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ALTERAGCOES ESPERMATICAS E DOS NIiVEIS PLASMATICOS DE
TESTOSTERONA EM CAES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR Leptospira

interrogans sorovar Canicola

RESUMO - Conhecendo-se a predilecdo das leptospiras pelo aparelho
urogenital, e a crescente utilizacdo de técnicas de reproducdo assistida na espécie
canina, o presente trabalho objetivou pesquisar a presenca e a acéo da Leptospira no
sémen e testiculo de cées. Foram utilizados 32 animais, dos quais 20 foram inoculados
com uma cepa patogénica de Leptospira interrogans sorovar Canicola e 12 néao
receberam inoculo algum, sendo considerados animais-controle. Assim, os 32 animais
experimentais foram reunidos em quatro grupos de estudo encerrando cinco caes
inoculados e trés caes-controle por grupo. Os animais do grupo um foram sacrificados
apos sete dias da inoculagéo, os animais do grupo dois sacrificados 15 dias apods a
inoculagéo, os animais do grupo trés sacrificados ap6és 30 dias de incubacdo e os
animais do grupo quatro foram sacrificados apdés 45 dias da inoculagdo da cepa
patogénica. Apds o sacrificio, colheram-se fragmentos de testiculo para pesquisa de
Leptospira no parénquima testicular pela técnica de coloracdo de Levaditi. Nos dias
zero (dia da inoculagéo), trés, cinco, sete, dez, e a partir dai de cinco em cinco dias
apos a inoculagcdo da cepa patogénica de Leptospira, foram colhidas amostras de
sangue e sémen. No sémen, foram realizados exames androlégicos e PCR, no sangue,
além da pesquisa de anticorpos pela técnica de soroaglutinagédo microscopica (SAM),
foram verificados os niveis hormonais de testosterona. Dos 20 caes infectados, apenas
um ndo apresentou titulo detectavel na prova de SAM no periodo analisado. No grupo
dois, foi verificada uma queda significativa nos valores do vigor e da concentragéo
espermatica, nos caes infectados, durante grande parte do periodo de estudo. Ja no
grupo trés, somente a concentragdo foi significativamente inferior nos animais
infectados, em trés dos nove dias de colheita de sémen. Neste trabalho foi possivel
detectar DNA de leptospira no sémen de dezesseis dos vinte caes inoculados com a
cepa de L. interrogans sorovar Canicola. Entretanto ndo foi possivel correlacionar a
infecgéo por L. interrogans sorovar Canicola com a diminuigdo dos niveis sangiliineos

de testosterona nos animais infectados, quando comparados aqueles dos cées
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utilizados como controle. No presente estudo, n&o foi possivel detectar leptospiras nos
fragmentos de testiculos de cées experimentalmente infectados por Leptospira

interrogans sorovar Canicola.

Palavras-Chave: caes, Leptospira, PCR, sémen, testosterona
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SPERMATIC AND PLASMATIC LEVELS CHANGES OF TESTOSTERONE IN DOGS
EXPERIMENTALLY INFECTED BY Leptospira interrogans serovar Canicola

SUMMARY - Considering the Leptospira predilection for the urogenital system
and the increasing of utilization of assisted reproduction in dogs, this work aimed to
search the presence and the role of Leptospira in semen and testicles from dogs. From
32 animals, 20 were inoculated with a pathogenic Leptospira interrogans serovar
Canicola strain and 12 received no inoculum, acting as control animals. The 32
experimental animals were distributed in four groups with five inoculated and three
control dogs per group. Animals from group one were sacrificed seven days after
inoculation, animals from group two were sacrificed 15 days after inoculation, animals
from group three were sacrificed 30 days after inoculation, and animals from group four
were sacrificed 45 days after inoculation. Testicle fragments were collected after dog
sacrifices for searching Leptospira in testicle parenchyma using Levaditi stain technique.
Blood and semen samples were collected at day zero (inoculation day), three, five,
seven, ten and then by each five days after pathogenic Leptospira strain inoculation.
Andrologic exams and PCR were performed with semen. Blood samples were used to
detect antibodies using microscopic agglutination test (MAT) and verify testosterone
levels. Only one of the 20 infected dogs had no detectable titre using MAT. Spermatic
vigor and spermatic concentration had a significant decrease in group two during most
part of the study. In three of nine days of semen collection, only spermatic
concentrations were significantly lower in infected animals from group three. In this study
it was possible to detect Leptospira DNA in semen samples from 16 of the 20 dogs
inoculated with L. interrogans serovar Canicola strain. Thereby it was not possible to
correlate the decrease of testosterone serum levels in infected animals with those
detected in control animals. It was not possible to detect Leptospira in testicle fragments

in the dogs experimentally infected with Leptospira interrogans serovar Canicola.



Keywords: dogs, Leptospira, PCR, semen, testosterone
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1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose € uma doencga bacteriana infecto-contagiosa que acomete o
homem e os animais domésticos e silvestres, amplamente disseminada, de
consideravel importancia tanto no plano econdémico quanto naquele da saude
publica (FAINE et al., 1999). A ocorréncia da leptospirose & variavel em diferentes
partes do mundo, podendo-se observar tanto a forma esporadica quanto a
endémica. Os surtos se reproduzem por exposicdo a agua contaminada com urina
ou tecidos provenientes de animais infectados (VASCONCELLOS, 1993),
particularmente nas ocasides em que ocorrem elevados indices de precipitacbes
pluviométricas, nas regides em que o solo apresenta reagao neutra ou levemente
alcalina, associando-se ainda a uma grande variedade de espécies hospedeiras.
Essas condigbes facilitam a cadeia de eventos necessarios a transmiss&o da doenga
e a sobrevivéncia das leptospiras patogénicas no ambiente, ainda que essas nao se
multipliquem fora do organismo dos hospedeiros (FAINE et al., 1999).

A leptospirose apresenta forte significado socio-econémico-cultural e é
exacerbada por fatores como o crescimento desordenado de grandes centros
urbanos, as migragdes, as deficiéncias nas condigbes de saneamento basico e o
acumulo de lixo, que promovem ampla expansado de roedores (MAGALHAES et al.,
2006).

As leptospiras sdo espiroquetas pertencentes a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiracae, género Leptospira (NOGUCHI, 1918). O género Leptospira
compreendia, anteriormente, duas espécies: Leptospira interrogans, apresentando
grande variagcdo antigénica caracterizada por 23 sorogrupos e 202 sorotipos
(BARATON e POSTIC, 1989); e Leptospira biflexa, de comportamento sapréfita e
englobando variedades 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 reagbes sorolégicas 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

absorcéo cruzada de aglutininas, realizada em laboratorios de referéncia (CENTRO
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PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985). Em 1992, o Subcomité de Taxonomia da
Leptospira prop6s uma nova divisdo para o género Leptospira, que passou a ser
constituido por oito genomoespécies patogénicas, assim denominadas: L.
borgptersenii, L. interrogans sensu stricto, L. noguchii, L. santarosai, L. welilii, 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 saproéfitas ou de vida livre, designadas: L. biflexa, L. meyeri e L.
wolbachii, estas com raros registros de infecgdes (KMETY e DIKKEN, 1993).

Os diferentes sorovares de L. interrogans nédo apresentam especificidade de
hospedeiro, porém o que se observa é a existéncia de preferéncia de certos
sorovares por determinados vertebrados. Exemplos dessa condigdo 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, o eqlino e o
sorovar Icterohaemorrhagiae (QUINN et al., 1994; FAINE, 1994).

A patogenia da leptospirose inclui a penetracédo do microrganismo através das
mucosas ou de lesbes na pele, seguida de multiplicagdo no sangue, e em
praticamente todos os 6rgdos e tecidos, o que caracteriza a fase denominada
leptospiremia, na qual ha 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 complicagbes tornam a leptospirose
uma importante doenca da esfera reprodutiva (FAINE, 1982; FAINE, 1994).

Durante o periodo de incubacéo, de sete a 14 dias, ocorre a septicemia,
elicitando a produgdo de anticorpos da classe IgM, que tém atividade de poucos
dias, e, mais tardiamente, surgimento de anticorpos da classe IgG. Apesar dos
anticorpos auxiliarem no combate a bacteremia, ndo eliminam por si s6 a infec¢ao
renal (REBHUN, 1995). Nos animais que conseguem sobreviver a fase aguda da
leptospirose, os microrganismos atingem a luz dos tubulos contornados renais e
passam a ser eliminados por intermédio da urina por periodos de tempo variados,
caracterizando a fase de leptospiruria; com isso, os animais tornam-se uma fonte de
infeccdo importante, entdo denominados portadores renais (VASCONCELLOS,
1987).

A transmissao da Leptospira spp. pode ocorrer de forma indireta, pelo contato
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com agua e solos contaminados, e pelo modo direto, principalmente pela via
venérea (AMATREDJO et al., 1975). A transmissdo 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
leptospiruria em bovinos pode persistir entre dez dias e quatro meses, tendo carater
intermitente.

Vale lembrar que, originalmente, os carnivoros silvestres n&do representam
uma fonte de infeccdo muito séria para o homem, uma vez que, devido a sua
alimentacdo a base de carnes, a urina apresenta-se mais acida, sabidamente um
ambiente inGspito para as leptospiras. Entretanto, no caso dos cédes domésticos,
alimentados com rag¢des comerciais, o pH da urina torna-se mais apropriado a
manutencdo e sobrevivéncia das referidas bactérias. Em céaes, a leptospirose esta
habitualmente relacionada com nefrite intersticial e, como conseqiéncia dos danos
renais, proteinuria (ZARAGOZA et al., 2003).

Assim, em ambiente urbano, a principal fonte de infecgcdo da leptospirose
humana s&o os cades. Estes animais vivem em contado direto com os seres
humanos e podem eliminar leptospiras vivas pela urina durante meses, mesmo sem
apresentar nenhum sinal clinico (FAINE et al., 1999). Além do mais, 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). Ademais, os roedores sao um importante reservatorio da doenga e fonte de
infecgéo para os caes, o que torna dificil a erradicagéo da leptospirose na populagéo
canina (DUTTA e CHRISTOPHER, 2005; PERRET et al., 2005).

Um estudo realizado no Hospital Escola da Faculdade de Veterinaria de
Ontéario (Canadd) mostrou um aumento acentuado no numero de casos de
leptospirose canina a partir do ano de 1998 (PRESCOTT et al., 2002).

Varios inquéritos sorologicos realizados em cées no Brasil retratam a
variabilidade da distribuicdo de sorovares de Leptospira spp. predominantes nas
diferentes localidades. Na cidade de Pelotas, RS, FURTADO et al. (1997)
examinaram 260 cdes e encontraram prevaléncia de 28,9%, com destaque para os

sororaves Canicola e Icterohaemorrhagiae; AVILA et al. (1998) encontraram 34,8%
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de animais soropositivos em 425 caes examinados, com predominio dos sorovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, e JOUGLARD e BROD (2000)
verificaram 2,7% de positividade em 489 caes, com destaque para os sororaves
Icterohaemorrhagiae, Australis, Copenhageni, Pyrogenes, Sentot e Canicola. Em
Santana de Parnaiba, SP, MASCOLLI et al. (2002) examinaram 410 amostras de
soro de caes e encontraram 15% de positividade, com destaque para os sorovares
Copenhageni, Canicola e Hardjo. BATISTA et al. (2005) examinaram 285 amostras
de soro sanguineo de caes colhidas durante a campanha de vacinacao anti-rabica
animal, em Campina Grande, PB, e encontraram prevaléncia de leptospirose de
21,4%, com maior freqiéncia dos sorovares Autumnalis, Copenhageni e Canicola.
MAGALHAES et al. (2006) colheram amostras de sangue de 3.417 cées, em Belo
Horizonte, MG, no periodo de setembro de 2001 a setembro de 2002, e encontraram
13,1% de soropositividade, sendo os sorovares Canicola, Ballum, Pyrogenes e
Icterohaemorrhagiae os mais prevalentes.

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

A presengca de Leptospira spp. em sémen de touros, natural e
experimentalmente infectados, ja foi demonstrada, indicando a possibilidade de
transmissao da leptospirose bovina pela monta natural ou pela inseminacao 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 confluéncia anatbmica dos
aparelhos urinario e genital dos machos, cuja uretra é o ducto excretor comum para
urina e sémen, favorece a contaminacdo do sémen por leptospiras na fase de
leptospiruria.

Uma das primeiras comprovagdes da importadncia do sémen como meio de
transmissao da leptospirose foi verificada por KIKTENKO et al. (1976), que isolaram
leptospiras de quatro amostras de sémen de um total de 56 touros examinados. Em
tal estudo, foi verificado que alguns animais infectados apresentaram inibicado dos

reflexos sexuais e perda na qualidade do sémen, com queda na concentragéo e na



5

motilidade, diminuicdo do volume do ejaculado e necrospermia. Além disso, a
necropsia de trés machos revelou a presenca de inflamacéo dos testiculos e das
glandulas anexas.

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

A prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM) é o teste soroldégico mais
utilizado para o diagnéstico da leptospirose (BOLIN et al., 1989), no Brasil e em todo
o mundo (OLIVEIRA, 1999). THIERMANN (1984) ressalta que, apesar da
padronizacao desse teste, ha dificuldade em obter resultados concordantes entre os
diferentes laboratérios, uma vez que se trata de uma prova com resultados
subjetivos. E uma técnica laboriosa e exige o uso de leptospiras vivas como
antigenos (CHAPPEL et al., 1998).

O diagnéstico definitivo da infecgao por Leptospira spp. € usualmente firmado
pelo isolamento e cultivo do agente, entretanto esse procedimento é oneroso,
necessita de amostras recém-colhidas e, pelo menos, 30 dias até trés meses sao
requeridos para a obtencgao de resultados conclusivos (BOLIN et al., 1989).

A partir da descoberta da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia pela
Polimerase — Polymerase Chain Reaction), em meados da década de 1980, houve
uma verdadeira revolugdo na biologia, principalmente no que concerne as areas
aplicadas envolvendo diagnostico e melhoramento genético em plantas e animais
domésticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Desde entdo, muitos trabalhos
tém descrito a aplicagdo de técnicas baseadas em PCR para diversos fins em
cinofilia, inclusive selecdo genética, identificacdo de parentesco e prevencdo de
doencas genéticas.

MERIEN et al. (1992) sintetizaram o par de oligonucleotideos iniciadores
(primers) 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, revela-se especifica

para Leptospira spp., ndo amplificando o DNA de outras bactérias como Borrelia
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burgdorferi, Borrelia hermsii, Treponema denticola, Treponema pallidum, entre
outras.

Mais recentemente, novos primers tém sido 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) sdo 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
apatogénicas ou patogénicas, devido, provavelmente, ao fato dos genes de rRNA
serem altamente conservados entre as bactérias.

A técnica de PCR vem sendo utilizada com sucesso em varios estudos
relacionados com leptospirose, seja para simples deteccdo do agente em diversos
materiais, como sémen (HEINEMANN, 1995; MASRI et al., 1997; HEINEMANN et
al., 2000), urina (VAN EYS et al., 1989; MASRI et al., 1997; CETINKAYA et al.,,
2000) e humor aquoso (FABER et al., 2000), seja para monitorar a densidade de
leptospiras em sangue e 6rgdos de hamsters infectados experimentalmente e
tratados com diferentes doses de antibi6ticos (TRUCCOLO et al., 2002).

Nos ultimos anos, a técnica de PCR tornou-se uma importante ferramenta na
deteccdo de agentes patogénicos. O método € rapido e extremamente sensivel,
podendo teoricamente detectar uma unica molécula de DNA em poucas horas.
Outra grande vantagem da técnica de PCR decorre do fato de n&o ser necessaria a
viabilidade dos patégenos para a realizagdo do teste, o que permite a inativagéo e o
armazenamento das amostras, bem como a aplicacado da técnica em amostras mal
conservadas (GILLESPIE, 1990; GINGERAS et al., 1990; PAUL, 1990). KEE et al.
(1994) puderam detectar L. interrogans no sangue de sagui (Merionis unguiculatus)
dois dias apds a infeccdo experimental, enquanto anticorpos sé foram detectados
pela SAM sete dias pds-infecgéo.

CAl et al. (2002) utilizaram os primers G1/G2 e B64-1/B64-11 para detectar
sorovares de leptospiras patogénicas em urina canina. Relataram que a prova se
mostrou especifica e sensivel, apresentando um limiar de detec¢ao, para o sorovar

Icterohaemorrhagiae, de 100 células de leptospira por mililitro de urina.
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Em um estudo com 123 cdes que apresentavam sintomas sugestivos de
leptospirose e 13 animais clinicamente sadios, concluiu-se que a PCR teve 100% de
sensibilidade e 88,3% de especificidade, para deteccao de leptospira na urina de
caes, sendo considerada uma importante ferramenta no diagnéstico precoce de
leptospirose (HARKIN et al., 2003a). No mesmo ano, HARKIN et al., 2003b,
publicaram outro trabalho comparando PCR, cultura bacterioldgica e teste sorolégico
na detecgdo de leptospiruria e afirmaram que, independentemente do estado de
saude, 8,2% dos caes eliminavam leptospiras patogénicas na urina, representando
um risco para seus proprietarios. Concluiram, também, que a SAM € um indicativo
fraco, em termos de diagndstico precoce, para certificar a eliminacao de leptospiras
pela urina.

Varios autores tém descrito bons limiares de deteccédo de leptospiras pela
técnica de PCR. HEINEMANN (1995) descreveu ter detectado 10 bactérias por mL
em sémen de touros; no entanto, mudando a técnica de extracdo de DNA,
HEINEMANN et al. (2000) observaram um limiar de deteccado de 100 bactérias por
mL para o mesmo material. Em urina, CETINKAYA et al. (2000) detectaram até
cinco leptospiras por mL do material. KIM et al. (2006), em contaminagao
experimental de sémen canino com Leptospira interrogans, conseguiram um limiar
de detecgao de 1.000 bactérias por mL de sémen com a técnica de PCR. No mesmo
trabalho, os autores aplicaram 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 extracado do DNA do material que se deseja avaliar
e os 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 extragdo de DNA e os “primers” utilizados podem fornecer
diferentes resultados.

Apesar do crescente interesse pela reproducdo dos cées, existem poucas

informagdes cientificas sobre a fisiologia da reprodugcdo da espécie canina, em
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comparag¢ao com outras espécies animais. Além disso, poucas das multiplas causas
de infertilidade em cées machos tém sido caracterizadas (FRESHMAN et al., 1988),
requerendo assim estudos mais aprofundados sobre a fungao espermatica.

O aumento no numero e na variedade de parametros anormais do sémen
reflete condicdes de subfertilidade, indicando a necessidade de investigacdo mais
profunda. A analise do sémen inclui avaliagcdo de coloragdo, volume, motilidade,
vigor, concentracao, defeitos e avaliagéo citolégica (ROOT e JOHNSTON, 1994).

A coloragdo normal para o sémen de c&es é branca-opalescente
(JOHNSTON, 1991). O aspecto do sémen varia conforme a concentragdo de
espermatozoides e a quantidade de liquido prostatico presente no ejaculado (ROOT
e JOHNSTON, 1994). O ejaculado dos caes é dividido em trés distintas fracdes. O
volume do sémen dos cées apresenta variagcdes desde 1 mL até mais de 80 mL na
somatoéria das trés fragbes. 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., 2001a). O vigor corresponde a graduacao de
velocidade na qual o espermatozéide se move (ROOT e JOHNSTON, 1994).

A concentragédo espermatica € muito variavel entre caes, normalmente caes
maiores produzem mais espermatozoéides do que os menores (ROOT e JOHNSTON,
1994).

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

Sao parametros normais para o sémen de caes: motilidade espermatica
acima de 70%, concentracdo acima de 200 milhdes de espermatozbides por
ejaculado e mais de 80% de espermatozéides morfologicamente normais (MEYERS-
WALLEN, 1991). A coexisténcia de motilidade insuficiente e morfologia espermatica
anormal afigura-se, freqientemente, como o primeiro indicador de lesdo gonadal,
independentemente da causa (JOHNSON, 1994). As etiologias incluem afecgao
testicular primaria, disturbios endocrinos, agressbes pelo meio ambiente, ejaculagéo

incompleta e causas iatrogénicas (JOHNSON, 1994).
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A fisiologia da reproducdo nos caes machos € similar a de outras espécies,
em que o controle da atividade testicular da-se principalmente por intermédio dos
horménios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). O hormdnio luteinizante
(LH) estimula as células de Leydig, que produzem testosterona (JOHNSON, 1994),
cujas fungdes incluem a promocgado do desenvolvimento do ducto deferente e do
epididimo, para iniciar e manter todas as etapas da espermatogénese; a
manutencdo da libido e a regulacdo da secrecdo de hormodnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo e de gonadotrofinas (LH e FSH) pela
hipofise (JOHNSON, 1994). Portanto, a testosterona é essencial a todas as fases da
espermatogénese.

Doencgas inflamatorias crénicas e infecgdes agudas sdo capazes de inibir a
esteroidogénese gonadal. Estudos tém demonstrado que a ativacdo da imunidade
em resposta aos lipopolissacarideos de membrana presentes nas bactérias (LPS)
resulta em redugcao dos niveis séricos de testosterona, por efeito direto nas células
de Leydig, possivelmente porque os macréfagos testiculares produzem espécies
reativas de oxigénio (EROS), que causam danos a membrana mitocondrial das
células de Leydig e consequente inibicdo da esteroidogénese (ALLEN et al., 2004).

DHALIWAL et al. (1997) infectaram experimentalmente oito vacas com
Leptospira interrogans sorovar Hardjo, acompanhando as concentragbes
plasmaticas de progesterona desses animais durante a prenhez. Os autores
observaram diminuigdo significativa nos niveis plasmaticos de progesterona nas
fémeas bovinas infectadas quando comparados aos do grupo-controle.

Em seres humanos, ABDULKADER et al. (1996) compararam o0s niveis
hormonais de cortisol e aldosterona de nove pacientes com leptospirose e oito
individuos saudaveis e relataram que os niveis sanglineos dos referidos horménios
foram mais elevados nos pacientes com leptospirose.

Além dos métodos habitualmente utilizados no diagnostico da leptospirose,
como a técnica de SAM, a leptospirose pode ser diagnosticada pela visualizagdo do
agente em fragmentos de tecidos (ELLIS et al., 1983) por varias técnicas, tais como
imunofluorescéncia, imunoperoxidase, coloragcbes com sais de prata e técnica de
Levaditi.

Utilizando a técnica de Levaditi, KANEKO e OKUDA (1917) conseguiram



10

demonstrar a presenca de leptospiras em mais de 50% dos tecidos hepaticos de 43
casos clinicos de leptospirose humana. Nos fragmentos de rins examinados,
verificou-se a presenca do agente; nos primeiros dias, as leptospiras estavam
localizadas no intersticio e, mais tardiamente, no espaco intracelular.

ZAMORA (1995) encontrou, por intermédio da técnica de Levaditi, assim
como por observacdo 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 pelucida e no interior dos 6vulos.

Um autor do mesmo grupo, acima referido, CAMARGO (1996), verificou a
presenca do sorovar Pomona, a partir da coloracdo de Levaditi, em ovarios de
hamsters infectados experimentalmente, que foram induzidos a condicdo de
portadores renais pela administracao do estolato de eritromicina.

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

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém se dedicado a estudar a
presenca das leptospiras nos tecidos, com o objetivo de detectar a possivel
localizagdo desse microrganismo em estruturas do aparelho reprodutor, tanto nas
fémeas quanto nos machos. Tal preocupacdo tem como pano de fundo a
necessidade de uma melhor compreensao da patogenia da leptospirose, que
certamente podera ensejar o desenvolvimento de métodos mais eficientes no
controle sanitario e epidemiolégico desta importante entidade nosologica
(MARPLETOFT, 1986).
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2- OBJETIVOS

Considerando-se a escassez de informagbes bibliograficas referentes ao

comprometimento do aparelho reprodutor de caes infectados por leptospira, assim

como a crescente utilizacdo de técnicas de reproducéo assistida na espécie canina,

idealizou-se o presente ensaio com 0s objetivos que se seguem:

1.

Verificar se ha variacdo do padrao hormonal de testosterona em céaes

infectados por Leptospira interrogans sorovar Canicola;

Pesquisar a presenca de Ileptospiras em sémen de caes
experimentalmente infectados por Leptospira interrogans sorovar

Canicola pela técnica de PCR;

Avaliar o perfil androlégico desses animais comparando-o ao de

animais ndo infectados;

Pesquisar, por intermédio da técnica de Levaditi, a presenga de

leptospiras nos testiculos de caes experimentalmente infectados;

Determinar o limiar de deteccdgo da PCR em sémen canino
experimentalmente contaminado, utilizando-se a técnica de extragéo

de DNA com isotiocianato de guanidina.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Origem e seleg¢ao dos animais

O ensaio em tela incluiu cdes machos, em idade reprodutiva, recolhidos ao
Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Sao José do Rio Preto, Estado de
Sao Paulo, que ndo apresentaram titulo de anticorpos séricos contra os sorovares
de Leptospira spp. apresentados no Quadro 1, por meio da prova de soroaglutinagcao
microscopica (SAM), em dois testes realizados no intervalo de sete dias, e cuja
cultura de urina em meio semi-sélido de Fletcher (Difco) mostrou-se negativa em
ambos os testes, descartando a possibilidade dos animais serem portadores renais
(FAINE, 1982).

3.2 — Instalagao e manejo dos animais experimentais

Os caes previamente selecionados 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 ragcao comercial “ad libidum”.

3.3 — Constituicao dos grupos experimentais

Foram utilizados 32 animais dos quais 20 foram inoculados com uma cepa
patogénica de Leptospira interrogans sorovar Canicola e 12 nao receberam indculo
algum, sendo considerados animais-controle. Assim, os 32 animais experimentais
foram reunidos em quatro grupos de estudo encerrando cinco caes inoculados e trés
caes-controle por grupo. Os animais do grupo um (G1) foram sacrificados apds sete
dias da inoculagdo, os animais do grupo dois (G2) sacrificados 15 dias apo6s a
inoculagéo, os animais do grupo trés (G3) sacrificados apés 30 dias de incubacéo e
0s animais do grupo quatro (G4) foram sacrificados apds 45 dias da inoculagdo da

cepa patogénica.
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3.4 — Inoculagao

Foi utilizado um inéculo com uma cepa virulenta do sorovar Canicola (cepa
LO4%) na concentragdo de 10° leptospiras por mL. Para se obter tal concentracéo, as
leptospiras foram contadas em Iaminas microscopicas 24 x 76 mm, (FAINE, 1982).
Foram aplicados trés mililitros do indéculo por via subcutédnea na regiao cervical-

dorsal.
3.5 — Colheita das amostras

Nos dias zero (dia da inoculacao), trés, cinco, sete, dez, e a partir dai de cinco
em cinco dias apds a inoculagdo da cepa patogénica de Leptospira, foram colhidas
amostras de sangue e sémen. No sémen foram realizados exames androlégicos e
PCR, no sangue, além da pesquisa de anticorpos pela técnica de SAM
(estabelecendo-se uma curva de titulos), foram verificados os niveis hormonais de

testosterona.
3.5.1 — Sangue

As colheitas de sangue foram realizadas por venipungéo jugular nos animais
de menor porte e cefalica nos animais de porte racial maior. Parte do sangue foi
utilizada para obtengdo do plasma e parte dessorada apéds retracédo do coagulo. O
soro foi entéo identificado e encaminhado para o exame sorolégico, que foi realizado
pela técnica de SAM. A referida prova serviu como indicadora dos animais que
fizeram parte da pesquisa, a partir do resultado positivo ou negativo na mesma, e
em seguida para estabelecer a curva de titulos dos animais. As amostras de sangue
para realizacdo das dosagens hormonais foram obtidas sempre no periodo da
manha (entre 8:30 e 11:30 horas), na mesma seqiéncia e imediatamente apds a
colheita de sémen. Para obtenc&o do plasma, o sangue total era acondicionado em
tubos do tipo vacutainer contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como

* Isolada pelo Prof. Dr. Julio de Freitas — UEL, gentilmente cedida pela Dr*. Margareth Elide Genovez do
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
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anticoagulante (10mg/mL de sangue). Apdés a colheita, as amostras eram
centrifugadas a 1.500g por 10 minutos, e o plasma sangilineo aliqlotado,
acondicionado em frascos plasticos de 1,5 mL e congelado a temperatura de -20°C

até o momento das analises.

3.5.2 - Sémen

As amostras de sémen foram obtidas aplicando-se a técnica de estimulagcéo
manual peniana (JOHNSTON et al., 2001b). Apds o envase em microtubos de 1,5
mL, as referidas amostras eram congeladas a temperatura de -20°C até o momento

da realizagao da PCR.

3.6 — Pesquisa de anticorpos

3.6.1 — 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) enriquecido com soro sangiiineo de coelho, na
proporcao de 10%, e mantidos em estufa bacteriolégica (B.O.D.) a temperatura de
28°C. Todos os antigenos foram utilizados ao redor do sexto dia de incubagéo. A
concentragcédo considerada ideal foi padronizada de forma a corresponder a metade
da turvacao do tubo numero 1 da escala de MacFarland (100 a 200 leptospiras por
campo microscopico), livre de contaminacdo e de auto-aglutinacdo, segundo as
orientagcdes de SULZER & JONES (1980).

3.6.2 — Técnica de soroaglutinagdao microscépica

Os soros foram diluidos em solugédo tamponada de Sérensen, segundo
SANTA ROSA (1970), sendo a diluigéo inicial de 1/5. Dessa diluigdo foram pipetadas
aliquotas de 50 uL e depositadas em pocos de placa de 96 cavidades, nos quais
foram colocadas idénticas quantidades de antigeno, resultando numa diluicdo de

1/10. A mistura soro-antigeno foi levemente agitada e incubada em estufa
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bacteriologica a temperatura de 28°C por duas horas, procedendo-se a seguir a
leitura em microscopia de campo escuro, com objetiva de 40x e ocular de 15x. O
critério adotado para considerar um soro como reagente foi o de 50% de
aglutinagao, ou seja, metade das leptospiras aglutinadas sob o campo microscopico
no aumento de 100 vezes. Os soros reagentes na triagem inicial foram
reexaminados com diluigdes seriadas de razéo dois. O titulo do soro foi considerado

a reciproca da sua maior diluicdo que apresentou 50% de aglutinagéo.

Quadro 1. Estirpes de Leptospira interrogans empregadas como antigeno na reagao
de soroaglutinacdo microscopica aplicada a leptospirose, segundo o
numero de controle (cddigo), o sorogrupo e o sorovar.

Cadigo Sorogrupo Sorovar
1-A Australis Australis
1-B Australis Bratislava
2-A Autumnalis Autumnalis
2-B Autumnalis Butembo
2-C Ballum Castellonis

3 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
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3.7 — Dosagens hormonais

As concentragbes plasmaticas de testosterona foram determinadas por
radioimunoensaio (RIA) em fase sélida utilizando “kits” comerciais (Coat-A-Count
Total Testosterone, DPC®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA,
EUA).

Resumidamente, o radioimunoensaio em fase soélida é baseado em
anticorpos especificos contra a testosterona, imobilizados nas paredes dos tubos de
polipropileno.

A testosterona marcada com '?°l compete por um periodo fixo de tempo com
a testosterona da amostra pelos sitios dos anticorpos. Para a realizagdo do teste
foram adicionados 50,0 uL da amostra em 1,0 mL de testosterona total conjugada ao
125 que apds homogeneizagao foi incubada por 30 minutos & temperatura de 37°C.
Em seguida, o material foi decantado, para separar a forma ligada da livre.

Posteriormente, os tubos foram levados a um contador gamma para a
determinacdo da radiacdo, que é proporcional a quantidade de antigeno '?I ligado
ao anticorpo.

A quantidade de testosterona presente na amostra foi determinada a partir de
uma curva de calibracdo que acompanha o “kit” comercial. As anadlises foram
realizadas nas dependéncias do Laboratério de Dosagens Hormonais no
Departamento de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ/USP), em duplicata, e a concentracdo de testosterona expressa

em ng/dL.

3.8 — Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)*
3.8.1 — Extracao de DNA

A extracdo de DNA das amostras clinicas (sémen) foi realizada com o
reagente isotiocianato de guanidina, adaptado de CHOMCZYNSKI (1993). Essa

reacao foi realizada em microtubos de 1.500 uL, de acordo com a sequéncia de

* Realizado no Laboratério de Biologia Molecular e Sorologia Aplicada da FMVZ/USP sob supervisdo do Prof.
Dr. Leonardo José Richtzenhain
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etapas que se seguem:

Adicao de 600 uL de isotiocianato de guanidina.

Adicao de 200 uL de sémen.

Homogeneizagao por 10 segundos em agitador orbital (Vortex).
Incubagao durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugagao rapida.

Adicéo de 100 uL de cloroférmio gelado.

Homogeneizacéao por 10 segundos em agitador orbital (Vortex).
Incubagao durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugagéo a 14.000 x g/5min.

Transferéncia de 400 uL da fase aquosa para novo tubo de 1.500 L,

tomando-se cuidado de n&o aspirar a interface organica.

Realizagédo da precipitagcado acrescentando 600 uL de propanol gelado,

homogeneizar por inversao.

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

Centrifugagao a 14.000 x g/20min.

Desprezo do sobrenadante por inverséo.

Adicao de 500 pL de etanol a 70%.

Centrifugagéo a 14.000 x g/15min.

Desprezo do sobrenadante por inversao.

Banho Maria a 56°C por 15 minutos.

Suspensdo do sedimento com 30 puL de TE (10mM Tris-HCI, 1mM

EDTA, pH 8,0).

Banho Maria a 56°C por 30 minutos.

Estocagem a temperatura de -20°C, ou utilizagdo imediata para

amplificagdo.

3.8.2

— Oligonucleotideos iniciadores (primers) empregados na

amplificagao

Foram utilizados os primers descritos por MERIEM et al. (1992), género-
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especificos de 330 pb

PRIMERS SEQUENCIA
Lep 1 5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’
Lep 2 3’ TTAGAACGAGTTACCCCCCTT 5’

3.8.3 — Amplificagao do DNA bacteriano

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

o Adicao de 16,1 uL de agua ultrapura.

o Adicao de 2,5 ulL de tampao de reacédo 10x (500mMKCI; 15mM MgCly;

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

o Adicdo de 0,5 uL da mistura de dNTPs (200 uM de cada nucleotideo

[dCTP, dATP, dGTP, dTTP]).

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

. Adicao de 1,25 puL de Lep 1 (10 pmol/uL).

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

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

o Adicdo de 2,5 uL da amostra de DNA extraido.

3.8.4 — Ciclo de amplificagao

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

e Desnaturacdo do DNA: 94°C/30seg

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

e Polimerizacao do DNA: 72°C/30seg
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e Extensao final: 72°C/5min

3.8.5 — Analise do produto amplificado

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

A cada uma das cavidades do gel foram adicionados 12 uL de uma mistura
contendo 10 uL de produto amplificado e 2 uL 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 tamp&o de
corrida TBE 0,5%.

A revelacdo das bandas foi realizada por meio da imersdo do gel em uma
solucdo de brometo de etidio a 5 ug por mL durante 15 minutos e posterior
observacédo 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.

3.8.6 — Amostra de sémen canino para contaminagao experimental

A amostra de sémen canino submetida a contaminacédo 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 negativo para a técnica de PCR utilizada.

3.8.7 — Determinacao do limiar de deteccao da técnica de PCR na amostra
de sémen canino experimentalmente contaminado com Leptospira interrogans

sorovar Canicola
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A fim de avaliar a menor concentragdo de DNA bacteriano que a técnica de
PCR pbdde detectar em sémen canino, utilizando-se a técnica de extracdo de DNA
com isotiocianato de guanidina, o sémen descrito no item 3.8.6 foi contaminado
experimentalmente com diferentes concentragdes de uma suspenséo bacteriana.
Para tanto, as bactérias foram diluidas diretamente na amostra de sémen, de
maneira a obter as seguintes concentragdes de bactérias/mL: 3,6 x 107, 10°, 10°,
10%, 10°, 10%, 10", 10°.

A suspensao bacteriana empregada, foi uma cultura pura de Leptospira
interrogans sorovar Canicola, gentilmente cedida pelo Laboratério de Zoonoses
Bacterianas do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
da FMVZ/USP. Por meio da metodologia de contagem em campo escuro descrita

por FAINE (1982), essa suspensao bacteriana revelou conter 3,6 x 10® bactérias/mL.
3.9 — Analise dos ejaculados”

Imediatamente ap6s a colheita, o ejaculado foi mantido em temperatura

ambiente, sendo analisado macro e microscopicamente.

3.9.1. Analises macroscopicas
3.9.1.1. Volume

O volume do ejaculado foi medido no préprio tubo graduado no qual foi feita a

coleta.
3.9.1.2. Coloragao
A coloragao foi verificada pela simples inspecéo visual, sendo considerada
normal para o ejaculado do c&o, a cor branco-opalescente a branco-leitosa (ROOT e

JOHNSTON, 1994).

3.9.2. Analises microscopicas

* Realizado no momento da colheita no Laboratério de Reprodugio da Unirp
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3.9.2.1. Motilidade espermatica

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

progressivo.

3.9.2.2. Vigor

Usando as mesmas preparagdes microscopicas empregadas para a avaliagao
da motilidade, avaliou-se a qualidade do movimento progressivo dos
espermatozoides, considerando-se escores de zero (nenhum movimento) a cinco

(movimento retilineo).

3.9.2.3. Concentragao espermatica

Para determinagcdo da concentracdo de espermatozobides (sptz/mL) foi
utilizada diluicdo de 1/20, sendo 50 pL do ejaculado em 950 puL de agua destilada. A
partir da referida diluicdo, preencheram-se as duas hemicamaras de “Neubauer”.
Decorridos dois minutos, para sedimentacdo das células espermaticas, as
contagens foram realizadas em microscoépio de contraste de fase, com aumento de

40X, e o numero de células contadas expresso em espermatozoéides por mL.

3.9.2.4. 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 microscépio sobre uma placa aquecida, observada com auxilio
de uma objetiva de 100x, e o movimento foi classificado segundo uma escala de

Zero a cinco.
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3.10 — Eutanasia

Os animais foram inicialmente sedados com acepromazina na dose de 0,01
mg/kg via intravenosa e em seguida tratados, pela mesma via, com overdose de
tionembutal (25 mg/kg) e brometo de pancurdnio na dose de 0,11 mg/kg 1.V. até total
parada cardiorrespiratoria. Apds a eutanasia, colheram-se fragmentos de testiculo
para realizagdo da técnica de coloragdo de Levaditi Os fragmentos eram
acondicionados em frascos plasticos apropriados, que continham uma suspensao de

formalina a 10%, e armazenados para os procedimentos histotécnicos ulteriores.

3.11 — Pesquisa de Leptospira no parénquima testicular (Técnica de Levaditi)

A técnica de Levaditi foi conduzida junto ao Laboratorio de Histologia do
Departamento de Patologia Veterinaria, FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal,
conforme procedimento descrito por McCMANUS & MOWRY (1965), como segue:

e Os fragmentos de tecidos foram cortados na espessura de 1 a 2 mm e

fixados em formol 10% por 24 horas a temperatura ambiente.

e Lavagem em agua corrente por 1 hora.

e Lavagem em alcool 96° por 24 horas.

e Lavagem em alcool 70° por 24 horas.

o Retirada do alcool e imersao em agua.

e Revelagédo em solugéo de nitrato de prata (Nuclear 2850), por 72 horas a

temperatura de 37°C, no escuro.

e Bloqueio da reagdo em solugéo redutora, por 24 a 72 horas a temperatura

de 37°C, no escuro.

e Lavagem em agua destilada.

e Desidratacdo em série de alcoois em concentracdes crescentes (70%,

95%, absolutos I, Il e 1ll) e em xilol.

o Diafanizagao, impregnagao com parafina e inclusdo em parafina.

e Cortes em microbmetro (4 a 5 ym) e montagem em resina sintética

‘PERMOUNT".

e A leitura das laminas foi realizada em microscépio de luz éptica (Carl
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Zeiss) com ocular 10X e objetivas 40X e 100X (imersao), com condensador

de campo claro.

3.12 — Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa computacional
Statististical Analysis System (SAS User’s Guide: Statistics, 1985). Foram realizadas
analises de variancia individuais para cada parametro estudado, dentro de um
delineamento inteiramente casualizado. Para as varidveis cujas médias foram
consideradas significativas foi aplicado o teste t de Student para detectar diferengas
entre os tratamentos em cada dia. Neste caso, considerou-se o nivel de significancia

de 5% para todas as condicdes.
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4 - RESULTADOS

Como pode ser verificado, nenhum animal do grupo-controle apresentou
aglutinagdo frente a reacdo de soroaglutinacdo microscopica (SAM) aos 24
sorovares de Leptospira spp. utilizados (Quadro 1), a partir da diluicdo 1/10; e os
demais animais s6 apresentaram reagédo ao sorovar Canicola.

Na Tabela 1 estdo consignados os titulos de anticorpos antileptospira dos
caes que constituiram o grupo um (G1) do experimento e que permaneceram
infectados durante sete dias. Dos cinco cées, apenas um (G1A1) ndo apresentou
titulo no periodo analisado. Os titulos apresentados pelos animais desse grupo
variaram de 20 a 1.280. Na Tabela 2 estdo apresentados os titulos dos caes que
permaneceram infectados durante quinze dias e que constituiram o grupo dois do
protocolo experimental (G2). Nesse grupo, todos os animais apresentaram titulos
detectaveis na prova de SAM durante o periodo de estudo, os quais variaram de 10
a 1.280.

A Tabela 3 mostra os titulos sorolégicos obtidos dos animais do grupo trés
(G3), avaliados durante trinta dias. Os cinco cées infectados apresentaram titulos
que variaram de 160 a 1.280. Na Tabela 4 sao verificados os titulos do quarto grupo
experimental (G4), no qual os caes infectados foram observados por quarenta e
cinco dias. No grupo quatro (G4), em todos os animais foi possivel a deteccédo de
anticorpos, com titulos que variaram de 20 a 2.560.

A coloragédo do ejaculado dos cédes infectados e controle nos quatro grupos
experimentais variou de branco-opalescente a branco-leitosa durante o periodo de
estudo.

Nas Tabelas 5, 6, 7 e 8 estdo apresentados os resultados dos exames
androlégicos dos grupos experimentais G1, G2, G3 e G4, respectivamente, em que
sdo comparados os valores das médias para volume, turbilhonamento, motilidade,
vigor e concentracdo, de caes infectados (Cl) e controle (CC), de cada grupo, para
verificar possivel diferenga significativa entre esses valores, durante o periodo
experimental.

No G1 (Tabela 5) nota-se que n&o houve diferenga significativa para os
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parametros analisados durante os sete dias de infecgdo. Entretando, para o G2
(Tabela 6) a variavel espermatica da motilidade foi significativamente maior nos CC
(p<0,01) aos quinze dias ap6s a infecgdo. As médias de vigor para os CC também
foram superiores as dos ClI nos dias trés (p<0,05), cinco (p<0,05) e quinze (p<0,01).
As médias de concentracao 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).

Ja na Tabela 7, observam-se os parametros androlégicos do G3, no qual
somente a concentragdo espermatica revelou médias significativamente maiores
para os animais controle nos dias sete (p<0,05), 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 animais-controle (p<0,05) no décimo quinto dia de
infeccao.

Nas Tabelas 9, 10, 11 e 12 estdo apresentados, respectivamente, os
resultados da PCR das amostras de sémen dos caes infectados com a cepa LO4 de
Leptospira interrogans sorovar Canicola, dos quatro grupos experimentais. A PCR
foi negativa para todos os animais utilizados como controle.

E possivel observar na Tabela 9 que, dos cinco cdes infectados (G1), foi
possivel detectar DNA de leptospira em um animal (G1A2) no terceiro, quinto e
sétimo dias apo6s a inoculagdo da bactéria. Entretanto, para o G2 (Tabela 10), por
intermédio da PCR detectou-se DNA bacteriano no sémen de todos os animais
inoculados, sendo aos quinze dias ap6s a inoculagéo para o animal um (G2A1), nos
dias sete, dez e quinze para o animal dois (G2A2), no décimo quinto dia para o
animal trés (G2A3), nos dias trés e cinco para o animal quatro (G2A4) e nos dias
trés e quinze para o céo infectado de numero cinco (G2A5).

Os resultados da PCR dos animais do G3 (Tabela 11) explicitam que foi
possivel detectar DNA nas amostras de sémen de todos os animais infectados com
leptospira. No animal um (G3A1), nos dias cinco, sete e quinze. Para o animal dois
(G3A2), do sétimo ao vigésimo quinto dias de coleta. Nos dias trés, cinco e sete,
para o animal trés (G3A3). No terceiro, quinto, décimo, vigésimo quinto e trigésimo
dias, para o animal quatro (G3A4), e nos dias cinco e dez, apds a inoculagao

bacteriana, para o animal cinco (G3A5).
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Podem-se observar na Tabela 12 os resultados da PCR no sémen dos cinco
animais infectados do G4. Foi possivel detectar DNA de leptospira nas amostras de
todos os cées inoculados. Para o animal um (G4A1) o resultado da PCR foi positivo
nos dias sete, quinze, vinte, vinte e cinco e trinta de coleta. Nos dias trés e do sétimo
ao quadragésimo quinto, para o animal dois (G4A2). Nos dias trés, dez, quinze, vinte
e quarenta, para o animal trés (G4A3). Para o animal quatro, (G4A4) as amostras de
sémen foram positivas nos dias trés, cinco, sete, dez, vinte, vinte e cinco, trinta e
cinco e quarenta de inoculagdo. Ja o animal numero cinco (G4A5) apresentou
amostras de sémen positivas a PCR nos dias sete e vinte e cinco, pds-infecgéao.

Nas Tabelas 13, 14, 15 e 16 estdo os resultados das concentracdes
plasmaticas de testosterona dos grupos G1, G2, G3 e G4, em que sao comparados
os valores das médias dos caes infectados (Cl) e controle (CC). Em nenhum grupo
analisado houve diferenga significativa entre as concentragdes plasmaticas de
testosterona, nos animais infectados e controle, durante o periodo de estudo.

Da mesma forma, pela técnica de Levaditi, ndo foram observadas leptospiras
em nenhum dos cortes histolégicos de testiculo de caes infectados e controle
(Tabelas 17, 18, 19 e 20).

A Figura 1 mostra o resultado da PCR na amostra de sémen do cdo G1A2
(Grupo um, animal infectado dois). 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 da amostra de sémen do cdo G4A2
(Grupo quatro, animal infectado dois), se observa que somente as amostras
coletadas nos dias zero e cinco do periodo experimental foram negativas.

O limiar de deteccéo 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, esta apresentado na Figura 3.
Pode-se observar que o menor numero que pbéde ser detectado foi de 10 leptospiras

por mL de sémen.
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Tabela 1. Titulos de anticorpos antileptospira sorovar Canicola de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans
sorovar Canicola durante quatro avaliagbes num periodo de sete dias,
representando o grupo experimental um (G1). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.

ANIMAIS Dias de coleta de si?]ggﬂggg;n relacdo ao dia da

0 03 05 07

G1A1 - . } i
G1A2 - - 160 1.280
G1A3 - 20 160 320
G1A4 - - 320 1.280
G1A5 - 20 80 640

G1: grupo 1, A: animal infectado

-: auséncia de reacdo

Tabela 2. Titulos de anticorpos antileptospira sorovar Canicola de cinco caes
infectados experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans
sorovar Canicola durante seis avaliagbes num periodo de 15 dias,
representando o grupo experimental dois (G2). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.

ANIMAIS DISS de coIethde sangquSCom relagso ao dia 1d(;:\ mocula%aSo
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 reacdo
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Tabela 3. Titulos de anticorpos 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,
representando o grupo experimental trés (G3). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.

ANIMAIS - Dl?)zde cgléata deos7angue ;:gm rela;;go ao d|2a0da mo;glagao —
G3A1 - - 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 reacdo

Tabela 4. Titulos de anticorpos antileptospira sorovar Canicola 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 experimental quatro (G4). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
ANIMAIS Dias de coleta de sangue com relacdo ao dia da inoculagcéo

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 2.560 2.560 2.560 1.280 1.280
G4A4 - - - 80 160 1.280 1.280 2560 2.560 2.560 2.560 1.280
G4A5 - - 640 1.280 2560 2.560 2560 2.560 2.560 2.560 2.560 2.560

G4: grupo 4, A: animal infectado

-: auséncia de reagdo
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Tabela 5. Média aritmética e erro padrao (EP) do volume (mL), do turbilhonamento
(0 a 5), da motilidade (%), do vigor (0 a 5) e da concentracdo (x10°
espermatozoides/mL) espermaticas de cinco céaes infectados (Cl) e trés
caes controle (CC) durante quatro avaliagbes num periodo de sete dias,
representando o grupo experimental um (G1). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007
Parametros Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagdo
0 03 05 07
Média 4,2 10,7 2,5 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 1,1
Média 4 3,6 34 3,8
Cl
Turbilhonamento EP 0.6 0.2 0.6 0.5
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
ce Média 81,6 73,3 45 71,6
EP 10,9 21,6 27,5 10,9
Média 4.4 42 3,8 4.4
Cl
Vi EP 0,4 0,3 0,7 0,6
igor
cC Média 3,3 4 2,3 3
EP 0,3 1 1,4 0,5
Média 543,8 317 340 307
~ Cl EP 130,1 39,2 72,9 231
Concentracao
cC Média 271,6 405 286,6 310
EP 18,5 45,3 154,5 25,6
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Tabela 6. Média aritmética e erro padrao (EP) do volume (mL), do turbilhonamento
(0 a 5), da motilidade (%), do vigor (0 a 5) e da concentracdo (x10°
espermatozoides/mL) espermaticas de cinco céaes infectados (Cl) e trés
caes controle (CC) durante seis avaliagdes num periodo de 15 dias,
representando o grupo experimental dois (G2). Jaboticabal, Sao Paulo,

2007.
Parametros Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagéo
0 03 05 07 10 15
Média 2,3 1,8 24 2,5 1,9 3
P 04 02 0,7 0,2 0.5 0.6
Volume
ce Média 2 1,9 1,7 2 21 23
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
ce 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 57 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
| CEp 06 0,5 0,2 0,2 0.9 0.2
Vigor
ce 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
~ Cl EP 1871 48,2 51,5 44 .4 59,8 74,6
Concentracao
ce Meéedia 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

% < 0,01
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Tabela 7. Média aritmética e erro padrao (EP) do volume (mL), do turbilhonamento
(0 a 5), da motilidade (%), do vigor (0 a 5) e da concentracdo (x10°
espermatozoides/mL) espermaticas de cinco céaes infectados (Cl) e trés
caes controle (CC) durante nove avaliagdbes num periodo de 30 dias,
representando o grupo experimental trés (G3). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
Parametros Dias de coleta de sémen com relagéo ao dia da inoculagéo
0 03 05 07 10 15 20 25 30
Méda 28 2 21 18 23 19 22 19 17
C Ep 02 02 02 02 04 03 04 03 02
Volume
cc Meéda 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
C Ep 03 03 03 03 02 04 02 04 03
Turb.
cc Méda 46 43 46 46 46 46 46 43 43
EP 03 03 03 03 03 03 03 03 03
Méda 80 82 86 85 78 71 75 77 83
cl
Mofilidade EP 65 4 43 52 46 74 5 48 46
cc Media 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 44 44 38
. C' Ep 02 02 04 04 03 04 02 04 02
Vigor
cc Meda 5 5 5 5 43 5 5 5 46
EP 0 0 0 0 0.6 0 0 0 03
Média 335 394 326 247 320 262 458 457 523
c Cl' Ep 89 801 786 519 422 481 66 709 1101
onc.
cc Méda 535 588.3 5866 4916° 5466 620" 6616 693 5566
EP 436 394 384 799 366 635 1017 1322 328

Turb.: Turbilhonamento, Conc.: Concentragdo

*p<0,05

% < 0,01
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Tabela 8. Média aritmética e erro padrao (EP) do volume (mL), do turbilhonamento
(0 a 5), da motilidade (%), do vigor (0 a 5) e da concentracdo (x10°
espermatozoides/mL) espermaticas de cinco céaes infectados (Cl) e trés
caes controle (CC) durante doze avaliagdbes num periodo de 45 dias,
representando o grupo experimental quatro (G4). Jaboticabal, S&o Paulo,

2007.

Parametros - = Dia;:e coge7ta de 1s(t?menfsom rezlggéo gg dia gg inocgl;:\géo s =
Média 21 23 28 27 24 21 21 31 24 24 3 2,4

Vol. cl EP 01 02 04 03 02 01 02 02 01 0,1 06 02
ce Média 2,1 26 36 22 3 1,7 32 32 2 1,7 17 22

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

Média 3,8 3 4 44 36 34 38 38 36 472 4 3,4

Turb. cl EP 0,3 0 04 02 04 02 02 03 02 03 0,3 0,8
ce Média 4 23 26 35 4 4 3,5 3 4 3 3 2

EP 05 12 13 05 0 0 0,5 0 0 1 1 2

Média 71,8 86 80,8 898 81 75 84 77 76 79 83 70
Mot. cl EP 84 29 6 3,3 5 44 62 46 91 4 3,7 12,7
ce Média 81,6 50 60 775 90 90* 70 70 92 60 62 45

EP 6 251 301 75 0 0 20 5 2,5 15 175 35

Média 44 46 44 48 46 36 44 44 4 4,6 46 4,2

Vigor cl EP 02 02 04 02 02 02 02 04 03 02 02 05
ce Média 4,3 23 3 4,5 5 4,5 4 35 45 4 4 2,5

EP 03 12 15 05 0 0,5 1 05 05 1 1 1,5

Média 285 377 197 202 248 353 518 426 302 329 297 280
Conc. cl EP 498 183 26,3 16,7 555 282 170 129 40 424 56 334
ce 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

Vol.: Volume, Turb.: Turbilhonamento, Mot.: Motilidade, Conc.: Concentracio

*p<0,05
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Tabela 9. Resultado da PCR para amostras de sémen de cinco caes infectados
experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovar
Canicola durante quatro avaliagbes num periodo de sete dias,
representando o grupo experimental um (G1). Jaboticabal, Sdo Paulo,

2007.
ANIMAIS Dias de coleta de gémen com relagéo ao dia da
inoculacao
0 03 05 07
G1A1 N N N N
G1A2 N =] P P
G1A4 N N N N
G1A5 N N N N
G1: grupo 1, A: animal infectado
N: negativo
P: positivo

Tabela 10. Resultado da PCR para amostras de sémen de cinco cées infectados
experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovar
Canicola durante seis avaliagdes num periodo de 15 dias, representando o
grupo experimental dois (G2). Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

ANIMAIS DIS]S de colegasde seme(r)15com reIagaYO ao dia ?8 |nocula(ia50
G2A1 N N N N N P
G2A2 N N N =] P P
G2A3 N N N N N p
G2A4 N P P N N N
G2A5 N P N N N p

G2: grupo 2, A: animal infectado
N: negativo

P: positivo
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Tabela 11. Resultado da PCR para amostras de sémen de cinco caes infectados
experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovar
Canicola durante nove avaliagdes num periodo de 30 dias, representando
0 grupo experimental trés (G3). Jaboticabal, S&o Paulo, 2007.

ANIMAIS 5 Dl(a):s3 de cgllseta deos7emen c1:c())m relacizo ao dléaoda moc;;lagao =
G3AT1 N N P P N = N N N
G3A2 N N N P P P P P N
G3A3 N P P P N N N N N
G3A4 N P P N P N N = P
G3A5 N N P N P N N N N

G3: grupo 3, A: animal infectado

N: negativo

P: positivo

Tabela 12. Resultado da PCR para amostras de sémen de cinco caes infectados
experimentalmente com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovar
Canicola durante doze avaliagdes num periodo de 45 dias, representando
0 grupo experimental quatro (G4). Jaboticabal, Sao Paulo, 2007.

ANIMAIS Dias de coleta de sémen com relacdo ao dia da inoculagéo
0O 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
G4A1 N N N P N P P P P N N N
G4A2 N P N P P P P P P P =) P
G4A3 N P N N P P P N N N P N
G4A4 N P P P P N P P N P P N
G4A5 N N N P N N N P N N N N

G4: grupo 4, A: animal infectado
N: negativo

P: positivo
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Tabela 13. Média aritmética, valores minimo (Min.) e maximo (Max.) e erro padréo
(EP) das concentracbes plasmaticas de testosterona (ng/dL) de cinco caes
infectados (Cl) e trés cées controle (CC) durante quatro avaliagbes num
periodo de sete dias, representando o grupo experimental um (G1).
Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Tempo DO D3 D5 D7
Média 217,46 329,53 300,67 374,61
Cl Min. 45,69 49,73 45,69 53,6
Max. 307,52 598,64 493,59 1088,2
EP 4517 99,42 80,02 193,15
Média 253,33 303,43 258,77 293,98
CC Min. 120,52 290,57 166,32 29,88
Max. 344,88 316,29 351,21 599
EP 67,97 12,86 92,44 165,56

Tabela 14. Média aritmética, valores minimo (Min.) e maximo (Max.) e erro padréao

(EP) das concentragbes plasmaticas de testosterona (ng/dL) de cinco cées
infectados (Cl) e trés caes controle (CC) durante seis avaliagdes num
periodo de 15 dias, representando o grupo experimental dois (G2).
Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Tempo DO D3 D5 D7 D10 D15
Média 180,85 264 446,98 384,22 326,52 222,51

Cl Min. 55,03 82,19 250,24 16,54 11,73 73,9
Max. 290,15 378,74 656,08 651,97 569,87 385,77

EP 48,42 64,84 89,98 133,06 126,13 63,83
Média 280,59 279,76 203,5 247,63 233,64 246,82
CC Min. 239,68 225,48 120,52 120,52 166,67 193,25
Max. 307,52 344,88 290,15 344,88 294,58 307,52

EP 20,79 34,89 49 66,46 37,04 33,17
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Tabela 15. Média aritmética, valores minimo (Min.) e maximo (Max.) e erro padréo
(EP) das concentracbes plasmaticas de testosterona (ng/dL) de cinco caes
infectados (Cl) e trés cées controle (CC) durante nove avaliagbes num
periodo de 30 dias, representando o grupo experimental trés (G3).
Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Tempo DO D3 D5 D7 D10 D15 D20 D25 D30

Média 365,52 419,96 648,99 320,53 385,59 311,61 473,19 191,55 282,73
Cl Min. 167,23 39,36 180,04 47,73 64,34 39,08 178,76 57,95 124,28
Max. 746,22 989,83 1025,7 592,64 935,68 1006 1221,8 464,95 620,07
EP 103,16 157,95 166,68 97,42 158,83 181,6 196,74 75,11 90,34

Meédia 246,13 313,33 267,69 300,43 157,76 178,6 300,26 129,03 144,18

CC Min. 127,36 268,92 206,57 285,57 11,36 66,63 294,58 78,74 23,54
Max. 344,88 344,88 305,94 312,29 247,47 290,57 305,94 166,67 294,58

EP 6358 22,85 30,88 11,86 73,81 111,97 568 26,15 79,64

Tabela 16. Média aritmética, valores minimo (Min.) e maximo (Max.) e erro padréao
(EP) das concentragbes plasmaticas de testosterona (ng/dL) de cinco cées
infectados (Cl) e trés cées controle (CC) durante doze avaliagdes num
periodo de 45 dias, representando o grupo experimental quatro (G4).
Jaboticabal, Sdo Paulo, 2007.

Tempo DO D3 D5 D7 D10 D15 D20 D25 D30 D35 D40 D45
Meédia 130,73 163,11 291,33 178,75 230,4 135,38 223,32 249,86 315,44 157,69 166,03 373,2

Cl Min. 54,46 49,99 166,01 6573 6246 47,19 68,63 121,83 229,52 58,54 34,34 67,26
Max. 355,18 281,01 400,11 292,25 378,45 2156 312,74 376,92 431,08 361,24 377,87 714,6

EP 56,46 3685 374 48,61 5881 29,66 4252 5127 3995 54,76 58,92 1174

Meédia 197,75 290,87 174,32 188 166,36 141,97 167,61 171,25 215,67 250,83 195,73 269,0

cC Min. 114,42 261,58 96,64 46,44 141,67 1085 127,36 17,2 66,63 214,44 8891 206,5
Max. 294,58 344,88 305,81 277,48 190,75 193,25 228,26 326,2 290,57 290,57 351,21 305,9

EP 5244 27,03 661 716 14,16 26,03 30,86 89,2 7451 22,04 7953 314
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Tabela 17. Resultados obtidos na detecgdo do sorovar Canicola pela técnica de
Levaditi no testiculo de caes infectados e controles, apds sete dias de
infeccdo, de acordo com a titulacdo de anticorpos homélogos no dia da
eutanasia, representando o grupo experimental um (G1). Jaboticabal, Sédo

Paulo, 2007.

Animal Titulo Resultado
G1A1 - N
G1A2 1.280 N
G1A3 320 N
G1A4 1.280 N
G1A5 640 N
G1C1 - N
G1C2 - N
G1C3 - N

G1: grupo 1, A: animal infectado, C: animal controle

-;:auséncia de reagdo, N: auséncia de leptospira

Tabela 18. Resultados obtidos na detec¢do do sorovar Canicola pela técnica de
Levaditi no testiculo de céaes infectados e controles, apoés 15 dias de
infeccdo, de acordo com a titulacdo de anticorpos homélogos no dia da
eutanasia, representando o grupo experimental dois (G2). Jaboticabal, Sdo

Paulo, 2007.

Animal Titulo Resultado
G2A1 1.280 N
G2A2 1.280 N
G2A3 320 N
G2A4 640 N
G2A5 640 N
G2C1 - N
G2C2 - N
G2C3 - N

G2: grupo 2, A: animal infectado, C: animal controle

-:auséncia de reacdo, N: auséncia de leptospira
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Tabela 19. Resultados obtidos na detecgdo do sorovar Canicola pela técnica de
Levaditi no testiculo de caes infectados e controles, ap6és 30 dias de
infeccdo, de acordo com a titulacdo de anticorpos homélogos no dia da
eutanasia, representando o grupo experimental trés (G3). Jaboticabal, Sdo

Paulo, 2007.

Animal Titulo Resultado
G3A1 640 N
G3A2 1.280 N
G3A3 320 N
G3A4 640 N
G3A5 1.280 N
G3C1 - N
G3C2 - N
G3C3 - N

G3: grupo 3, A: animal infectado, C: animal controle

-;:auséncia de reagdo, N: auséncia de leptospira

Tabela 20. Resultados obtidos na detec¢do do sorovar Canicola pela técnica de
Levaditi no testiculo de céaes infectados e controles, apoés 45 dias de
infeccdo, de acordo com a titulacdo de anticorpos homélogos no dia da
eutanasia, representando o grupo experimental quatro (G4). Jaboticabal,
Sao Paulo, 2007.

Animal Titulo Resultado
G4A1 640 N
G4A2 640 N
G4A3 1.280 N
G4A4 1.280 N
G4A5 2.560 N
G4C1 - N
G4C2 - N
G4C3 - N

G4: grupo 4, A: animal infectado, C: animal controle

-:auséncia de reacdo, N: auséncia de leptospira
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Figura 1. Resultado da PCR para amostra de sémen do cdo G1A2 (Grupo um,
animal infectado dois). L) Padréo de peso molecular em escala ascendente
de 100 bp; 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, Sao Paulo, 2007.
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Figura 2. Resultado da PCR da amostra de sémen do cdo G4A2 (Grupo quatro,
animal infectado dois). L) Padrao de peso molecular em escala ascendente
de 100 bp; 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 extragcdo do DNA; A) controle negativo da PCR; CP (controle
positivo). Jaboticabal, Sao Paulo, 2007.
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Figura 3. Limiar de detecgéo 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 108 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, Sdo Paulo, 2007.



42

5 - DISCUSSAO

Os resultados obtidos no experimento realgaram aspectos relevantes, cuja
discusséao é apresentada a seguir.

Os animais utilizados no presente experimento ndo apresentavam alteragées
clinicas e reprodutivas e foram submetidos ao mesmo tipo de manejo e alimentacao
com o intuito de evitar a ocorréncia de mudangas hormonais e seminais nao
inerentes ao tratamento.

De acordo com QUINN et al. (1994) e FAINE (1994), os diferentes sorovares
de L. interrogans nao apresentam especificidade de hospedeiro, porém existe a
preferéncia de certos sorovares por determinados vertebrados. Exemplo dessa
condicdo é a associagao estabelecida entre o cdo doméstico e o sorovar Canicola.
Essa condigdo 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 utilizacao desse sorovar no
presente estudo.

A confirmacdo da inducdo da leptospirose nos caes 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 investigacdo, que foi o de
estabelecer uma populagéo que tivesse um contato efetivo com a leptospira.

REBHUN (1995) relata que o periodo de incubacao da leptospirose é de sete
a 14 dias, periodo em que ocorre septicemia e produgcdo de anticorpos. Essa
afirmacado explica o fato de o animal G1A1 (Tabela 1) ndo apresentar titulo de
anticorpos durante o periodo de sete dias que permaneceu infectado.

A auséncia de anticorpos nos animais ndo infectados (grupos controle)
constitui um outro dado importante demonstrado no experimento, comprovando a
qualidade das medidas adotadas no ambiente em relagdo as instalacdes e ao
manejo sanitario.

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

Uma das preocupacdes deste trabalho foi avaliar a qualidade do sémen dos
caes experimentalmente infectados com L. interrogans sorovar Canicola com
relacdo aquela apresentada por animais-controle.

A coloragdo do sémen dos caes infectados e controle dos quatro grupos
experimentais variou de branco-opalescente a branco-leitosa, sendo considerada
normal (ROOT e JOHNSTON, 1994).

Com relagdo aos parametros andrologicos 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 concentragdo espermatica, nos caes
infectados, durante grande parte do periodo de estudo. Ja no grupo trés, somente a
concentracéao foi significativamente inferior nos animais infectados, em trés dos nove
dias de colheita de sémen. Esses dados concordam em parte com os achados de
KIKTENKO et al. (1976), que puderam observar que touros infectados apresentaram
inibicao dos reflexos sexuais e perdas na qualidade do sémen, com queda na
concentragcéo e na motilidade, diminuigcdo do volume do ejaculado e necrospermia.
Porém no presente estudo nao foi possivel relacionar a presencga de infecgdo com
diminuicdo do volume do ejaculado.

A SAM, apesar de ser a técnica mais utilizada para o diagnéstico da
leptospirose, apresenta algumas falhas, tais como a dificuldade na obtengdo de
resultados concordantes entre laboratérios (THIERMANN, 1984), além de ser uma
técnica laboriosa que exige o uso de leptospiras vivas como antigenos (CHAPPEL et
al., 1998).

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 opc¢ado de diagnéstico, por ser considerada rapida e extremamente
sensivel, podendo teoricamente detectar uma unica molécula de DNA em poucas
horas (GILLESPIE, 1990).



44

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a PCR na detecc¢éo de leptospiras
em sémen de cdes infectados experimentalmente. Para tanto, preferiu-se utilizar os
oligonucleotideos iniciadores Lep 1 e Lep 2, sintetizados por MERIEN et al. (1992) a
partir da seqiéncia do gene 16S rRNA de Leptospira interrogans sorovar Canicola,
determinada por FUKUNAGA et al. (1990), devido ao fato desses “primers” serem
género especificos e permitirem a amplificacdo de varios sorovares de leptospiras
apatogénicas e patogénicas (HEINEMANN, 1995).

Neste trabalho foi possivel detectar DNA de leptospira no sémen de
dezesseis dos vinte caes inoculados com a cepa de L. interrogans sorovar Canicola.
Esse resultado concorda com varios outros autores que relatam sucesso na
deteccédo 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). Impressbes contrarias foram descritas 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 ap6s a infeccdo experimental, enquanto anticorpos
s6 foram detectados pela SAM sete dias pds-infecgdo. No presente estudo, em oito
dos dezesseis animais nos quais detectou-se DNA de leptospira por PCR do sémen,
a amostra mostrou-se positiva no terceiro dia pés-infeccéo, e cinco dos oito cées
nao apresentavam titulos de anticorpos detectaveis na prova de SAM nesse periodo.
Esses resultados concordam com os achados de HARKIN et al. (2003a), que
consideram a PCR uma importante ferramenta no diagnéstico 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 (1995) em
sémen bovino. Entretanto KIM et al. (2006), trabalhando com contaminacao
experimental de sémen canino com Leptospira interrogans, conseguiram um limiar

de detecgéo de 1.000 bactérias por mL de sémen utilizando a PCR convencional. Os
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mesmos autores, apds submeter o material a uma Nested PCR, atingiram um limiar
de deteccéo de 100 bactérias por mL de sémen.

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

Devido a importancia da testosterona na espermatogénese e em todos os
processos que envolvem a reprodu¢do nos machos (JOHNSON, 1994), um dos
objetivos do estudo em tela foi relacionar a presenga de infecgao por leptospira e a
concentracdo de testosterona plasmatica. Neste trabalho, ndo foi possivel
correlacionar a infecgéo por L. interrogans sorovar Canicola com a diminuigdo dos
niveis sanglineos de testosterona nos animais infectados, quando comparados
aqueles dos caes utilizados como controle. Esses resultados discordam dos de
DHALIWAL et al. (1997), que relataram diminuigdo dos niveis plasmaticos de
progesterona em vacas experimentalmente infectadas. Discordam, também, dos
achados de ADULKADER et al. (1996), que, em seres humanos, observaram
variagbes nos niveis de cortisol e aldosterona em pacientes com leptospirose. Nao
existem relatos na literatura que relacionem a presenca de infecc&o por leptospira e
os niveis de testosterona circulante em qualquer espécie animal.

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 coloragao pelos sais de prata possibilita
uma melhor visualizagdo das leptospiras no parénquima tecidual dos referidos
orgéaos.

Embora diversos autores (CAMARGO et al., 1993; CAMARGO, 1996;
BRANDESPIM et al., 2003) considerem a técnica de Levaditi eficaz no diagnoéstico
de Leptospira spp. em o6rgéos do aparelho reprodutor de machos e fémeas, no
presente estudo nao foi possivel detectar leptospiras nos fragmentos de testiculos

de caes experimentalmente infectados por Leptospira interrogans sorovar Canicola.
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6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos e analisados, nas condigbes em que foi realizado o
presente estudo, e segundo a metodologia empregada, possibilitam as seguintes

conclusoes:

1. Nao foram observadas alteracbes nas concentragbes plasmaticas de
testosterona em caes infectados por Leptospira interrogans sorovar Canicola,

até o periodo de 45 dias p6s-infecgéo.

2. E possivel detectar DNA de leptospira, pela técnica de PCR, em sémen de

caes experimentalmente infectados.

3. Caes experimentalmente infectados com Leptospira interrogans sorovar
Canicola mostram declinios da motilidade, do vigor e da concentragao

espermatica.

4. Nao foi possivel verificar a presenca de leptospiras nos testiculos de caes
experimentalmente infectados pela técnica de coloracdo de Levaditi,

eutanasiados até 45 dias apés a inoculagao da cepa patogénica.

5. O limiar de deteccao de leptospira pela técnica de extracdo de DNA com
isotiocianato de guanidina é de 10 bactérias por mL de sémen

experimentalmente contaminado.
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