quantidade | Branco | Padrdo | Banho-maria
Trabalho Reagente Amostra 37°C
50 ml Biureto- 2,5mL 50 pL - -
estoque, 2,5mL - - - 15 minutos
completar p/ 2,5 mL - 50 pL 50 uL | temperatura
500ml agua ambiente
deionizada
(estavel 6
meses °C
ambiente)

Fonte: FETTMAN e REBAR, 2007b.
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URINALISE

Ao chegar ao laboratério, as amostras foram transferidas para tubo conico,
a partir do qual foi realizado o exame fisico e, posteriormente, a
centrifugacdo para a realizagdo da analise do sedimento (NAVARRO &
EUGENIO, 1996; LEES et al. 1994).

Exame fisico da urina

Cor: amarelo-ouro, amarelo-citrino, &mbar, avermelhada...

Aspecto: limpido, turvo, ligeiramente turvo...

Odor: caracteristico/ sui generis, fétido...

Densidade: colocacdo de uma gota no refratdmetro e realizagéo da leitura

na coluna da direita.

Exame quimico da urina:

Realizado com tiras de plastico (Combur Test UX 10 — Roche) que contém
pedacinhos de papel de varias cores embebidos em reagentes quimicos, os
guais mudam de cor quando em contato com determinadas substancias

eventualmente presentes na urina.

Exame do sedimento urinario:

O sedimento pbde ser visto a fresco ou corado, mas deve ser sempre feito
de amostra recente, porque a demora (mais de 2 horas) pode determinar a
fragmentacédo de certos elementos, principalmente nas urinas alcalinas.

Para preparacdo do sedimento, centrifugacdo da amostra em tubo cénico
por 5 a 10 minutos (1.000 a 1.500 rpm); desprezando o sobrenadante,
colocacdo de uma gota de sedimento sobre uma lamina cobrindo-a em

seguida com laminula; observag¢do com obijetiva de 40 x, com pouca luz.
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¢ Nos sedimentos podemos observar: hemacias, leucécitos, células epiteliais
prepuciais, células caudadas da pelve renal, células de transicéo, bactérias,

leveduras, cilindros e cristais.
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