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INFECCAO EXPERIMENTAL COM Leptospira interrogans SOROVARIEDADE
CANICOLA, RELACIONADA A PESQUISA DE ALTERACOES OCULARES EM
CAES

RESUMO- A uveite em mamiferos tem sido relacionada & infecgéo por Leptospira spp.,
e, embora ocorra com maior frequéncia na espécie equina, ja foi observada e relatada
em outras espécies mamiferas, inclusive na humana. O objetivo deste trabalho foi
investigar a relacdo entre a infeccdo por leptospiras e a ocorréncia de alteragcbes
oculares em cées. Para a obtencdo dos dados foram utilizados 32 caes, em idade
reprodutiva, recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Sao José
do Rio Preto, que apresentaram reacdo negativa, em duas provas de soroaglutinacao
microscopica (SAM) no intervalo de sete dias. Dos 32 cées, 20 foram inoculados com
uma cepa patogénica de Leptospira interrogans sorovariedade Canicola e 12 formaram
0 grupo controle. Com a finalidade de avaliar as possiveis alteracbes do globo ocular
post mortem, oito cées (cinco inoculados e trés controles) foram sacrificados nos dias:
sete, 15, 30 e 45 apods o dia da inoculacdo. Amostras de humor aquoso, de um dos
olhos de cada animal, foram retiradas para realizacdo de PCR e SAM; o outro globo
ocular foi retirado para realizacdo de exame histopatoldégico e para a técnica de
coloracdo de Levaditi. Nos dias zero, trés, cinco, sete, 10 e ap0s, a cada cinco dias,
inclusive no dia do sacrificio, foram realizadas avaliacGes do estado fisico do animal, do
globo ocular e realizadas colheitas de sangue. O soro sanguineo foi submetido a SAM
para estabelecer os titulos obtidos em cada fase da infeccdo. Embora todos os animais
tenham apresentado titulos soroldgicos, indicando o sucesso da infec¢cdo, nenhum dos
testes de deteccdo resultou positivo em até 45 dias de observacdo; no exame clinico
apenas trés animais apresentaram alteracdes perceptiveis: dois apresentavam irritacdo
ocular, com hiperemia da esclera e um animal apresentava lacrimejamento. Assim,
conclui-se que 45 dias de infeccdo por Leptospira interrogans sorovariedade Canicola

nao sao suficientes para causar danos sérios ao sistema ocular de caes.

Palavras Chave: Leptospira, Caes, Uveite, AlteracBes oculares.
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SUMMARY - Uveitis in mammals has been related to Leptospira spp. And
although it occurs more frequently in the horse has already been observed and reported
in other mammalian species, including the human. The aim of this study was to
investigate the relationship between leptospira infection and the occurrence of ocular
changes in dogs. To obtain the data were used 32 dogs in the reproductive age,
collected by the Center for Zoonosis Control in Sdo José do Rio Preto, which showed
negative reaction in both tests of microscopic agglutination test (MAT) within seven
days. Of the 32 dogs, 20 were inoculated with a pathogenic strain of Leptospira
interrogans sorovar Canicola and 12 formed the control group. With the aim of
assessing possible changes of the eye post mortem, eight dogs (five inoculated and
three controls) were sacrificed on days: seven, 15, 30 and 45 days after
inoculation. Samples of aqueous humor of one eye of each animal were removed for
PCR, and MAT, and the other eye was removed for histological examination and the
staining technique Levaditi. On days zero, three, five, seven, 10 and, thereafter, every
five days, including the day of sacrifice, were assessed the physical condition of the
animal, the eyeball and blood samples. The serum was subjected to SAM to establish
the qualifications obtained at each stage of infection. Although all animals have serologic
evidence indicating the success of infection, no detection tests resulted positive in up to
45 days of observation and by clinical examination only three animals showed
noticeable changes: two had eye irritation with redness of the sclera and one animal
showed tearing. We conclude that 45 days of infection with Leptospira interrogans

sorovar Canicola are not enough to cause serious damage to the ocular system of dogs.

Keywords: Leptospira, Dogs, Uveitis, Ocular.



1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As leptospiras sdo espiroquetas pertencentes a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiracae, género Leptospira (NOGUCHI, 1918). O g¢género Leptospira era
anteriormente dividido em duas espécies: Leptospira interrogans, apresentando uma
variagdo antigénica caracterizada por 23 sorogrupos e 202 sorotipos (BARATON &
PosTic, 1989), que englobava um grande numero de variedades antigénicas, e
Leptospira biflexa, variedades de comportamento sapréfita de vida livre presentes em
agua doce de superficie, distribuidas em 38 sorogrupos e 65 sorotipos (FAINE, 1999).
Essa divisdo baseava-se em critérios estritamente relacionados a reacdes soroldgicas
relativamente especificas, que forneciam 0s sorogrupos e as sorovariedades de
leptospiras patogénicas e saprofitas. A identificacdo dos sorotipos so era possivel pelo
emprego da técnica de absorcdo cruzada de aglutininas, executada por laboratorios de
referéncia (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985). Recentemente, na reunido do
Subcomité de Taxonomia da Leptospiraceae realizada no Equador, em 2007, a L.
interrogans foi reclassificada em 13 espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L.
borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi,
L. santarosai, L. terpstrae, L. wellii, L. wolffii, distribuidas em mais de 260
sorovariedades agrupadas em 23 sorogrupos (ADLER & MOCTEZUMA, 2009).

As diferentes sorovariedades de L. interrogans ndo apresentam especificidade
de hospedeiro, porém o que se observa é a existéncia de uma preferéncia de certas
sorovariedades por determinados vertebrados. Exemplo dessa condicdo configura-se
na associacao estabelecida entre o cdo doméstico e a sorovariedade Canicola (QUINN
et al., 1994; FAINE, 1999).

A patogenia da leptospirose inclui a penetragdo do microrganismo has mucosas,
entre elas a ocular, ou na pele lesionada ou integra, seguida de multiplicacdo no
sangue e em praticamente todos os 6Orgdos 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 globo ocular, do utero, do ovério, e da glandula
mamaria (FAINE, 1982; FAINE, 1999).



Durante o periodo de incubacéo, de sete a 14 dias, ocorre a septicemia, surgindo
a producao de anticorpos da classe IgM, que tem uma atividade de poucos dias, e
surgem mais tardiamente anticorpos da classe IgG. Apesar de os anticorpos ajudarem
no combate a bacteremia, ndo eliminam por si s6 a infeccdo 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 leptospirtria; com isso,
0s animais tornam-se uma fonte de infeccdo importante, sendo denominados
portadores renais (VASCONCELLOS, 1987).

A transmissdo da Leptospira spp. pode ocorrer de forma indireta, pelo contato
com agua e solos contaminados, e pelo modo direto (AMATREDJO et al., 1975). 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, 1982; THIERMANN, 1984).
Originalmente os carnivoros nao representavam uma fonte de infec¢cdo importante para
o0 homem, uma vez que a alimentacdo a base de carnes propicia uma urina com o pH
mais acido, o que representa um ambiente indspito para as leptospiras, mas no caso
dos cdes domésticos, alimentados com racdes comerciais, o pH da urina torna-se
apropriado para a manutencdo e sobrevivéncia dessas bactérias. Ha alguns anos a
leptospirose canina vem sendo considerada um sério problema sanitario, ndo s6 pela
sua gravidade mas principalmente como um elemento potencial para o contagio do
homem, devido a estreita relacdo estabelecida entre seres humanos e cdes (ACHA &
SzYFRES, 2001).

Lobo et al. (2003 e 2007), no Municipio de Santa Cruz do Sul, RS, levantaram a
hipétese de que os animais domésticos sao importantes veiculadores, ja que as coletas
foram realizadas especificamente em locais em que foram notificados casos de infeccéo
humana por leptospirose

Agesilas et al. (2005) descreveram 16 casos de leptospirose humana no Hospital
de Saint-Denis na Franca entre os anos de 2001 e 2004, dos quais 66% causados
pelas sorovariedades Canicola e 17% pelas sorovariedades Icterohaemorrhagiae e

Sejroe.



Os cédes foram os primeiros animais domésticos nos quais se investigou a
leptospirose, estando normalmente relacionada com nefrite intersticial, e como
consequéncia dos danos renais, normalmente, observa-se proteinudria. O quadro clinico
normalmente evolui para ictericia e manifestagdes urémicas. A sorovariedade Canicola
€ a responsavel por desencadear um quadro de nefrite intersticial aguda e
gastroenterite com maior envolvimento renal, sendo conhecido como enfermidade de
Stuttgart ou tifo canino (BEER, 1988; ZARAGOZA et al., 2003). GIrRIO (1993) relatou que
também fazem parte do quadro clinico, além de insuficiéncia renal e diarreia, sinais de
enterite hemorragica, emese, estado de coma e alta letalidade.

Varios trabalhos tém sido realizados no mundo sobre a ocorréncia da
leptospirose canina. Ryu (1976), examinando, pelo teste de soroaglutinacéo
microscopica (SAM), 14.709 soros de cdes obtidos de varias partes do mundo,
encontrou uma prevaléncia significativa das sorovariedades Icterohaemorrhagiae e
Canicola.

Na llha de Trinidade, oeste da india, EVERARD et al. (1979) investigaram a
leptospirose em 96 cées, utilizando técnicas soroldgicas, e constataram que 55% das
amostras (53 cées) foram reagentes as sorovariedades Canicola, Copenhageni,

Pyrogenes, Habdomalis, Tarassovi, Autumnalis e Grippotyphosa.

MYERS (1980), estudando amostras de soro de 143 cées, colhidas no municipio
de Moreno, provincia de Buenos Aires, detectou que 73 animais (51%) entraram em

contato com Leptospira spp., sendo a sorovariedade Canicola (37%) a mais encontrada.

Em Porto Rico, FARRINGTON & SULZER (1982) observaram soropositividade para
leptospirose em 73 de 116 caes de rua (62,9%); destes, 53 (72,6%) foram reagentes a
sorovariedade Icterohaemorrhagiae, sendo que a maior ocorréncia foi verificada em

caes machos (52%).

BRIHUEGA & HUTTER (1994) examinaram 624 amostras de soros sanguineos de
caes, com suspeita de leptospirose, no municipio de Buenos Aires, das quais 33,5%
foram reagentes, principalmente as sorovariedades Canicola (52,2%) e

Icterohaemorrhagiae (47,1%).



Altas porcentagens de cdes reagentes para leptospirose também foram
observadas na india por RATNAM et al. (1994) que, ao realizarem um estudo durante um
surto, observaram que as taxas variaram de 16,3% a 54,5%, principalmente para as
sorovariedades Canicola, Icterohaemorrhagiae e Pomona.

PINEDA et al. (1996), estudando uma populacdo de 60 cées atendidos
aleatoriamente na Universidade do Chile, identificaram as sorovariedades Canicola e
Pyrogenes, com uma frequéncia de 17,4% e 13%, respectivamente.

Na Bolivia, CICERONI et al. (1997) estudaram 43 amostras de soro de caes que
ndo apresentavam sinais clinicos de leptospirose e encontraram titulo 100 em 14% dos
animais, predominando as sorovariedades Poi, Shemanii, Pomona, Canicola, Javanesa
e Djasiman, entre outras.

No municipio de Buenos Aires, RUBEL et al. (1997), ao pesquisarem anticorpos
em amostras de soros de 223 caes (11,5% da populagdo canina local naquele
momento), encontraram uma prevaléncia de 57% de reagentes as sorovariedades
Pyrogenes, Canicola e Icterohaemorrhagiae, entre outras.

Na ilha de Barbados, WEEKES et al. (1997) estudaram 139 amostras de soros
sanguineos de caes, sendo 78 de animais errantes sem sintomas aparentes e 61 com
suspeita de leptospirose aguda. Verificaram nas amostras dos cées errantes que 62%
foram reagentes, com titulos maiores ou iguais a 100, principalmente para as
sorovariedades Autumnalis (45%), Icterohaemorrhagiae (16%), Australis (16%) e
Pomona (13%). Nos cdes que apresentavam sinais de leptospirose aguda, a ocorréncia
de reagentes foi de 75%, com maior frequéncia para as sorovariedades
Icterohaemorrhagiae (36%) e Australis (13%).

Utilizando-se a técnica de SAM em 709 amostras soroldgicas de cdes com
suspeita de leptospirose na cidade de Buenos Aires, ROSSETTI et al. (1999) verificaram
gue 389 amostras (55%) foram reagentes as sorovariedades Castellonis (33%) e
Copenhageni (29%), sendo a maioria observada em cdes machos e adultos.

A leptospirose canina também foi verificada como doenca emergente na Polbnia,
guando SoBIECH (1999) encontrou 42,7% de caes reagentes para leptospirose em um
total de 110 animais examinados. A sorovariedade Canicola foi detectada em 20,9% e a

Icterohaemorrhagiae, em 5,5%.



Um estudo realizado por PRESCOTT et al. (2002) aponta a preocupagdo com o
aumento acentuado no numero de casos de leptospirose canina, a partir do ano de
1998, registrados no Hospital - Escola da Faculdade de Veterinaria de Ontario.

No Hospital Veterinario da Universidade Chiang Mai, na Tailandia, foram
selecionados aleatoriamente 210 cdes para pesquisa da soroprevaléncia de
leptospirose. Destes, 11% foram positivos, e as sorovariedades encontrados foram
Bataviae (5,2%), Canicola (2,4%), Australis (1,4%), Icterohaemorrhagiae (1,4%), Ballum
(0,5%), Djasiman (0,5%), Javanica (0,5%), Mini (0,5%) e Sejroe (0,5%) (MEEYAM et al.,
2006).

Os estudos sobre a leptospirose canina no Brasil ttm mostrado uma prevaléncia
de 10 a 22% (CASTRO et al., 1962; CALDAS et al., 1976; ALVES et al., 2000; BLAzIUS et al.,
2005).

Na Bahia, CALDAS et al. (1976) realizaram um inquérito sorologico em 430 cées,
constatando 21,6% de positividade para L. interrogans, com prevaléncia das

sorovariedades Canicola e Icterohaemorrhagiae, entre outras.

Na cidade de Sao Paulo, YASUDA et al. (1980) isolaram 35 cepas de leptospiras
em caes errantes e, apos tipificacdo dessas cepas, constataram que a sorovariedade

Canicola foi a mais frequente (32/35).

Em um estudo sobre a frequéncia da leptospirose canina diagnosticada no
atendimento de rotina do Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Unesp - Campus de Jaboticabal, durante o periodo de 1986 a 1990,
MORALES et al. (1990) observaram 88 caes reagentes na SAM, sendo a sorovariedade
Canicola a mais frequentemente encontrada nas amostras de soro reagentes (51,2%),
seguida pelas sorovariedades Icterohaemorrhagiae (40,9%), Pomona (4,5%) e
Gryppothyphosa (3,4%).

Segundo SANTIN et al. (2006), os trabalhos realizados no Brasil sugerem que as
sorovariedades Icterohaemorrhagiae e Canicola sdo as mais frequentemente

encontradas em caninos N0 NOSSO Meio.



LILENBAUM et al. (1994) encontraram, em um inquérito sorolégico realizado com
745 amostras de cédes do Rio de Janeiro, a predominancia de Canicola (34,1%),
Andamana (26,1%) e Icterohaemorrhagiae (21,9%).

No Rio Grande do Sul, FURTADO et al. (1997) examinaram 260 soros de cées da
Cidade de Pelotas e encontraram uma prevaléncia de 28,9%, com predominio das

sorovariedades Canicola (49%) e Icterohaemorrhagiae (32%).

ALVES et al. (2000) encontraram 20% de reagentes em 114 caes da Cidade de
Patos, PB, com destaque para as sorovariedades Autumnalis, Butembo, Grippotyphosa
e Australis.

Em Pelotas, JOUGLARD & BRoD (2000) verificaram 2,7% de positividade em 489
cdes, com destague para as sorovariedades Icterohaemorrhagiae, Australis,
Copenhageni, Pyrogenes, Sentot e Canicola.

Em um inquérito sorologico para leptospirose canina, durante a campanha de
vacinacdo em caes no Municipio de Santana do Parnaiba, Estado de S&ao Paulo,
MAscoLLI (2001) verificou uma frequéncia de aglutininas em torno de 15%, nos 410
animais examinados, sendo as sorovariedades Copenhageni (24%), Canicola (20%) e

Hardjo (20%) as mais encontradas.

FAVERO et al. (2002) verificaram 17,9% (137/795) e 19,7% (37/187) de
positividade, com predominio das sorovariedades Copenhageni e Icterohaemorrhagiae,
em cédes nos Estados de Sao Paulo e Piaui, respectivamente.

Na cidade de Londrina, Estado do Parana, QUERINO et al. (2003), examinando
amostras de soros de 160 cdes nao vacinados contra a leptospirose, encontraram
varios animais reagentes as sorovariedades Pyrogenes (45%), Icterohaemorrhagiae
(40%), Copenhageni (22,5%), Bataviae (22,5%), Bratislava (17,5%), Autumnallis (15%)
e Grippothyphosa (15%).

A maior incidéncia das sorovariedades citadas anteriormente ja havia sido
observada em um estudo epidemioldgico realizado na cidade de Sdo Paulo, quando
HAGIWARA E SANTA ROsSA (1980), visando correlacionar a leptospirose canina com
problemas hepaticos e renais, estudaram dois grupos de caes: um de 10 animais com

sintomas da doenca, e outro de 22 caes com insuficiéncia hepética e renal. Concluiram



gque 60% dos casos suspeitos foram reagentes, sendo as sorovariedades
Icterohaemorrhagiae e Canicola as mais frequentes. Entre os animais com insuficiéncia
hepética ou renal 36,3% foram reagentes a pelo menos uma dessas sorovariedades.

A prova de SAM é o teste sorolégico mais utilizado para o diagnéstico da
leptospirose bovina (BoLIN et al., 1989) no Brasil e em todo o0 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 diagndstico definitivo da infeccdo por Leptospira spp. é usualmente dado pelo
isolamento e cultivo do agente, entretanto esse procedimento é oneroso, necessita de
amostras recém-colhidas, e pelo menos 30 dias sdo requeridos para a obtencao de
resultados conclusivos (BOLIN et al., 1989).

A PCR, importante técnica de deteccdo de material genético, inclusive de
agentes patogénicos como algumas bactérias, € um meétodo rapido 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 nao ser
necessaria a viabilidade dos patdogenos para a realizacdo do teste, o que 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).

MERIEN et al. (1992) sintetizaram o par de oligonucleotideos iniciadores Lep 1 e
Lep 2 a partir da sequéncia do gene 16S rRNA de L. interrogans sorovariedade
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. HEINEMANN (2000)
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 todas as 30 sorovariedades de Leptospira spp. testados em seu trabalho,
independentemente de serem apatogénicas ou patogénicas, devido provavelmente ao

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



Em um estudo com 123 cées com sintomas sugestivos de leptospirose e 13
animais clinicamente sadios, concluiu-se que a PCR, para deteccao de leptospira na
urina de cées, teve 100% de sensibilidade e 88,3% de especificidade, sendo
considerada uma arma no diagndéstico precoce de leptospirose (HARKIN et al., 2003). No
mesmo trabalho, os autores utilizaram a técnica de cultura bacteriolégica para deteccao
de leptospirdria, e o teste soroldgico para deteccdo de anticorpos no sangue e
afirmaram que, independentemente do estado de saude, 8,2% dos cédes 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
diagnéstico precoce, da eliminacéo de leptospiras pela urina.

A técnica de PCR vem sendo utilizada com sucesso em varios estudos
relacionados com leptospirose. FABER et al. (2000) puderam detectar DNA de leptospira
em humor aquoso de equinos com uveite recorrente.

A uveite tem sido amplamente estudada em equinos com leptospirose. Embora
existam poucos relatos e pesquisas sobre esse assunto, as leptospiras também podem
provocar uveite em cées, como observado por TOWNSEND et al. (2006), que
descreveram a ocorréncia de panuveite como resultado de uma infeccao por leptospira
em um terrier de oito anos de idade.

A Uvea tem como principal funcéo o fornecimento das necessidades metabolicas
do olho; a iris regula a quantidade de luz que atinge a retina, e o corpo ciliar produz o
humor aquoso que preenche a camera anterior do olho e regula o processo de
acomodacdo do cristalino (STADES et al., 1999). Normalmente, na uveite, esta
associado o envolvimento secundéario da cornea, da camara anterior, da retina, do
cristalino, do corpo vitreo e do nervo éptico (WHITLEY et al., 1993; DWYER et al., 1995).
Os sinais clinicos da uveite incluem epifora, blefarospasmo, fotofobia, edema corneano,
hiperemia conjuntival e injecao ciliar. O “flare”, que é a reflexdo de luz de particulas
proteicas no humor aquoso, a presenca de fibrina, hifema e hipopio (presenca de
sangue e de células inflamatorias, respectivamente, na camera anterior) também
podem estar presentes (MILLER & WHITLEY, 1987; SILLERUD et al., 1987; ABRAMS &

BROONKS, 1990). Lesdes peripapilares, focais e inativas, de coriorretinite crébnica com



degeneracdo retiniana também podem ser identificadas em equinos com URE (GELATT,
1991) e séo geralmente associadas a uveites cronicas.

A uveite pode estar associada a traumas penetrantes ou ndo, com ou sem
contaminagdo, neoplasias intraoculares, doengas corneanas ou esclerais,
particularmente as Ulceras de cérnea e um grande nimero de doencgas sistémicas e
parasitarias (BISTNER, 1984; HINES, 1984; BARNETT, 1987; SILLERUD et al. 1987; MILLER
& WHITLEY, 1987; ABRAMS & BROONKS, 1990; GELATT, 1991; SCHWINK, 1992; WHITLEY et
al., 1993; DWYER et al., 1995).

No processo sistémico associado a septicemia, viremia, endotoxemia,
exotoxemia, a formagcdo de imunocomplexos ou outra forma de antigenemia pode
desencadear um quadro de uveite. Entre os organismos patogénicos implicados como
potenciais causadores de uveite recorrente equina, a infeccdo persistente por
Leptospira spp. patogénica seria a mais provavel causa primaria (FABER et al., 2000;
HARTSKEERL et al., 2004), talvez pelo fato de algumas estruturas do globo ocular
possuirem antigenos em comum com estas espiroquetas.

A patogénese da uveite € complexa, envolve uma lesdo tecidual inicial com
rompimento da barreira sangue-humor aquoso a partir da qual instaura-se uma série de
eventos capazes de induzirem episédios recorrentes da doenca. Os fatores que levam a
persisténcia ou recorréncia da uveite sdo mdaltiplos e incluem a localizagcdo de
imundcitos competentes (linfocitos B) nos tecidos oculares e subsequente exposicao ao
mesmo antigeno ou similar, persisténcia do agente causador, deposicdo de complexo
antigeno-anticorpo, alteracdes dos proprios antigenos causando uma inflamacéao
autoimune e permanente desarranjo da vascularizacao uveal (GELATT, 1991).

Na uveite ocorre quebra da barreira natural entre sangue e olho, o que pode
resultar em presenca de células e proteinas, além de alteragcbes quimicas e
bioquimicas, na camera anterior. O humor aquoso que preenche esta camera sofreria
alteracdes que poderiam se tornar cronicas devido aos episoddios repetidos de
inflamacdo da Uvea. Essas alteracdes dependem da duracdo e da severidade dos
episédios agudos e da recidivancia destes (SILLERUD et al., 1987; DWYER et al., 1995). A
cegueira normalmente é consequéncia final de muitos episodios recorrentes de uveite

gue culminam em lesdes graves e permanentes das estruturas do globo ocular.
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O humor aquoso € produzido no corpo ciliar, onde os vasos sdo altamente
fenestrados, deixando “fluir” a maior parte de seus componentes plasmaticos para
dentro do estroma. Uma camada epitelial dupla que recobre os processos ciliares do
corpo ciliar forma uma barreira entre 0 sangue e o humor aquoso, que controla o fluxo
de fluido que penetra na camara posterior. Essa barreira impede quase toda
movimentacdo de proteinas e é efetiva contra solutos de baixo peso molecular,
permitindo a passagem de poucas proteinas por pinocitose e outras aberturas no
restante da Uvea anterior (GELATT, 1991). A difusdo de solutos por esta barreira é
possivel, sendo a produgcédo do humor aquoso através de trés processos: difusao, ultra-
filtragdo e transporte ativo. Ainda segundo o mesmo autor, os niveis de substancias no
sangue afetam os niveis destas mesmas substancias no humor aquoso, e a barreira
sangue-humor aquoso permite a passagem livre de algumas substancias do humor
aquoso para tecidos adjacentes e sangue circulante. A quebra dessa barreira é
visualizada clinicamente como um “flare”, e essa quebra resulta em modificacbes da
composi¢cao do humor aquoso (GELATT, 1991).

De acordo com SWENSON (1984), o humor aquoso normalmente se apresenta
como um liquido transparente que preenche a camara anterior do olho e € produzido
por filtracdo através de capilares fenestrados dos processos ciliares e pela secrecéo de
solutos acompanhados por agua, através do epitélio ciliar. A medida que os produtos de
excrecao sao eliminados dos tecidos adjacentes para o humor aquoso, sua cComposi¢cao
altera-se, enquanto flui da camara posterior, onde é formado, para a camara anterior,
de onde é drenado para o sangue venoso uveal. Segundo GELATT (1991), o humor
aquoso é semelhante a um ‘“ultra filtrado” do plasma, e tém como fungado levar
nutrientes até a cérnea e a lente, que sao estruturas avasculares, além de remover
seus produtos de excrecdo e também preencher espacos, mantendo o formato e a
turgidez do globo ocular.

A realizacdo deste trabalho se baseou na preocupacdo com a ocorréncia de
uveites de causa desconhecida nos caes e no fato de ja ter sido relatado pelo menos
um caso clinico em que se observou correlacdo entre a uveite em caes e a infeccao por

leptospira.
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2 - OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivos:
Relacionar uveite em cdes com a infec¢éo experimental por leptospira.
Estudar as alteracdes anatomopatoldgicas (post mortem) e os aspectos clinicos
oftalmolégicos (ante mortem) do globo ocular de cdes experimentalmente infectados e

sororreagentes para leptospirose.

Verificar a ocorréncia de anticorpos contra leptospira no humor aquoso de caes

experimentalmente infectados.

Verificar a presenca de DNA de leptospira por meio de PCR no humor aquoso de céaes

apos sete, 15, 30 e 45 dias da inoculacéo.

Verificar presenca a de leptospira no globo ocular dos cdes por meio da técnica de

Levaditi.

Relacionar alteracGes nos parametros fisicos dos cdes com infeccéo por leptospira.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Instalagc&o 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 racdo comercial

“ad libitum”.

3.2 - Sele¢éo dos animais

Foram selecionados 32 cées adultos, recolhidos ao Centro de Controle de
Zoonoses do Municipio de S&o José do Rio Preto, que ndo apresentaram titulo de
anticorpos seéricos contra as sorovariedades de Leptospira spp. apresentadas no
Quadro 1, por meio da prova de SAM, em dois testes realizados no intervalo de sete
dias e cuja cultura de urina em meio semissolido de Fletcher (Difco) foi negativa nessas
duas ocasides, descartando a possibilidade de os animais serem portadores renais
(FAINE, 1982).Para verificacdo da possibilidade de outras enfermidades foram
realizados exames hematoldgicos pesquisando-se a presenca de hemoparasitas e
alteracoes dos parametros sanguineos que indicassem algum tipo de infec¢do, animais
fora do padrdo ndo foram utilizados. Também foi realizada uma verificacdo quanto a
presenca de ectoparasitas, realizando-se em todos os animais vermifugacao e banho
carrapaticida.

Dos 32 animais, 20 foram inoculados com uma cepa patogénica de Leptospira
interrogans sorovariedade Canicola e 12 receberam aplicacdo de soro fisiolégico, no
mesmo volume do inoculado de leptospiras, sendo considerados como grupo controle e
tratados da mesma forma que o grupo infectado.

Com a finalidade de avaliar as possiveis altera¢des do globo ocular post mortem,
oito cades (cinco inoculados e trés controles) foram sacrificados nos dias sete, 15, 30 e

45 ap6s a inoculacdo. Apés o sacrificio, amostras de humor aquoso de um dos olhos?

! Por convengdo, utilizou-se o olho esquerdo para retirada do humor aquoso e o direito para os exames de coloragao.
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foram retiradas para realizagdo de PCR e SAM, e o globo ocular do outro olho foi
retirado para realizac@o de exame histopatologico e da técnica de coloragéo de Levaditi.
Durante o periodo de incubacéo, foram coletadas amostras de sangue, nos dias zero,
trés, cinco, sete, 10 e, apds, a cada cinco dias, inclusive no dia da eutanasia. O soro
sanguineo foi submetido & SAM para estabelecer uma curva de titulos.

Nos dias de colheita dos materiais, foi realizada paralelamente uma avaliacao
clinica dos cédes, tanto dos inoculados quanto dos controles, observando-se
principalmente se havia uremia, hemoglobindria, ictericia, glossite ou estomatite,
temperatura dos animais juntamente com um exame oftalmico que incluia a verificacéo

do aspecto externo e exame de fundo de olho.

3.3 - Inoculacéo’

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

subcutanea na regido cervicodorsal.

3.4 - Exame oftalmico

Exames oftalmicos foram realizados em todos os animais, por meio de
oftalmoscopia direta, em ambiente de baixa luminosidade, seguindo recomendacdes de
GELATT (1991). Neste exame, foi realizada uma observacdo visual das estruturas
internas e de fundo de ambos os olhos de cada cédo usando um oftalmoscépio manual,

seguido do teste da fluoresceina. Também foi verificada e anotada a presenca ou nao

“Cepa LO4 - cepa patogénica de Leptospira interrogans sorovariedade 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 Bioldgico de S&o Paulo.
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de sinais externos ao globo ocular indicativos de lesbes e inflamagdo como

lacrimejamento, blefarospasmo, vermelhiddo de mucosas e edema de pélpebras.

3.5- Colheita das amostras

3.5.1 - Sangue

A colheita de sangue foi realizada por venopuncéo, e o sangue foi dessorado
apos retracdo do coagulo. O soro foi entdo identificado e encaminhado para o exame
soroldgico, realizado pela técnica de SAM, a fim de estabelecer uma curva de titulos

nos animais.

3.5.2 - Humor aquoso e globo ocular

Amostras de 1,5 mL de humor aquoso foram obtidas dos olhos esquerdos de
todos os cdaes, por meio de puncao, via regido limbica, utilizando-se agulha 25x07,
medida padrao para esta técnica. A coleta foi realizada apos a retirada do globo ocular,
em seguida da morte dos animais, sendo o olho cuidadosamente limpo com agua
boricada estéril, para evitar a contaminacdo da amostra com células sanguineas que
pudessem influenciar a analise do humor aquoso. Posteriormente, as amostras foram
identificadas, e uma aliquota destinada para a pesquisa de anticorpos antileptospiras e
outra para a realizacdo de PCR.

Os globos oculares do lado direito foram armazenados em formol a 10%,

seguindo-se a realizacdo dos exames histopatologicos e da técnica de Levaditi.

3.6 — Eutanéasia dos animais

Os animais foram inicialmente sedados com acepromazina na dose de

0,01mg/kg via intravenosa e em seguida, pela mesma via, receberam tionembutal na
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dose de 25mg/kg (dose normal 12,5mg/kg) e brometo de pancurdnio na dose de

0,11mg/kg I.V. até total parada cardiorrespiratéria.

3.7 - Pesquisa de anticorpos’
3.7.1 - Preparo dos antigenos de leptospira

As sorovariedades de leptospiras utilizados como antigenos foram provenientes
de matrizes repicadas semanalmente em meio de cultura EMJH (Ellighausen,
McCullough, Johson e Harris, Difco) enriquecido com soro sanguineo de coelho, na
propor¢cao de 10%, e mantidos em estufa bacteriologica (B.O.D.) a temperatura de
28°C. Todos os antigenos foram utilizados ao redor do sexto dia de incubagdo. A
concentracdo considerada ideal foi padronizada de forma a corresponder a metade da
turvacdo do tubo nimero 1 da escala de MacFarland (100 a 200 leptospiras por campo
microscopico), livre de contaminacdo e de autoaglutinacéo, segundo as orientacdes de
SULZER & JONES (1980).

3.7.2 - Técnica de Soroaglutinacdo Microscopica

Os soros foram diluidos em solucédo tamponada de Sérensen, segundo SANTA
RosA (1970), sendo a diluicéo inicial de 1/5. Dessa diluicdo 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 microscépico no aumento de 100 vezes. O titulo do

“ Realizado no Laboratério de Leptospirose e Brucelose da FCAV/UNESP, sob a superviséo do Prof. Dr. Raul José
Silva Girio.
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soro foi considerado a reciproca da sua maior diluicio que apresentou 50% de

aglutinacao.

Quadro 1. Estirpes de Leptospira interrogans’ empregadas como antigeno na reacéo

de soroaglutinacdo microscopica aplicada a leptospirose, segundo o nimero

de controle (c6digo), o sorogrupo e a variante sorolégica.

Caodigo Sorogrupo Sorovariedade
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 Satude Animal da FMVZ/USP.
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3.8 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.8.1 - Extracdo de DNA
Para a extracdo de DNA das amostras de humor aquoso foi utilizada a técnica de
lise enzimatica com proteinase K (SAMBROOK et al., 1989). A reacao foi realizada em

microtubos de 1.500uL, de acordo com a sequéncia de etapas que se seguem:

e Adicao de 300uL da amostra clinica.

e Adicdo de 300pL de tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 (TE).

e Homogeneizacao por 10 segundos em agitador de tubos.

e Centrifugacdo em 13.000 x g/30 min.

e Ressuspencdo do sedimento (pélete) em 300uL de tampéo de lise.

e Adicao de 150uL de tampéo fenol.

e Homogeneizacao por 20 segundos em agitador de tubos.

e Centrifugacao da 13.000 x g/5min.

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

e Adicdo de 100uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, na proporcdo de
25/24/1.

e Homogeneizacao por 10 segundos em agitador de tubos.

e Centrifugacdo em13.000 x g/5min.

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

e Adicdo de 20uL de acetato de sodio 2M.

e Adicao de 240uL de etanol absoluto.

e Homogeneizacao por inversao.

e Manutencdo em -20° C “overnight”.

e Centrifugacdo em 13.000 x g/15 min.
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e Descarte do sobrenadante por inversédo e lavagem do pélete com 500uL de
etanol 70%.

e Centrifugacdo da 13.000 g/15 min.

e Secagem do pélete de DNA.

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

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

e Estocagem a -20° C, ou utilizar imediatamente para amplificag&o.

3.8.2 - Oligonucleotideos iniciadores 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
Lep 1l 5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’
Lep 2 3’ TTAGAACGAGTTACCCCCCTT &’

3.8.3 - 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
seqguir

o Adicdo de 16,1 uL de agua ultrapura.

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

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

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



19

[dCTP, dATP, dGTP, dTTP)).

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

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

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

o Adicdo de 0,15 pL de Taq DNA polimerase (5 unidades por pL).
Adicdo de 2,5 uL da amostra de DNA extraido.

3.8.4- Ciclo de amplificagc&o (MERIEN et al., 1992)

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

e Desnaturacido do DNA: 94° C/30seg

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

e Polimerizacado do DNA: 72° C/30seg

e Extensao final: 72° C/5min

3.8.5- Analise 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%
(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 tamp&o de corrida TBE 0,5%.

A revelacdo das bandas foi realizada por meio da imersdo do gel em uma
solucéo de brometo de etidio a 5ug por mL durante 15 minutos e posterior observacao
em transluminador ultravioleta. O gel foi fotografado pelo sistema EDAS*

(Electrophoresis Documentation and Analysis System - KODAK).
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Como controle positivo foi utilizada uma cultura com o sorovariedade Canicola, e

como controle negativo foi utilizada agua ultrapura.

3.9 - Técnica de Levaditi

Essa técnica foi realizada conforme o procedimento descrito por MCMANUS 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 reacédo em solucéo redutora, por 24 a 72 horas a temperatura de 37°C,
no escuro (Anexo 1).

Lavagem em agua destilada.

Desidratacdo em série de alcoois em concentracdes crescentes (70%, 95%,
absolutos I, 1l e 1ll) e em xilol.

Diafanizacéo, impregnacéao com parafina e inclusdo em parafina.

Cortes em micrémetro (4 a 5 ym) e montagem em resina sintética “PERMOUNT”.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio de luz éptica (Carl Zeiss) com ocular 10X
e objetivas 40X e 100X (imersdo), com condensador de campo claro.
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3.10 — Histopatolégico

Os globos oculares foram fixados em solucédo neutra de formol a 10%, incluidos
em parafina e cortados a cinco micrometros de espessura para entdo serem corados

pela técnica de hematoxilina e eosina (HE)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com QUINN et al. (1994) e FAINE (1999), as diferentes
sorovariedades de L. interrogans ndo apresentam especificidade de hospedeiro, porém
existe a preferéncia de certas sorovariedades por determinados vertebrados. Exemplo
dessa condi¢cdo € a associagdo estabelecida entre o cdo doméstico e a sorovariedade
Canicola. Essa condicdo aliada aos varios inquéritos sorolégicos que indicam essa
sorovariedade como uma das principais causadoras da leptospirose canina (FURTADO et
al., 1997; AviLA et al., 1998; JOUGLARD e BROD, 2000; MAscoLLI, 2001; BATISTA et al.,
2005; MAGALHAES et al., 2006), o que motivou a utilizagdo desta sorovariedade no
presente estudo.

Como esperado, nenhum animal do grupo-controle apresentou aglutinacao frente
a reacao de soroaglutinacdo microscopica (SAM) para as 24 sorovariedades de
Leptospira spp. utilizadas (Quadro 1), a partir da diluicdo 1/10; e os demais animais so
apresentaram reacdo a sorovariedade Canicola apos a infeccdo experimental, o que
comprova a qualidade das medidas adotadas no ambiente em relacéo as instalacdes e
ao manejo sanitario.

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 populacdo que tivesse um contato efetivo com a leptospira.

Podem-se observar na Tabela 1 os titulos de anticorpos antileptospira dos caes
gue constituiram o grupo 1 (G1) do experimento, os quais foram eutanasiados apos
sete dias desde a inoculagéo. Dos cinco caes, apenas um (G1Al) ndo apresentou titulo
no periodo analisado, o que pode ser explicado pelos dados obtidos por REBHUN (1995),
gue relata que o periodo de incubacéo da leptospirose pode ser de até quatorze dias,
periodo em que ocorre septicemia e o inicio da producdo de anticorpos. Os titulos

apresentados pelos animais desse grupo variaram de 20 a 1.280.
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Tabela 1. Titulos de anticorpos aglutinantes encontrados em quatro avaliacdes nos

cinco caes

inoculados com a cepa LO4 de Leptospira

interrogans

sorovariedade Canicola pelo periodo de sete dias, representando o Grupo G1

do presente experimento. Jaboticabal, S&do Paulo, 2009.

ANIMAIS

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculagéo

0 03 05 07
G1A1l - - - -
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

Na Tabela 2, estdo apresentados os titulos dos cées que, apds a inoculagéo,

foram observados pelo periodo de quinze dias, constituindo o grupo 2 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.

Tabela 2. Titulos de anticorpos aglutinantes encontrados em seis avaliagdes nos cinco

caes inoculados com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovariedade

Canicola pelo periodo de 15 dias, representando o Grupo G2 do presente

experimento. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2009.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacdo

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15
G2Al - 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
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A Tabela 3 mostra os titulos soroldgicos obtidos dos animais do grupo trés (G3),
avaliados durante trinta dias. Os cinco cédes infectados apresentaram titulos que
variaram de 160 a 1.280. Na Tabela 4, sao verificados os titulos do grupo 4 (G4), no
gual os cées infectados foram observados por quarenta e cinco dias. No grupo 4 (G4),
em todos os animais foi possivel a deteccéo de anticorpos, com titulos que variaram de

20 a 2.560, revelando que houve soroconversdo em todos os animais inoculados.

Tabela 3. Titulos de anticorpos aglutinantes encontrados em nove avaliacfes nos cinco
caes inoculados com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovariedade
Canicola pelo periodo de 30 dias, representando o Grupo G3 do presente

experimento. Jaboticabal, Sdo Paulo, 2009.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculacdo

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15 20 25 30
G3Al - - 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 reagéo
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Tabela 4. Titulos de anticorpos aglutinantes encontrados em 12 avaliagfes nos cinco
caes inoculados com a cepa LO4 de Leptospira interrogans sorovariedade
Canicola pelo periodo de 45 dias, representando o Grupo G4 do presente
experimento. Jaboticabal, S&o Paulo, 2009.

Dias de coleta de materiais em relacdo ao dia da inoculagéo

ANIMAIS 0 03 05 07 10 15 20 25 30 35 40 45
G4A1 - - 160 320 320 1280 320 640 640 640 320 640
G4A2 - 20 640 1280 1.280 2560 1.280 2560 1.280 2.560 640 640
G4A3 - - 320 640 1.280 2.560 2560 2560 2560 2.560 1.280 1.280
G4A4 - - - 80 160 1.280 1.280 2.560 2560 2.560 2.560 1.280
G4A5 - - 640 1.280 2.560 2.560 2560 2.560 2560 2.560 2.560 2.560

G4: grupo 4, A: animal infectado -: auséncia de reagéo

Com a intencéo de observar de forma mais clara o comportamento da curva de
titulos, foi calculada uma média aritmética simples com os titulos sorolégicos, de acordo
com cada dia de coleta. Entre os dias zero e sete comparamos entre os 20 animais,
entre os dias 10 e 15, foram 15 animais, entre os dias 20 e 30, foram 10 animais e entre
os dias 35 e 45, a comparacédo foi dos dados obtidos dos titulos soroldgicos de cinco

caes.

No humor aquoso, pela técnica de SAM, ndo houve reacdo antigeno-anticorpo
em nenhuma das amostras coletadas. Nenhum material genético de leptospira foi
detectado pela técnica de PCR nas amostras avaliadas. Tampouco foram observadas

leptospiras no globo ocular pela técnica de coloracédo de Levaditi.

A auséncia de titulos de anticorpos contra Leptospira nos exames do humor
aquoso dos animais indica que ndo ocorreu contato entre os tecidos do globo ocular e

as espiroquetas, durante um periodo de até 45 dias.

Durante o periodo de bacteremia da infeccdo por leptospiras, essas podem
atingir o globo ocular e multiplicar-se dentro dele (DAvIDSON et al., 1987), e, segundo
FAINE (1999), essa ocorréncia ndo depende da sorovariedade infectante. Anticorpos,
neste caso, sado produzidos localmente, e a observacao destes no humor aquoso indica

a presenca prévia do agente. Os resultados obtidos mostram a ndo invasdo das
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leptospiras nos globos oculares dos cédes inoculados com a cepa patogénica de
Leptospira, uma vez que no soro sanguineo destes animais observaram-se titulos
séricos, mas ndao no humor aquoso, e também ndo foi observada a presenca das

bactérias no periodo de infec¢céo estudado.

E possivel que a leptospiremia citada por DAVIDSON et al. (1987) possa ocorrer
em um periodo maior de infeccdo, dando assim mais tempo para a instalacdo das

leptospiras no globo ocular.

De fato, em apenas dois animais foram observadas alteragcdes macroscoépicas,
como irritagdo com hiperemia da esclera em dois caes, e um animal apresentava
lacrimejamento, mas todos apresentavam exame de fundo de olho normal, e, pelo
exame histopatologico, nenhuma inflamacdo ou qualquer outro tipo de alteracdo foi
observado durante os 45 dias de infeccdo dos caes inoculados com a cepa patogénica

da sorovariedade Canicola.

E possivel que com o uso da sorovariedade Icterohaemorrhagiae, que é
implicada como a principal causadora da uveite recorrente em equinos, poderia ter sido
observados resultados positivos nos testes aqui utilizados, e que a Leptospira spp. pode
levar um tempo maior que 45 dias para atingir o globo ocular de cées, ou que isso
poderia ocorrer em uma infeccdo crbnica. Porém neste estudo, da forma como foi
conduzido, nas condi¢cdes em que foram mantidos os 20 animais infectados, durante o

periodo maximo em que permaneceram em observacao.
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5 - CONCLUSOES

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

conclusoes:

e ndo foi possivel visualizar Leptospira spp. no humor aquoso de nenhum dos caes

estudados, analisando-se o globo ocular corado pela técnica de Levaditi;

e nao houve reacao sorologica, pela técnica de SAM, no humor aquoso de nenhum

dos caes estudados;

e nao se detectou material genético de leptospiras, pela técnica de PCR, em humor

aquoso de animais infectados, por até 45 dias;

e observaram-se pequenas alteracdes oculares em trés animais do grupo de teste,
mas nao se pode associd-las a infeccdo por Leptospira interrogans

sorovariedade Canicola, pela falta de achados mais contundentes.
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ANEXO

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

1 - SOLUCAO TAMPONADA DA SORENSEN pH 7,5

e Fosfato di-sédico anidro............cceeeeviveviiivennnnnns 8,33¢g

e Fosfato MONOPOtASSICO.......cccvvveeeeeeiiiiiieeee 1,099

o Aguadestilada..........cccocoveveereieieieeeeeeee e 1.000mL
2 - MEIO DE CULTURA EMJH (Difco - 0987-01)

e Sddico fosfato dibasico...........ccc.cu.eee. 1g

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

e Cloreto de sOdiO..........eeeeeeiiiiiieeeeeaennee 1g

e Cloreto de amobnia........ccccoceuvvevvnreennnnnnn. 0,259

L N P11 011 g = W 0,005¢g

o Aguadestilada..........c.c.covevereevereennnn. 900mL

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

b) Solucéo tampéo de lise (proteinase K)

e Proteinase K a 20mg/mL..........ccc......... 15uL
e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%....30uL
®  TNE BXerrrriiiiiiiiiiiie e 60uL
e Agua Ultrapura..........ccccceeevveveveereenennnnn 195uL

c) TNE 5x pH 8,0
e Tris 50mM
e NaCl 500mM
e EDTA 125mM

d) Solucado tampao de reacédo 10x pH 9,0

0 KCl e 500mM
© MOCloiiiiiiiiii e, 15mM
o TrISHCl .o, 100mM

4 - GEL DE AGAROSE 2,0%

e Tampao TBE (0,5 X).....cuvvviiiiiiiiiieeieeeeen. 100mL
®  AQArOSE....iiieiiieiiiiie e 2,09



5 - TAMPAO DE CORRIDA TBE pH 8,0

e Tris acetato 0,004M
e EDTAO0,001M

6 - SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA

e Nitrato de prata 2,09
e Agua deionizada q.s.p.100mL

7 - SOLUCAO REDUTORA
e Acido pirogélico 4,09

e Formol puro 5mL
e Agua deionizada q.s.p.100mL
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