ANGELA PIAUILINO CAMPOS

SOROEPIDEMIOLOGIA DA LEPTOSPIROSE EM ANIMAIS DE PRODUCAO E
CARACTERIZACAO DA LESAO RENAL EM CAPRINOS

TERESINA — PIAUI
2016



ANGELA PIAUILINO CAMPOS

SOROEPIDEMIOLOGIA DA LEPTOSPIROSE EM ANIMAIS DE PRODUCAO E
CARACTERIZACAO DA LESAO RENAL EM CAPRINOS

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui para

obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncia Animal.

Area de Concentracdo: Sanidade e Reproducdo Animal
Orientadora: Dra. Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva

TERESINA — PIAUI
2016



FICHA CATALOGRAFICA
Umniversidade Federal do Prawi
Biblioteca Setonal do Centro de Ciéncias Agrarias
Servigo de Processamento Técnico

C198s Campos.Angela Plauilino

Soroepidemiologia da leptospirose em animais de produgéo
e caracterizacdo da lesdo renal em caprinos / Angela Piauilino
2016.

75100l

Tese(Doutorado em Ciéncia Animal) - Universidade Federal
ral do Plaul Teresina, 2016

Orientac@o: Prof* Dr.* Silvana Maria Medeiros de Sousa
Silva

1. Leptospirose 2. Soroepidemiologia 3. Ovino 4. Caprino
5.Bovino 6.Nordeste do Brasil 7 Apoptose 8.Rim |.Titulo

CDD 636.0896959




SOROEPIDEMIOLOGIA DA LEPTOSPIROSE EM ANIMAIS DE PRODUCAO
E CARACTERIZACAO DA LESAO RENAL EM CAPRINOS

ANGELA PIAUILINO CAMPOS
Tese aprovada em: 07/03/2016
Banca Examinadora:

Omc;w

Profa. Dra. Silvana Maria Medeiros de Sousa e Silva (Presidente) / DMV/CCA/UFPL

- R o
vs Bezerra Barradas Mineiro (Interna) / DCCV/CCA/UFPI

Profa. Dra!

< &fw/L\ - (AQ..LL.&\ c(l'. \’% . \&._;
Profa. Dra. Flaviane Alves de Pinho (Externa) / Bolsista DCR/CNPy/FAPEPI

Profa. Dra. Maria tlas Gracas Prianti (Externa) / 1ESM

Profa. Dra. Silvia de Aragjo ¥ranca Baeth (Interna) / DCCV/ICCA/UFPI



Ao meu querido e eterno orientador Professor Dr.
Francisco Assis Lima Costa (in memorian), pela
humildade, competéncia, paciéncia, conhecimento e
dignidade no ensino e na pesquisa e por ter contribuido de
forma significativa na minha formacao;

Aos meus pais, Neumar e Carmen, que nunca mediram
esforcos para me proporcionar um bom estudo, e por
terem semeado em mim valores, como humildade e
honestidade, imprescindiveis para que possamos ir mais

longe

Dedico



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pelo dom da vida, e por iluminar e me conduzir as escolhas certas;

Ao meu querido e eterno orientador Professor Dr. Francisco Assis Lima Costa (in memorian),
pela humildade, competéncia, paciéncia, conhecimento e dignidade no ensino e na pesquisa e
por ter contribuido de forma significativa na minha formacao;

A minha orientadora Professora Dra. Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva por ter me
amparado no momento que mais precisei;

A Universidade Federal do Piaui, ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal e a
CAPES pelo apoio financeiro, fornecendo condi¢6es para realizacdo desta pesquisa;

A Professora Dra. Ana Lys Bezerra Barradas Mineiro pela presteza e colaboracgo;

Ao Professor Dr. Sérgio Santos de Azevedo, da Universidade Federal da Paraiba por ter me
orientado em parte da minha pesquisa;

A Vanessa Castro do Laboratdrio de Doengas Bacterianas da Reproducéo do Instituto Bioldgico
de S&o Paulo, pelo apoio laboratorial;

A Dayane, Micherlene, Huanna, Lucilene, Prianti e Flaviane pela disposi¢do e imensa
contribuicéo para a realizag@o desse projeto;

Aos técnicos da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui por terem me acompanhado nas
coletas;

Ao Celso e Paulo, motoristas da UFPI, por terem me conduzido com seguranca na ida as
propriedades;

Aos colegas do Laboratério de Doencas da Reproducdo, Gustavo, Sabrina, Leticia e Misael
pela colaboracdo nas coletas;

Aos técnicos Eduardo Bras e “Seu Manoel” pela confecgdo das laminas de histopatolédgico;
Aos amigos e colegas do Setor de Patologia Animal pela convivéncia, em especial aos amigos
(as) Larissa, Karina, Luciano, Raquel, Dayane, Micherlene por nossos momentos de
descontracao;

Ao0s meus outros amigos (as) de longas datas, que sem precisar citar nomes, moram em meu
coracao e certamente deixam minha vida mais feliz;

E aqueles que de alguma forma contribuiram para a conclus@o de mais esta etapa da minha vida.

Obrigada!



Chegara o tempo em que o homem conhecerd o intimo de um animal e
nesse dia todo crime contra um animal serd um crime contra a

humanidade.
Leonardo da Vinci


http://pensador.uol.com.br/autor/leonardo_da_vinci/

RESUMO

CAMPOQOS, A.P. Soroepidemiologia da leptospirose em animais de produgdo e
caracterizacdo da leséo renal em caprinos. 2016. 75 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal)
- Programa de Po6s Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2016.

A leptospirose é uma doenca endémica na Ameérica Latina, causada por bactérias patogénicas
do género Leptospira. E considerada uma das principais responsaveis pelo impacto econémico
negativo na pecudria nacional e mundial, causando problemas reprodutivos. A pesquisa teve
como objetivo determinar a prevaléncia de leptospirose em bovinos, ovinos e caprinos de
criagdes consorciadas na Microrregido de Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil, identificar os
sorotipos prevalentes e fatores de risco associados a soroprevaléncia, bem como caracterizar as
lesBes renais em caprinos naturalmente infectados. Para o estudo de prevaléncia foram
analisadas amostras de soro de 336 ovinos, 292 caprinos e 253 bovinos. Para o estudo das
alteracdes renais foram analisadas amostras de soro e fragmentos de tecido renal de caprinos
abatidos em matadouro municipal de Teresina, Piaui. O diagndstico de leptospirose foi
realizado através do teste de aglutinacdo microscopica (MAT). Rins de caprinos
sorologicamente positivos e negativos na MAT foram incluidos na casuistica da analise das
lesGes renais e apoptose. No geral, 378 amostras foram positivas na MAT, com soroprevaléncia
de 42,86%. As prevaléncias em bovinos, ovinos e caprinos foram 50,51%, 40,48% e 34,59%,
respectivamente. Todos os rebanhos apresentaram pelo menos um animal soropositivo e a
associacdo sorovar Hardjo/Wolffi foi o mais comum em bovinos e Icterohaemorrhagiae em
caprinos e ovinos. A exploracéo de corte (OR = 4,94), rebanho bovino com mais de 35 animais
(OR = 4,03), alimentacdo a pasto (OR = 6,37), acude e/ou riacho como fonte de agua (OR =
2,14) e ndo ter assisténcia veterinaria (OR = 2,89) foram fatores de risco para a infeccdo de
bovinos. Para ovinos, a criagdo intensiva (OR = 5,33), instala¢Ges do tipo ripado suspenso (OR
= 2,22), ter mais que 20 ovelhas em reproducdo na propriedade (OR = 1,89) e auséncia de
vermifugacdo (OR = 3,49) foram os fatores de risco, enquanto que, para caprinos, os fatores de
risco identificados foram rebanho ovino com mais de 52 animais (OR = 1,85) e ndo possuir
assisténcia veterinaria (OR = 1,82). Na andlise histopatologica, a nefrite intersticial foi a leséo
mais importante. Apoptose foi observada nos rins de todos os caprinos incluidos na casuistica,
mas nenhuma diferenca estatistica entre os grupos nas diferentes regides analisadas (cortical,

medular e glomerular) foi verificada. Entretanto, houve uma correlagdo positiva entre a



presenca de nefrite intersticial e o indice apoptdtico em rins de caprinos naturalmente infectados
por Leptospira spp. Conclui-se que a infeccdo esta disseminada em rebanhos consorciados
nessa regido, sendo necessario orientar os produtores sobre os prejuizos causados por esta
doenca, para que possam ser tracadas estratégias de prevencdo e controle, voltadas
principalmente para medidas sanitéarias e manejo dos animais, e que a leséo renal em caprinos
é caracterizada por uma nefrite intersticial localizada principalmente na regido cortical,
sugerindo-se uma eventual associacdo dessa lesdo com a apoptose de células epiteliais
tubulares, mas que estudos adicionais utilizando outros marcadores de apoptose em modelos
animais ou em caprinos livres de patdgenos sdo necessarios para esclarecer melhor esse evento

bioldgico na leptospirose em caprinos.

PALAVRAS-CHAVES: Leptospirose, soroepidemiologia, ovino, caprino, bovino, nordeste do

Brasil, apoptose, rim



ABSTRACT

CAMPOQOS, A.P. Seroepidemiology of leptospirosis in animal production and
characterization of renal injury in goats. 2016. 75 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) -
Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2016.

Leptospirosis is an endemic disease in Latin America, caused by pathogenic bacteria of the
genus Leptospira. It is considered one of the main responsible for the negative economic impact
on the national and global livestock, causing reproductive problems. The research aimed to
determine the prevalence of leptospirosis in cattle, sheep and goats consortium creations in
Microregion of Teresina, Piaui, Brazil's Northeast, identify prevalent serotypes and risk factors
associated with seroprevalence and characterize renal lesions in goats naturally infected. To
study the prevalence of serum samples were analyzed from 336 sheep, goats 292 and 253 cattle.
For the study of renal impairment serum samples were analyzed and kidney tissue fragments of
goat slaughtered in municipal slaughterhouse of Teresina, Piaui. The diagnosis of leptospirosis
was performed using the microscopic agglutination test (MAT). Kidneys serologically positive
and negative EHV in goats were included in the analysis sample and apoptosis of renal injury.
Overall, 378 samples were positive in MAT, with seroprevalence of 42.86%. The prevalence
in cattle, sheep and goats were 50.51%, 40.48% and 34.59%, respectively. All herds had at least
one positive animal and serovar association serovar / Wolffi was the most common in cattle
and Icterohaemorrhagiae in goats and sheep. The cutting operation (OR = 4.94), cattle over 35
animals (OR = 4.03), feeding on pasture (OR = 6.37), weir and / or stream as a source of water
(OR = 2:14) and have no veterinary care (OR = 2.89) were risk factors for cattle infection. For
sheep, the intensive farming (OR = 5.33), facilities suspended slatted type (OR = 2.22), having
more than 20 sheep breeding on the property (OR = 1.89) and no worming (OR = 3.49) were
the risk factors, while for goats, the identified risk factors were herd sheep with more than 52
animals (OR = 1.85) and has no veterinary care (OR = 1.82). In histopathology, interstitial
nephritis was the most important injury. Apoptosis was observed in the kidneys of all goats
included in the sample, but no statistical difference between groups in different regions
analyzed (cortical, medullary and glomerular) was verified. However, there was a positive
correlation between the presence of interstitial nephritis and the apoptotic index in goat kidneys
naturally infected with Leptospira spp. It is concluded that the infection is widespread in mixed

herds in the region, it is necessary to guide producers on the damage caused by this disease, so



that they can be traced prevention and control strategies, primarily focused on sanitary measures
and handling of animals, and renal injury in goats is characterized by an interstitial nephritis
located mainly in the cortical region, suggesting a possible association of this lesion apoptosis
of tubular epithelial cells, but further studies using other markers of apoptosis in animal models
or in free caprine pathogens are needed to better clarify this biological event in leptospirosis in
goats.

KEYWORDS: Leptospirosis, seroepidemiology, sheep, goats, cattle, northeast Brazil,
apoptosis, kidney
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1 INTRODUCAO

A producdo de bovinos, ovinos e caprinos sdo atividades exploradas em todos os
continentes, estando em &reas que apresentam as mais diversas caracteristicas edafocliméticas.
No Brasil s&o atividades importantes tanto do ponto de vista social como econémico, sendo o
efetivo de rebanho bovino, ovino e caprino estimado em 212.343 milhdes, 17.614 milhdes e
8.851 milhdes de cabecas, respectivamente (IBGE, 2014).

O Nordeste brasileiro é o maior produtor de caprinos e ovinos, concentrando nessas
atividades 91,6% e 57,5% da producdo nacional, respectivamente. Tem se destacado por sua
vocacao para a exploracdo de ruminantes domésticos e pelo potencial da vegetacéo natural para
a manutencdo e sobrevivéncia dessas espéecies. O Estado do Piaui ocupa o terceiro lugar na
producdo de caprinos do Brasil, com um efetivo estimado em 1.234 milhdes de cabegas
(13,9%), perdendo apenas para os Estados da Bahia e Pernambuco. Ja a ovinocultura piauiense
apresenta-se com cerca de 1.210 milhGes de cabecas (6,9%), com producéo inferior aos estados
do Rio Grande do Sul, Bahia, Ceard e Pernambuco. Embora a bovinocultura ndo seja tdo
expressiva como a criagdo de pequenos ruminantes, ainda concentra uma parcela de 0,8% da
producgéo nacional (IBGE, 2014).

O desenvolvimento dessas atividades, no Nordeste, ainda é severamente afetado em
decorréncia das praticas de manejo sanitario ineficientes que acabam refletindo nas altas
incidéncias de doencas, e dessa forma, determinando a baixa produtividade no setor
(PINHEIRO et al., 2000). Tem ganhado destaque os problemas sanitarios de ordem infecciosa
por serem multietiolégicos e caracterizados, principalmente, por causarem transtornos
reprodutivos em animais de producdo, podendo ocorrer tanto de forma epidémica como
endémica. Porém, devido a natureza bioldgica dos principais agentes etiol0gicos apresentarem
tendéncia a cronicidade, a forma endémica prevalece e, nessas situacBes, os disturbios
reprodutivos se manifestam esporadicamente e comprometem um menor nimero de animais.
Com isso, tanto o diagndstico quanto a ado¢do das condutas de controle e profilaxia ndo séo
realizados de forma rotineira e o0s prejuizos econémicos ficam mais dificeis de serem
mesuraveis, podendo se tornar significativos a médio e/ou longo prazo (JUNQUEIRA;
ALFIERI, 2006).

Dentre as enfermidades que determinam distarbios reprodutivos, as leptospiroses sao
consideradas uma das principais responsaveis pelo impacto econdmico negativo na pecuéria
nacional e mundial, por causarem abortamentos, infertilidade, repeti¢6es de cios, ocorréncia de

natimortos e retencdo placentaria, resultando em baixa produtividade (GIVENS, 2006).
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Assumem também um papel relevante do ponto de vista da salude publica por serem zoonoses
de risco ocupacional e pelo alto custo do tratamento dos seres humanos.

Tendo em vista esses aspectos, nosso grupo de pesquisa ja estuda a quase 15 anos a
leptospirose animal, no intuito de saber como esta a situacdo dessa enfermidade no estado.
Estudos de prevaléncia ja foram conduzidos em bovinos, ovinos, suinos e cdes, mas em caprinos
ainda ndo tinha sido investigado. Além disso, ainda ndo é do nosso conhecimento nenhum

estudo caracterizando a leséo renal em caprinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia e classificacdo

As leptospiroses sdo enfermidades causadas por bactérias pertencentes a ordem
Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira (LEE et al., 2000). Até 1989,
critérios antigénicos dividiam o género em duas espécies, a L. interrogans na qual faziam parte
mais de 200 cepas patogénicas e L. biflexa contendo mais de 60 cepas sapréfitas (LEVETT,
2001). Essa divisdo se baseava nas reacdes sorologicas especificas (QUINN et al., 2005),
possibilitando identificar as leptospiras pelas caracteristicas fenotipicas (soroldgicas) e de
viruléncia, subdividindo-as em sorogrupos e sorovares (AHMED et al., 2006). Com o advento
das técnicas de biologia molecular, foi introduzida uma classificacdo baseada em critérios
genéticos conduzindo a uma nova definicdo com cinco genomespécies saprofitas e 13
genomespécies patogénicas afetando o homem e os animais (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras sdo micro-organismos gram-negativos, aerdbios obrigatorios,
helicoidais, flexiveis e moveis, fortemente espiralados, com 0,1 um de didametro por 6 a 20 um
de comprimento (FAINE et al., 1999), envoltos por um envelope externo composto por
lipopolissacarideos (MORIKAWA, 2010). Sao visualizadas somente por microscopia de campo
escuro e contraste de fase, por ndo se corarem bem com corantes bacterioldgicos convencionais
(FAINE et al., 1999), e por microscopia de luz em tecido corado por imunoperoxidase
(GONCALVES et al., 2011). Sua temperatura étima de multiplicacdo varia entre 28° a 30°C e
pH entre 7,2 e 7,4, sendo bastante sensiveis a acidez, dessecacdo, luz solar direta, detergentes e
desinfetantes comuns (VINETZ, 2001; ADLER; FAINE, 2005).

2.2 Cadeia de transmisséo

A cadeia epidemioldgica da leptospirose envolve trés elos, as fontes de infeccéo, as vias
de transmissdo e o hospedeiro susceptivel, cujas medidas de prevencgdo e controle devem ser
direcionadas a todos os elos dessa cadeia (BROD; FEHLBERG, 1992). Sua ocorréncia e
transmissdo podem ser influenciadas por fatores como, caracteristicas do agente infeccioso,
suscetibilidade dos hospedeiros, concentracdo demografica, interacdo entre espécies e
populagdes, finalidade de uso dos animais e, sobretudo, pelas condi¢cdes ambientais que
permitem a manutencdo e multiplicacdo da bactéria (HERHOLZ et al., 2006). Apesar de sua
ampla distribuicdo geografica, sdo mais frequentes em regides de clima tropical (BROWN et

al., 2008), sobretudo, em razdo das condi¢cGes ambientais de calor e umidade que favorecem a
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manutencdo da bactéria no meio ambiente (ZUNINO; PIZARRO, 2007). Em regides de clima
temperado, a doenga é sazonal, com grande incidéncia nos periodos de maior densidade
pluviométrica (BHARTI et al., 2003).

Quanto a suscetibilidade dos hospedeiros, existe um grande numero de variantes
soroldgicas (sorovares) e, apesar da especificidade de sorovares por determinados hospedeiros
vertebrados (RIET-CORREA et al., 2007) cada espécie animal pode ser reservatorio de mais
de um sorovar (ACHA; SZYFRES, 2001). Os animais como hospedeiros primarios, podem
atuar como reservatorios para alguns sorovares, sendo importantes focos de infeccdo para o
homem e outras espécies, embora, possam também, agir como hospedeiros acidentais para
outros, nos quais a infeccdo pode ser grave ou fatal (LEVETT, 2001; RIET-CORREA et al.,
2007). Os seres humanos se comportam apenas como hospedeiros acidentais e terminais, tendo
pouca ou nenhuma importancia na perpetuacdo da infeccdo (BADKE, 2001).

O hospedeiro infectado por um sorovar adaptado pode ndo desenvolver a doencga ou
apresentd-la de forma discreta, mas tornar-se portador renal por longo periodo de tempo.
Quando os animais sdo infectados por sorovares ndo adaptados podem apresentar sintomas
graves, embora a fase de portador renal ocorra por periodo curto (VANASCO et al., 2003). No
entanto, esse conceito tem mudado, pois 0 que se tem visto em Vvarios estudos sdo determinadas
espécies sendo infectadas por sorovares considerados ndo adaptados e ndo manifestando a
doenca, mas apenas adquirindo caracteristica de portador renal cronico. Assim, 0 aparecimento
de sorovares incomuns pode ser explicado pelo compartilhamento do ambiente por diferentes
espécies animais, 0 que pode promover a associacdo e adaptacdo de agentes a novos
hospedeiros (AGUIAR et al., 2007).

2.3 Epidemiologia

A leptospirose esta distribuida mundialmente, particularmente prevalente nas Américas
e endémicas na América Latina e Caribe (GENOVEZ et al., 2006). Esta classificada na lista B
da Organizacédo Internacional de Epizootias (OIE) como uma enfermidade comum a varias
espécies (OIE, 2011). No Brasil, é de notificagdo compulsoria ao servico veterinario oficial
(BRASIL, 2013), porém ainda ndo existe um programa sanitario voltado para essa enfermidade
dificultando se conhecer a real extenséo das infec¢des nos rebanhos de qualquer regido do Pais.

Em animais de producdo a leptospirose € uma importante causa de diminuicdo da
producdo, estando associada a problemas reprodutivos (FORNAZARI et al., 2012). Em bovinos

as manifestacBes clinicas mais frequentes sdo aborto, repeticdo de cio e nartimorto, e muitas
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vezes sdo determinados por sorovares do sorogrupo Serjoe, principalmente o sorovar Hardjo,
pois sdo adaptados aos bovinos (MUGHINI-GRAS et al., 2014).

Inquéritos sorologicos realizados em rebanhos bovinos das diversas regides brasileiras
demonstram prevaléncias que variaram de 20,7% a 77,9% (OLIVEIRA et al.,, 2010;
SARMENTO et al., 2012; HERRMANN et al., 2012; NICOLINO et al., 2014; PIMENTA et
al.,, 2014; MINEIRO et al., 2014), evidenciando os sorovares Hardjo, Wolfi, Pomona,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola como os mais prevalentes (FAVERO et al.,
2002; LILENBAUM; SOUZA, 2003; ARAUJO et al., 2005; THOMPSON et al., 2006; LAGE
et al., 2007). O relato mais antigo que se conhece sobre a leptospirose no estado do Piaui, data-
se a partir do inicio da década de 80, com o0 aumento da demanda pelo diagnéstico laboratorial
dos bovinos com suspeita clinica decorrente de transtornos reprodutivos. Um estudo
retrospectivo, entdo, a partir de exames realizados no periodo de 1984 a 1997, contribuiu
consideravelmente para o conhecimento das variantes soroldgicas de leptospiras predominantes
em bovinos de varios estados brasileiros, incluindo o Piaui (FAVERO et al., 2002). Nesse
estudo foram investigados 10 municipios piauienses, e todos apresentaram rebanhos positivos,
com 56,0% dos animais infectados.

Um estudo de prevaléncia mais recente conduzido na bacia leiteira de Parnaiba, regido
litordnea piauiense, detectou 52,9% de animais sororreagentes a Leptospira spp. Todos 0s
rebanhos examinados encontravam-se infectados por pelo menos um sorovar, com maior
prevaléncia da infeccdo para o Hardjo (39,5%). Um aspecto que deve ser considerado é que a
vacinacdo contra leptospirose ndo era realizada nesses rebanhos, admitindo-se que tais
resultados estdo associados a infeccdo natural (MINEIRO et al., 2007).

A infeccdo de ovinos por Leptospira spp., conforme evidenciada por inquéritos
soroldgicos realizados em diversos paises, parece ser comum e estar associada na maioria dos
casos a presenca do sorovar Hardjo, o maior responsavel pelas perdas reprodutivas em bovinos
e também causador de abortamentos nas ovelhas (CICERONI et al., 2000; HERRMANN et al.,
2004). Em relacéo a leptospirose caprina, embora tenha frequéncia reduzida, uma vez que essa
espécie é considerada menos susceptivel a infeccdo (LEON-VIZCAINO et al., 1987), sua
disseminacdo é um fato real e crescente (LANGONI et al., 1995), com relatos no Brasil que
demonstraram soropositividades variando de 24% a 76% (CUNHA et al., 1999), sendo o
sorovar Harjo, também, o principal responsavel pela infeccdo (FANG et al. 2014). Entre os
fatores envolvidos na transmissao, a criagdo consorciada com bovinos tem sido apontada como

um dos principais, em que ovinos e caprinos adquirem a infeccdo preferencialmente pelo
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contato direto com urina ou 4gua contaminada nos bebedouros coletivos (LILENBAUM et al.,
2008). A leptospirose em pequenos ruminantes pode se apresentar de forma aguda, sendo
caracterizadas pelo aumento da temperatura corporal, anorexia, depressao, ictericia e sindromes
anémicas ou hemorragicas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010), entretanto a forma crénica é mais
frequente e caracterizada por infertilidade, aborto, natimortalidade e diminui¢do da produgéo
de leite, causando substanciais perdas econdmicas (LILENBAUM et al., 2009).

2.4 Patogenia

A transmissdo da leptospirose ocorre, geralmente, através do contato direto com sangue
ou urina de animais infectados ou indiretamente, mediante exposicdo prolongada dos animais
susceptiveis ao solo e agua contaminada ou ingestdo de alimentos contaminados com urina de
animais infectados (PAPPAS; CASCIO, 2006, PICARDEAU, 2013). Também ja foram
relatadas as formas de transmiss&o placentaria e venérea (ACHA; SZYFRES, 2001).

As leptospiras apds penetrarem no organismo através das mucosas, da pele integra
guando imersa em &gua contaminada por tempo prolongado ou da pele com solucdo de
continuidade (LEVETT, 2001; RIET-CORREA et al., 2007) superam os mecanismos de defesa
ndo especificos, ganham a corrente sanguinea e se disseminam para varios 6rgdos e tecidos,
caracterizando um quadro agudo septicémico denominado leptospiremia (FAGUNDES, 2008).
As que conseguem evadir-se das células do sistema fagocitico mononuclear comecam a se
multiplicar exponencialmente, dobrando a cada 8 horas. Nao ha evidéncias de que leptospiras
fagocitadas sobrevivam por muito tempo no interior dos fagdcitos, embora cepas virulentas
tenham a capacidade de atenuar a resposta fagocitica mediante ativacdo da apoptose de
macrofagos (TULSIANI et al., 2010).

Caso os mecanismos de defesa do hospedeiro possibilite que elas ultrapassem a primeira
fase da infeccdo, inicia-se a fase imunoldgica humoral e celular ou de leptospirdria, na qual séo
demonstrados niveis varidveis de anticorpos circulantes e as leptospiras desaparecem
completamente da circulacdo (LEVETT, 2001) se refugiando para 6rgdos onde a imunidade
humoral € reduzida, como para luz dos tubulos renais. A colonizagéo renal caracteriza a fase de
leptospirdria, em que leptospiras sdo excretadas na urina (ALCINDO, 2010).

As leptospiras sdo altamente invasivas e iniciam o processo de inflamacéo generalizada
mediante varios fatores antigénicos de membrana, incluindo lipopolissacarideos (LPS),
peptideoglicanos, hialuronidases, fosfolipases e glicolipoproteinas (YANG; WU; PAN, 2001,
SITPRIA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003), que danificam as membranas das



19

células endoteliais levando ao rompimento de pequenos vasos sanguineos (LAFETA, 2006) e
a migracdo das bactérias para 0s espacos extravasculares. As lesdes preliminares sdo atribuidas
a acdo mecanica dos microrganismos na parede dos vasos sanguineos ocasionando as
hemorragias (FAGUNDES, 2008).

2.5 Les0es renais na leptospirose

O orgéo alvo, onde as lesdes provocadas por L. interrogans sdo observadas em maior
intensidade, sdo os rins, embora figado, pulmdes, coracdo e Utero também possam ser
acometidos (YANG; WU; PAN, 2001, SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH,
2003).

No homem, a nefropatia causada pelas leptospiras tem sido estudada de forma mais
consistente (SITPRIJA et al.,, 1980), mas nos animais pouco se sabe sobre os padrdes
morfolégicos e sobre a patogenia da lesdo renal. As leptospiras podem comprometer vérias
estruturas dos rins, mas as lesdes tubulo-interticiais sdo as mais comuns e caracterizam a
alteracdo patoldgica bésica da doenca (MAXIE, 1993). Geralmente o acometimento é
multifocal com um quadro que varia desde uma nefrite intersticial inespecifica até necrose
tubular aguda (ABDULKADER; SILVA, 2008). A nefrite intersticial cronica é marcada pela
presenca de infiltrado inflamatdrio constituido de linfocitos, plasmoécitos (YENER; KELES,
2001; SAGLAM; TEMUR; ASLAN, 2003) e macréfagos (ROSSETTI et al., 2004), de
localizacdo periglomerular, perivascular e intertubular (YENER; KELES, 2001; SAGLAM,;
TEMUR; ASLAN, 2003; MARINHO et al., 2003), visualizado macroscopicamente como
manchas brancas subcapsulares (MARTINEZ et al., 2006; DORJEE et al., 2009; ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). Estudos envolvendo lesdo renal em ovinos, ratos, suinos e cdes
naturalmente infectados por Leptospira spp e modelos experimentais infectados ja tem sido
demonstrado e as lesdes ocorrem de forma semelhante as descritas nos seres humanos
(CARVALHO et al., 2008; AGUDELO-FLOREZ et al., 2013; GONCALVES et al., 2014;
CARNEIRO, 2014).

Sobre 0 mecanismo de lesdo renal na leptospirose ainda hd muito que se investigar. Nem
sempre as lesBes renais verificadas estardo associadas a agressao tecidual direta do agente, pois
esse, as vezes pode ndo ser encontrado na area lesada (MARINHO et al., 2003). Estudos
mostram que a participacdo da imunidade humoral e celular (ABDULKADER et al., 2002;
DORIGATTI et al., 2005), a acdo de citocinas pré inflamatorias como TNF-a ¢ IL-1 (CINCO
etal., 1996; BARNES et al., 1997; BARNETT et al., 1999; LEVETT, 2001) e o envolvimento
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de linfécitos Thl e Th2, também podem ser causas de lesdo renal, resultando em nefropatia
imunomediada (VISITH et al., 2005). Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos,
como a apoptose (WONG et al., 2001), forma ativa de morte celular, controlada geneticamente,
que desempenha um papel importante na manutencao dos tecidos e homeostase dos 6rgédos. A
apoptose é um fendmeno complexo, caracterizado por alteracdes morfolégicas e bioquimicas,
envolvendo fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e formacdo de corpos
apoptoticos, sendo regulado por moléculas extrinsecas e intrinsecas a célula (ORTIZ et al.,
2000). Tem sido bastante estudada em varios processos patoldgicos (WONG et al., 2001), como
por exemplo nas doengas infecciosas (BARR; TOMEI, 1994), e documentada no curso da leséo
renal, tanto em modelos animais como na doenca renal clinica (ORTIZ-ARDUAN, 1994). Em
condic¢des normais, a apoptose é benéfica, pois mantém a fisiologia renal equilibrada, regulando
0 numero de células durante inducdo e resolucdo de injurias renais (ORTIZ et al., 2002).
Entretanto, promove perdas significativas das células epiteliais renais (SANZ et al., 2008)
quando as taxas apoptdticas ultrapassam as taxas mitoticas das células do parénquima renal
causando fibrose renal (ORTIZ et al., 2000).

Diversas citocinas e mediadores inflamatorios estdo envolvidos na inducdo de apoptose
renal (ORTIZ et al., 2000), mediante ligacdo aos receptores especificos de superficie e
sinalizacdo da célula para que se inicie o programa de morte celular (ORTIZ et al., 2000).
Dentre esses “ativadores de morte” destacam-se 0 TNF-a (Fator de Necrose Tumoral o) e 1L-1
(Interleucina 1) (GOMEZ-CHIARRI et al., 1994), que podem ser sintetizados por leucdécitos,
células mesangiais, células epiteliais tubulares renais, células endoteliais e fibroblastos renais
(ORTIZ et al., 2000).

Muitos micro-organismos patogénicos ja foram relatados induzir a apoptose de células
do sistema imune, alterando suas fun¢fes imunoldgicas (KHELEF et al., 1993). Acredita-se
que leptospiras patogénicas induzam apoptose in vivo e in vitro de macrofagos, porém, com
mecanismos pouco esclarecedores (MERIEN; BARANTON; PEROLAT, 1997). Apoptose
renal em ovinos infectados com leptospiras virulentas ja foi demonstrado (CARVALHO et al.,
2008). Em caprinos infectados por leptospiras ndo existe nenhum estudo sobre apoptose renal.

Diante do exposto e considerando a importancia da leptospirose sob 0s aspectos
econbmicos e de saude publica, a pesquisa tem como objetivo fazer um levantamento
soroepidemiologico da leptospirose em bovinos, ovinos e caprinos de criagdes consorciadas em

propriedades da Microrregido de Teresina, Piaui, identificar os sorovares predominantes nessa
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regido e os fatores de risco associados a soroprevaléncia, bem como caracterizar as lesGes renais
em caprinos naturalmente infectados.

Essa tese apresenta a seguinte estrutura formal: uma introducéo seguida de revisdo de literatura
contendo os objetivos; capitulo I, contendo o artigo intitulado “Soroprevaléncia e fatores de
risco para leptospirose em bovinos, ovinos e caprinos da microrregido de Teresina, estado do
Piaui, Nordeste do Brasil”, que sera submetido para publica¢do no perioddico Tropical Animal
Health and Production e capitulo I1, contendo o artigo intitulado “Caracterizacdo da leséo
renal em caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp., que serd submetido para
publicacdo no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira. Os artigos foram formatados
conforme as exigéncias dos periodicos cientificos em que serdo encaminhados para publicacdo.
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3CAPITULO I
Soroprevaléncia e fatores de risco para leptospirose em bovinos, ovinos e caprinos da

microrregiao de Teresina, estado do Piaui, Nordeste do Brasil
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Resumo: A leptospirose € uma doenca endémica na América Latina, causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira. E considerada uma das principais responséaveis pelo impacto
econbmico negativo na pecuaria nacional e mundial, causando problemas reprodutivos. A
pesquisa teve como objetivo determinar a prevaléncia de leptospirose em bovinos, ovinos e

caprinos de cria¢fes consorciadas na Microrregido de Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil, bem
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como identificar os sorotipos prevalentes e fatores de risco associados a soroprevaléncia. Foram
analisadas amostras de soro de 336 ovinos, 292 caprinos e 253 bovinos utilizando o teste de
aglutinacdo microscépica (MAT). No geral, 378 amostras foram positivas na MAT, com
soroprevaléncia de 42,86%. As prevaléncias em bovinos, ovinos e caprinos foram 50,51%,
40,48% e 34,59%, respectivamente. Todos os rebanhos apresentaram pelo menos um animal
soropositivo e a associacdo sorovar Hardjo/Wolffi o mais comum em bovinos e
Icterohaemorrhagiae em caprinos e ovinos. A exploracédo de corte (OR = 4,94), rebanho bovino
com mais de 35 animais (OR = 4,03), alimentac¢éo a pasto (OR = 6,37), acude e/ou riacho como
fonte de d4gua (OR = 2,14) e ndo ter assisténcia veterinaria (OR = 2,89) foram fatores de risco
para a infeccdo de bovinos. Para ovinos, a criacdo intensiva (OR = 5,33), instala¢6es do tipo
ripado suspenso (OR = 2,22), ter mais que 20 ovelhas em reproducéo na propriedade (OR =
1,89) e auséncia de vermifugacdo (OR = 3,49) foram os fatores de risco, enquanto que, para
caprinos, os fatores de risco identificados foram rebanho ovino com mais de 52 animais (OR =
1,85) e ndo possuir assisténcia veterinaria (OR = 1,82). Conclui-se que a infec¢do esta
disseminada em rebanhos consorciados nessa regido. Dessa forma, é necessario orientar 0s
produtores sobre os prejuizos causados por esta doenca, para que possam ser tracadas
estratégias de prevencdo e controle, voltadas principalmente para medidas sanitarias e de

manejo dos animais.

Palavras-chave: Soroepidemiologia, Leptospirose, Pequeno ruminante, Bovino, Nordeste do

Brasil

Abstract: Leptospirosis is an endemic disease in Latin America, caused by pathogenic bacteria
of the genus Leptospira. It is considered one of the main responsible for the negative economic

impact on global livestock by causing reproductive problems. The research aimed to determine
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the prevalence of leptospirosis in cattle, sheep and goats at consorted rearing in the micro-region
of Teresina, Piaui State, Northeastern Brazil, as well as to identify prevalent serovars and risk
factors associated with seroprevalence. Serum samples were analyzed in 336 sheep, 292 goats
and 253 cattle using the microscopic agglutination test (MAT). Overall, 378 samples were
positive at MAT, with seroprevalence of 42.86%. The prevalences in cattle, sheep and goats
were 50.51%, 40.48% and 34.59%, respectively. All herds presented at least one seropositive
animal and the Hardjo/Wolfi serovar association was the most common in cattle and
Icterohaemorrhagiae in goats and sheep. Beef production (OR = 4.94), cattle herd over 35
animals (OR = 4.03), feeding on pasture (OR = 6.37), weir and / or stream as water source (OR
=2.14) and no veterinary assistance (OR = 2.89) were risk factors for cattle infection. For sheep,
intensive management system (OR = 5.33), suspended slatted installations (OR = 2.22), more
than 20 sheep in reproduction on the property (OR = 1.89) and absence of vermifugation (OR
= 3.49) were the risk factors, while for goats, the identified risk factors were herd sheep over
52 animals (OR = 1.85) and no veterinary assistance (OR = 1.82). We conclude that the
infection is spread in consorted herds in this region. In this way, it is necessary to guide
producers about the damages caused by this disease, so preventive and control strategies can be

outlined, mainly focused on sanitary measures and animal handling.

Keywords: Seroepidemiology, Leptospirosis, Small ruminant, Cattle, Northeastern Brazil

Introducéo

A producdo de bovinos, ovinos e caprinos sdo atividades exploradas em todos os
continentes, estando em areas que apresentam as mais diversas caracteristicas edafoclimaticas.
No Brasil sdo atividades importantes tanto do ponto de vista social como econémico (IBGE,

2014). O Nordeste brasileiro € o maior produtor de caprinos e ovinos, concentrando nessas
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atividades 91,6% e 57,5% da producdo nacional, respectivamente. A regido se destaca na
exploracdo de ruminantes domésticos e pelo potencial da vegetacdo natural para a manutengéo
e sobrevivéncia dessas espécies. O estado do Piaui ocupa o terceiro lugar na producdo de
caprinos do Brasil, com efetivo de 1.234 milhdes de cabecas (13,9%). Ja& a ovinocultura
apresenta-se com cerca de 1.210 milhGes de cabecas (6,9%), com producéo inferior aos estados
do Rio Grande do Sul, Bahia, Ceard e Pernambuco. Embora a bovinocultura ndo seja tdo
expressiva como a cria¢do de pequenos ruminantes, ainda concentra uma parcela de 0,8% da
producdo nacional (IBGE, 2014).

O desenvolvimento dessas atividades no Nordeste é afetado pelas praticas de manejo
sanitario ineficientes, que acabam aumentando a incidéncia de doencas e determinando a baixa
produtividade no setor (Pinheiro et al., 2000). Tem ganhado destaque os problemas sanitarios
de ordem infecciosa, que sdo multietioldgicos e caracterizados, principalmente, por causarem
transtornos reprodutivos em animais de producdo, podendo ocorrer tanto de forma epidémica
como endémica (Junqueira; Alfieri, 2006).

Neste contexto assume destaque a leptospirose, que esta distribuida mundialmente,
sendo prevalente nas Américas e endémica na América Latina e Caribe (Genovez et al., 2006).
E causada por bactérias pertencentes a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género
Leptospira (Lee et al., 2000), sendo considerada uma das principais responsaveis pelo impacto
econdmico negativo na pecudria nacional e mundial, por causar problemas reprodutivos, como
abortamentos, infertilidade, repeticdes de cio, ocorréncia de natimortos e retencdo placentéria,
resultando em baixa produtividade (Givens, 2006). Além disso, assume papel relevante do
ponto de vista da satde publica por ser zoonose de risco ocupacional (Vasconcelos, 2003).

No Brasil, a leptospirose € de notificacdo compulsoria ao servico veterinario oficial
(Brasil, 2013), porém ainda n&o existe um programa sanitério voltado para essa enfermidade, o

que dificulta o conhecimento da distribuicdo da infeccdo nos rebanhos. Dessa forma,
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considerando a importancia da leptospirose sob 0s aspectos econdémicos e de satde publica,
este trabalho teve como objetivo determinar a soroprevaléncia de leptospirose em bovinos,
ovinos e caprinos de criages consorciadas em propriedades rurais da microrregido de Teresina,
estado do Piaui, Nordeste do Brasil, identificar os sorovares predominantes e identificar fatores

de risco associados a soroprevaléncia.

Material e métodos
Descricdo da area de estudo

A microrregido de Teresina esta situada na Mesorregido Centro-Norte do Piaui, sendo
constituida por quatorze municipios (Figura 1). Caracteriza-se por possuir clima tropical
semiumido com duas estacdes bem definidas, sendo um periodo chuvoso de dezembro a abril
e um periodo seco de maio a hovembro. A temperatura varia de 22°C a 37°C, precipitacdo
pluviométrica média de 1.400 mm e umidade relativa de 40 a 80%. E composta por floresta
decidual secundaria mista, caatinga/cerrado, cerrado floresta e babacual (Medeiros, 2004). A
microrregido abrange area total de 9.213,120 km? e possui efetivo de rebanho bovino, ovino e

caprino estimado em 81, 86 e 110 mil cabegas, respectivamente (IBGE, 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Mesorregi%C3%A3o_do_Centro-Norte_Piauiense
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_tropical_com_esta%C3%A7%C3%A3o_seca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_tropical_com_esta%C3%A7%C3%A3o_seca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Km%C2%B2
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Figura 1. Mapa do Estado do Piaui, Nordeste do Brasil. Detalhes mostram a microrregiéo de Teresina
dentro do estado do Piaui.

Delineamento amostral

Para determinacdo do tamanho da amostra (n) para cada espécie animal, considerou-se
prevaléncia esperada de 50% para maximizacdo da amostra e erro absoluto de 7%, com nivel
de confianca de 95% (Thrusfield, 2007), utilizando-se a formula para amostras simples
aleatdrias descrita abaixo, na qual n= tamanho da amostra baseada em uma populacao infinita;
Pesp= prevaléncia esperada; 1,96= valor do nivel de confianga a 95%; d= erro absoluto.

1.96%2Pesp(1 — Pesp)

n

O numero minimo da amostra foi de 196 animais para cada espécie, no entanto, foram
colhidas amostras de soro de 336 ovinos, 292 caprinos e 253 bovinos, totalizando 882 animais

de 33 propriedades rurais de criacdo consorciada (bovinos, ovinos e caprinos) selecionadas por
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sorteio aleatorio simples a partir do cadastro na Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do
Piaui (ADAPI). Os municipios incluidos na pesquisa foram: Altos, Beneditinos, Coivaras,
Curralinhos, Demerval Lobdo, José de Freitas, Lagoa Alegre, Lagoa do Piaui, Nazaria, Pau
Darco, Teresina e Unido. Dois municipios, Miguel Ledo e Monsenhor Gil foram excluidos da
pesquisa por nao terem propriedades de criacdo consorciada com as trés espécies. As amostras
foram estratificadas seguindo a proporcionalidade de acordo com o efetivo do rebanho de cada

municipio.

Coleta das amostras

Foram coletadas amostras sanguineas de bovinos, ovinos e caprinos, machos ou fémeas,
de idades e racas variadas, através de puncdo da veia jugular com tubos a vacuo sem
anticoagulante, posteriormente centrifugadas a 10.000g por 5 minutos para obtenc¢éo dos soros,
que foram armazenados em microtubos de 1,5 ml e estocados a -20°C até a realizacdo do
diagndstico soroldgico de leptospirose.

Em cada propriedade foi aplicado um questionario epidemioldgico para analise dos
fatores de risco, no qual foi abordado variaveis relativas a exploracao principal (corte/leite),
tamanho do rebanho (ponto de corte: 3° quartil), sistema de criagdo (intensivo/semi-
intensivo/extensivo), tipo de instalacdo (ripado  suspenso/galpdo), alimentacédo
(pasto/volumoso/concentrado), tipo de cobertura (& campo/controlada), ocorréncia de aborto,
repeticdo de cio e parto distdcico (sim/ndo), limpeza e desinfeccdo das instalacdes (sim/ndo),
vacinacdo (sim/ndo), vermifugacdo (sim/ndo), presenca de ratos, outros animais domesticos e
silvestres (sim/nédo), fonte de 4gua da propriedade (acude ou riacho/poco tubular) e assisténcia

veterinaria (sim/n&o).
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Diagnostico soroldgico da infecgcdo por Leptospira spp.

O diagnostico de leptospirose foi realizado pela técnica de Soroaglutinacéo
Microscopica (SAM). A técnica foi realizada conforme as recomendacdes de Galton et al.
(1965), utilizando colecdo de antigenos composta por 22 sorovares de Leptospira spp.:
Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo, Canicola, Castellonis, Copenhageni,
Cynopteri, Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama,
Pomona, Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi, Whitcombi e Wolffi. Foram considerados
reagentes os soros com 50% de leptospiras aglutinadas por campo microscopico em aumento
de 100 vezes. As amostras reativas na titulacdo 1:100 foram novamente diluidas de forma
seriada na razao dois até a determinacdo da diluicdo maxima positiva que apresentasse 50% de
aglutinacdo. O sorovar registrado foi o que apresentou maior titulacdo, sendo as demais
aglutinacdes consideradas reacGes cruzadas. Os animais que apresentaram dois ou mais
sorovares com titulos idénticos foram positivos, tendo sido considerados para o célculo de
prevaléncia, embora desconsiderados para o calculo do sorovar mais frequente, com exce¢do

da coaglutinacdo Hardjo/Wolffi por pertencerem ao mesmo sorogrupo.

Andlise estatistica

Para a andlise de possiveis fatores de risco associados com a soropositividade para
leptospirose foram utilizados os dados obtidos com os questionarios epidemioldgicos. Essa
analise foi conduzida em duas etapas: anélise univariavel e analise multivaridvel. Na analise
univariavel, cada variavel independente foi cruzada com a variavel dependente (resultado da
sorologia), e aquelas que apresentaram valor de p < 0,20 pelo teste de qui-quadrado ou teste
exato de Fisher (Zar, 1999) foram selecionadas para a analise multivariavel, utilizando a

regressédo logistica multipla (Hosmer e Lemeshow, 2000). O nivel de significancia adotado na
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179  analise mdltipla foi de 5% e todas as analises foram realizadas com o programa SPSS 20.0 for
180  Windows.

181

182  Resultados

183 Das 882 amostras de soros analisadas, 378 foram positivas na técnica de SAM, obtendo-
184  se soroprevaléncia de 42,86%, considerando-se o rebanho geral. A prevaléncia de infeccdo em
185  bovinos, ovinos e caprinos correspondeu a 50,51%, 40,48% e 34,59% respectivamente, com
186 titulos de anticorpos que variaram de 1:100 a 1:3200 (Tabela 1). Os 33 rebanhos analisados
187  foram focos de infeccdo, apresentando pelo menos um animal positivo para um dos 22
188  sorovares de Leptospira spp. testados. O sorovar mais frequente foi o Icterohaemorrhagiae

189  (53,19%) (Tabela 2).

190
Tabela 1. Prevaléncia de animais soropositivos para leptospirose na
Microrregido de Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil.
. Animais Prevaléncia
Especie *1C 95%
P Amostrados  Positivos (%) °
Ovinos 336 136 40,48% 35,23 -45,73
Caprinos 292 101 34,59% 29,13 - 40,05
Bovinos 254 141 50,51% 49,49 - 61,62
Total de animais 882 378 42,86% 39,59 - 46,12
*1C 95% - Intervalo de confianca a 95%
191

Tabela 2. Sorovares de Leptospira sp. prevalentes em bovinos, ovinos e caprinos soropositivos na
Microrregido de Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil.

Sorovar Proporgdo de reagentes Prevaléncia (%) *1C 95%
Icterohaemorrhagiae 175/329 53,19% 47,80 - 58,58
Hardjo-Wolffi 42/329 12,77% 9,16 - 16,38
Pomona 27/329 8,21% 5,24-11,18
Pyrogenes 26/329 7,90% 4,99 - 10,81
Hardjo 24/329 7,29% 4,48 - 10,10
Bratislava 20/329 6,08% 3,50 - 8,66
Wolffi 8/329 2,43% 0,77 - 4,09
Australis 3/329 0,91% 0-1,94
Grippotyphosa 2/329 0,61% 0-145
Canicola 1/329 0,30% 0-0,89
Tarassovi 1/329 0,30% 0-0,89

*IC 95% - Intervalo de confianca a 95%
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Quando a distribuicdo dos sorovares infectantes foi realizada por espécie, 0 mais
frequente em bovinos foi a associacdo Hardjo/Wolfi com 30,65%, e em ovinos e caprinos foi o

Icterohaemorrhagiae, com 68,42% e 78,02%, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Sorovares de Leptospira spp. prevalentes em bovinos, ovinos e caprinos da Microrregido
de Teresina, estado do Piaui, Nordeste do Brasil, de acordo com a espécie animal.

Bovinos Ovinos Caprinos
Sorovar Reagentes Fre%}:)nua Reagentes Fre((q;:)nma Reagentes Fre?(;t)a)nma
Australis 2/124 1,6 - - 1/91 1,1
Bratislava 12/124 9,7 4/114 3,5 4/91 4.4
Canicola - - - - 1/91 1,1
Grippotyphosa 1/124 0,8 1/114 0,9 - -
Hardjo 22/124 17,7 2/114 1,8 - -
Hardjo/Wolffi 38/124 30,6 4/114 3,5 - -
Icterohaemorrhagiae 26/124 21 78/114 68,4 71/91 78
Pomona 11/124 8,9 16/114 14 1/91 11
Pyrogenes 5/124 4 9/114 7,9 12/91 13,2
Tarassovi 1/124 0,8 - - - -
Wolffi 6/124 4,8 - - 1/91 11

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da analise univariada com as variaveis mais
associadas (p < 0,20) a soropositividade em bovinos, ovinos e caprinos para qualquer sorovar
de Leptospira spp., e na Tabela 5 os modelos finais de regressdo logistica com os fatores de
risco. Exploracdo de corte (OR= 4,94), rebanho bovino acima de 35 animais (OR= 4,03),
alimentacdo a pasto (OR= 6,37), acude e/ou riacho como fonte de agua da propriedade (OR=
2,14) e ndo ter assisténcia veterindria (OR= 2,89) foram fatores de risco para a infeccdo de
bovinos por qualquer um dos sorovares. Para ovinos, a criagdo intensiva (OR= 5,33),
instalacOes do tipo ripado suspenso (OR= 2,22), ter mais que 20 ovelhas em reproducéo na
propriedade (OR=1,89) e ndo realizar a vermifugacdo dos animais (OR= 3,49) foram os fatores
de risco, enquanto que, para caprinos, os fatores de risco identificados foram rebanho ovino

acima de 52 animais (OR= 1,85) e ndo possuir assisténcia veterinaria (OR= 1,82).
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210
Tabela 4. Analise univariada dos fatores de risco para leptospirose bovina, ovina e caprina na
Microrregido de Teresina, estado do Piaui, Nordeste do Brasil, com as varidveis mais associadas (p <
0,20).
Variavel Expostos/positivos Expostos/negativos Valor de p
Bovinos
Exploracdo de corte 129/141 91/113 0,018
Rebanho bovino > 35 animais 79/141 43/113 0,006
Rebanho ovino > 55 animais 75/141 44/113 0,033
Criacdo intensiva 15/141 4/113 0,004
Alimentacéo: pasto 139/141 101/113 0,004
Fonte de agua: agude/riacho 57/141 19/113 < 0,001
Néo ter assisténcia veterinaria 88/141 51/113 0,009
Ovinos
Rebanho ovino > 52 animais 72/136 88/200 0,134
Criagdo intensiva 15/136 5/200 0,001
Tipo de instalagéo: ripado suspenso 47/136 29/200 < 0,001
Ocorréncia de aborto 104/136 134/200 0,080
Ovelhas em reprodugdo > 20 animais 74/136 83/200 0,027
Nao vermifugar os animais 24/136 14/200 0,004
Aborto em outras espécies 13/136 7/200 0,039
Caprinos
Rebanho ovino > 52 animais 55/101 83/192 0,088
N&o ocorréncia de aborto 40/101 571192 0,113
Fonte de &gua ndo ser poco tubular 7/101 3/192 0,035
N&o ter assisténcia veterinaria 64/101 102/192 0,119
211
212
Tabela 5. Regressdo logistica para os fatores de risco associados a leptospirose bovina, caprina e ovina na
Microrregido de Teresina, estado do Piaui, Nordeste do Brasil.
Fator de risco Coeflmen'Ee de Erro padréo Odds ratio IC 95% p
regressao (OR)
Bovinos
Exploracgdo de corte 1,597 0,458 4,94 2,01-12,13  <0,001
Rebanho bovino > 35 animais 1,394 0,362 4,03 1,98-8,19 <0,001
Alimentacéo (pasto) 1,851 0,832 6,37 1,25-32,50 0,026
Fonte de &gua (agude/riacho) 0,760 0,345 2,14 1,09-4,21 0,028
N&o ter assisténcia veterinaria 1,060 0,325 2,89 1,53-5,46 0,001
Caprinos
Rebanho ovino > 52 animais 0,616 0,261 1,85 1,11-3,09 0,018
Nao ter assisténcia veterinaria 0,597 0,266 1,82 1,08-3,06 0,025
Ovinos
Criagdo intensiva 1,673 0,563 5,33 1,77-16,04 0,003
Instalacdo (ripado suspenso) 0,796 0,305 2,22 1,22-4,03 0,009
Ovelhas em reproducéo (> 20) 0,638 0,248 1,89 1,16-3,08 0,010
N&o vermifugar os animais 1,249 0,392 3,49 1,62-7,52 0,001
213

214
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Discussao

A elevada prevaléncia da infecdo nos animais (42,86%) e nas propriedades (100%)
observada nesse estudo sugere infeccdo natural, uma vez que 0s questionamentos sobre o
manejo sanitario foram realizados, constatando-se que a vacinacao contra leptospirose néao foi
praticada nesses rebanhos. Entre os animais soropositivos, 74,77% apresentaram titulos de
1:100 e 1:200, sugerindo infeccdo cronica. Esse tipo de infeccao € particularmente determinado
por sorovares adaptados acompanhadas por baixos titulos de anticorpos (Kasimanickam et al.
2007). Dos animais soropositivos 25,23% apresentaram titulos de anticorpos que variaram de
1:400 até 1:3200, o que indicaria infeccdo aguda se caso esses elevados titulos estivessem
associados a manifestacGes clinicas, como febre, depressdo, anorexia e ictericia (Adler;
Moctezuma, 2010), o que n&o foi observado nos animais desse estudo. E importante destacar
gue a extensdo da endemicidade em uma regido especifica pode ser considerada para a
determinacdo de um ponto de corte apropriado na sorologia, sugerindo que o0s pontos de corte
podem variar entre espécies e/ou regides estudadas (Picardeau, 2013).

A prevaléncia nos bovinos foi a mais elevada entre as espécies desse estudo (50,51%).
Inquéritos soroldgicos para deteccdo de anticorpos anti-leptospiras em rebanhos bovinos de
varios estados brasileiros demonstraram diferentes prevaléncias, revelando que a infeccao esta
disseminada conforme evidenciado em estudos conduzidos na Bahia, com 45,43% de bovinos
sororreagentes (Oliveira et al. 2009), no Maranhdo, 35,94% (Silva et al., 2012), na Paraiba,
61,1% (Pimenta et al., 2014), em Goias, 62,20% (Marques et al., 2010), no Mato Grosso do
Sul, 70% (Figueiredo et al., 2009), no Centro-Sul do Paran, 66,06% (Hashimoto et al., 2012)
e nas Mesorregides Sudeste e Sudoeste do Rio Grande do Sul, 83,10% (Herrmann et al., 2012).

Varios inquéritos soroldgicos realizados no Brasil apontaram os sorovares Hardjo,
Wolfi, Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Canicola como os mais prevalentes em

bovinos (Favero et al., 2002; Lilenbaum; Souza, 2003; Araujo et al., 2005; Thompson et al.,
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2006; Lage et al., 2007) e, na escala de importancia, o Hardjo como sendo o mais difundido e
responsavel pelo impacto econémico na pecuaria bovina por causar transtornos reprodutivos
(Gomes, 2008). Por ser um sorovar adaptado, os bovinos podem se comportar como
reservatorios, atuando como fontes de infeccdo para bovinos e outras espécies, principalmente
caprinos e ovinos que compartilnam da mesma area (Lilenbaum et al., 2008).

O sorogrupo Hardjo/Wolfi foi o mais frequente nos bovinos no presente estudo
(30,65%), com titulos de anticorpos que variaram de 1:100 até 1:3200, seguidos dos sorovares
Icterohaemorrhagiae (21%), Hardjo (17,7%) e Wolffi (4,8%). Embora o Hardjo ndo tenha se
destacado como o sorovar mais frequente, & importante ressaltar que reacfes cruzadas com
Wolffi ocorrem constantemente devido as estreitas relagdes antigénicas entre ambos (Costa et
al., 1998).

No modelo final de regressdo logistica constatou-se que bovinos de propriedades de
exploracdo do tipo corte apresentaram 4,94 vezes mais chances de serem soropositivos. Esse
achado concorda com um estudo realizado em fémeas bovinas do Estado do Mato Grosso do
Sul que apontou os rebanhos de exploracdo do tipo corte como mais susceptiveis em relacao
aos rebanhos leiteiros (Figueiredo et al., 2009). Outro estudo também apontou os rebanhos de
exploracdo de corte como mais propensos a infeccéo, condicdo possivelmente relacionada as
diferencas de manejo, como a monta natural em rebanhos de corte e inseminacéo artificial em
rebanhos leiteiros (Prescott et al., 1988).

A presenca de mais de 35 animais no rebanho (OR= 4,03) também foi identificada,
nesse estudo, como fator de risco para a infeccao por qualquer sorovar. Quanto maior o rebanho,
maiores sdo as chances de um hospedeiro susceptivel ser exposto ao um agente etioldgico.
Resultados semelhantes foram encontrados em rebanhos de fémeas bovinas no estado da Bahia
(Oliveira et al., 2010). Além disso, bovinos que se alimentavam no pasto tiveram 6,37 vezes

mais chances de serem soropositivos. A presenca de pastos e/ou fontes de d&gua contaminadas
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comuns a outros rebanhos, como ovino e caprino, por exemplo, e a interacdo com espécies
silvestres podem refletir significativamente na transmissdo. Sabe-se que o agente, uma vez
presente no ambiente, permanece viavel por longos periodos, dependendo das condicdes de
umidade, temperatura e sombreamento, aumentando a chance de contato e infec¢cdo de um novo
individuo susceptivel (Faine et al., 1999).

As variaveis exploracao de corte, rebanho acima de 35 animais e alimentacéo ser pasto
em conjunto se assemelham bem a um sistema de criagdo extensiva, no qual os animais
permanecem a maior parte do tempo a campo sem passar por um manejo sanitario periédico, o
que facilitaria a manutencao e a disseminacdo da infec¢éo para outros bovinos, caso a infeccédo
ja estivesse instalada no rebanho. Outro estudo apontontou a densidade de cabecas por area de
pastejo como sendo um fator de risco para leptospirose mais importante do que o préprio
tamanho do rebanho, por possibilitar maior contato entre os animais, facilitando a disseminacgéo
da infeccdo (Genovez et al., 2006), entretanto, essa variavel nao foi avaliada.

A fonte de &gua na propriedade ser acude e/ou riacho reforca ainda mais a importancia
da &gua na cadeia epidemioldgica da leptospirose, por ser considerada o fator ambiental mais
importante na manutenc¢do do agente (Adler; Moctezuma, 2010). A regido estudada é banhada
por dois rios perenes que formam pequenos riachos e acudes. Esses recursos hidricos
geralmente sdo caracterizados por agua doce de pH neutro a levemente alcalino que sdo
ambientes favoraveis para as leptospiras permanecerem viaveis por véarias semanas (Brod,;
Fehlberg, 1992). Agua de agude e/ou riacho ter sido considerado fator de risco para a infeccéo
nesse estudo pode ter ocorrido pelo acesso direto dos animais as fontes de 4gua contaminada
ou de forma indireta através de roedores e outras espécies silvestres carreando a infecgéo para
0s bebedouros, cochos e pasto onde residem os animais. Um estudo no Maranhdo também

detectou fonte de &gua de acude como fator de risco para a infeccdo em rebanhos ovinos
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(Carvalho et al., 2014), embora outro tenha mostrado que a fonte de fornecimento de agua néo
se relacionou com a presenca de leptospirose em bovinos (Juliano et al., 2000).

A auséncia de assisténcia veterindria constituiu-se, também, fator de risco para
leptospirose em bovinos, pois a falta de orientagdo dos produtores acerca das principais medidas
de controle e profilaxia relacionadas a essa enfermidade faz com que a maior parte dos
produtores, principalmente dos pequenos, busque 0s servicos veterinarios apenas quando a
infeccAo esta instalada. E importante destacar que a leptospirose em animais de producéo tende
a cronicidade se tornando endémica nos rebanhos, manifestando-se através de transtornos
reprodutivos. Devido essas manifestacdes ocorrerem esporadicamente e comprometerem
menor numero de animais, 0s prejuizos econdémicos se tornam mais dificeis de serem
mensuraveis. Com isso, a adocdo das condutas de controle e profilaxia ndo sdo realizados de
forma rotineira e o prejuizo econémico acaba se tornando significativo apenas a médio ou longo
prazo (Jungueira; Alfieri, 2006).

As prevaléncias de infeccdo em ovinos e caprinos nesse estudo foram de 40,48% e
34,59%, respectivamente. Em relacdo a leptospirose ovina, diferentes prevaléncias ja foram
constatadas em vérias regifes brasileiras, como no Maranhdo, 32% (Carvalho et al., 2014),
Paraiba, 5,4% (Alves et al., 2012), Sao Paulo, 16,68% (Silva et al., 2012), Minas Gerais, 22,2%
(Salaberry et al., 2011), Distrito Federal, 3% (Seixas et al., 2011), Rondbnia, 33,3% (Aguiar et
al., 2010), Rio de Janeiro, 47,4% (Martins; Lilenbaum, 2013) e Espirito Santo, 10,4% (Cortizo
et al., 2015). Essas variacOes de prevaléncias entre os estados podem ser consequéncia das
diferentes formas de manejo, localizagdo geografica, concentracdo demografica e
movimentacdo dos animais, suscetibilidade dos hospedeiros, interacdo entre as espécies e
caracteristicas do agente etioldgico, sobretudo pelas condi¢cdes ambientais favoraveis a sua
sobrevivéncia (Higino et al., 2012). Agua e solo contaminado com excrementos de animais

infectados também s&o importantes fontes de infeccdo (Adler; Moctezuma, 2010; Ganoza et al.,
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2006). Nos ultimos anos, este aspecto ecologico ganhou importancia devido ao aumento da
incidéncia de exposicdo a ambientes contaminados (Vijayachary et al., 2008).

Em rebanhos ovinos a infeccao € bastante comum e esta associada na maioria dos casos
a presenca do sorovar Hardjo, o maior responsavel por abortamentos em ovelhas (Ciceroni et
al., 2000; Herrmann et al., 2004), apesar do sorovar Icterohaemorrhagiae ter sido o mais
frequente (68,4%) nesse estudo, seguido do Pomona (14%) e Pyrogenes (7,9%). Provavelmente
esse resultado tenha ocorrido pela presenca de outras espécies habitando os arredores da
criacdo, principalmente os roedores sinantropicos por serem 0s hospedeiros naturais desse
sorovar, e que, embora essa variavel ndo tenha sido significativa, ndo descarta a possibilidade
de infeccdo acidental frente a exposicdo em decorréncia das diferentes condi¢des de criagéo.
Estudos realizados em outras regides brasileiras também constataram o0 sorovar
Icterohaemorrhagiae como prevalente em ovinos e sugeriram o envolvimento de roedores
sinantrépicos nas criacfes de ovinos (Hashimoto et al 2010; Silva et al 2012; Cortizo et al.,
2015). VariagOes entre sorovares prevalentes em ovinos no Brasil t¢ém sido relatadas, os quais
podem estar associados as diferentes condi¢fes edafoclimaticas regionais, bem como a
diversidade de reservatérios silvestres (Favero et al., 2002; Aguiar et al., 2010; Hashimoto et
al., 2010).

No modelo de regressdo logistica multivariada, os fatores de risco associados a infeccao
de ovinos foram: criacdo intensiva, instalagdes do tipo ripado suspenso, quantidade de ovelhas
em reproducéo acima de 20 e ndo vermifugar os animais. Em rebanhos de manejo intensivo ou
extensivo quando consorciado com bovinos a infeccdo é mais frequente com a transmisséo
ocorrendo preferencialmente pelo contato direto com urina ou através da d&gua contaminada dos
bebedouros coletivos (Faine et al., 1999; Lilenbaum et al., 2008), conforme verificado nos

resultados desse estudo no qual a criacdo intensiva foi um fator de risco significativo.
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Os rebanhos com mais de 20 ovelhas em reproducdo também foi fator de risco para
infeccdo. Considerando que a leptospirose € uma doenca que afeta o sistema reprodutivo, na
qual as formas de transmissao venérea e transplacentaria podem ocorrer (Acha; Szyfres, 2001),
0 contato com restos de placenta e fetos abortados nas instalagGes ou no campo proveniente de
fémeas infectadas pode aumentar o risco de infecgéo, principalmente em propriedades onde nédo
exista um manejo sanitario adequado.

O uso de instalagdes do tipo ripado suspenso aumentou em 2,22 vezes as chances de
ovinos adquirirem a infeccdo. Esperava-se ser um fator protetor, uma vez que instalacdes desse
tipo estdo relacionadas a uma melhor higienizacdo e o ripado impede o contato direto dos
animais com fezes, urina e restos de matéria organica, ambiente propicio para a sobrevivéncias
das leptospiras. Nesse caso, sugere-se que a infeccdo tenha ocorrido por meio dos cochos e
bebedouros contaminados dentro das instalagdes.

Né&o vermifugar os animais também foi fator de risco para a leptospirose ovina. Sabe-se
que a auséncia dessa pratica nos rebanhos torna os animais mais susceptiveis ao aparecimento
de verminoses, deixando-os imunodeprimidos e vulneraveis a outras infecgdes, dentre elas a
leptospirose, além de ser um indicador indireto de manejo sanitario deficitario.

Relativo a leptospirose caprina, embora tenha frequéncia reduzida, uma vez que essa
espécie é considerada menos susceptivel a infeccdo (Leon-Vizcaino et al., 1987), sua
disseminacdo é um fato real e crescente, com relatos no Brasil que demonstraram prevaléncias
de 31,1% em rebanhos caprinos de Minas Gerais (Santos et al. 2012), 14,5% em caprinos do
estado do Rio Grande do Norte (Aradjo Neto et al., 2010), 20,9% em caprinos do Rio de Janeiro
(Lilenbaum et al., 2008) e 35,47% em Santa Catarina (Topazio et al., 2015). Esses dados
refletem a situacdo atual da leptospirose em rebanhos caprinos, mostrando que as elevadas
prevaléncias possivelmente tenham sido influenciadas pela pratica de criagdo consorciada,

principalmente com ovinos. O sorovar mais frequente, assim como nos ovinos, foi 0
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Icterohaemorrhagiae (78%) seguido dos sorovares Pyrogenes (13,2%) e Bratislava (4,4%), com
titulos de anticorpos que variaram de 1:100 a 1:800.

O modelo de regresséo logistica multivariada apontou como fatores de risco associados
a infeccao dos caprinos rebanho ovino acima de 52 animais e ndo possuir assisténcia veterinaria
(OR= 1,82). Criar ovinos em quantidade superior a 52 animais na mesma area dos caprinos
aumentou 1,85 vezes as chances desses contrair a infeccdo. Em estudo conduzido em Santa
Catarina os resultados foram semelhantes, em que o contato ovelhas aumentou em 1,64 vezes
a possibilidade de infeccdo dos caprinos (Topazio et al., 2015). A criacdo consorciada tem sido
apontada como um dos principais fatores envolvidos na transmissao para caprinos,
preferencialmente de forma indireta, através do contato com urina de animais infectados ou
compartilhamento de agua contaminada nos bebedouros coletivos (Lilenbaum et al., 2008). A
falta de assisténcia veterinaria também foi fator de risco significativo, ratificando os achados
de Lilenbaum et al. (2008), que examinaram caprinos adultos de propriedades localizadas no
estado do Rio de Janeiro, e observaram que rebanhos raramente visitados por um veterinario
ou aqueles sem nenhuma assisténcia veterinaria estavam mais expostos ao risco de infeccéo.
Isso significa que, mesmo quando o veterinario ndo estd diretamente envolvido em um
programa de controle de leptospirose, a sua presenca é responsavel por préaticas sanitarias e de
gestdo que melhoram indiretamente as condi¢des dos animais, resultando em uma diminuigéo

significativa da incidéncia de doencas parasitarias e infecciosas, incluindo a leptospirose.

Concluséo
Os dados epidemiologicos desse estudo possibilitaram conhecer as variantes sorologicas

predominantes e os fatores de risco envolvidos com a soropositividade para leptospirose em
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bovinos, caprinos e ovinos da microrregido de Teresina, estado do Piaui, Nordeste do Brasil,
concluindo-se que a infeccdo € endémica e disseminada em rebanhos de criacdo consorciada
dessa regido. Dessa forma, faz-se necessario a orientacdo dos produtores acerca dos prejuizos
causados por essa enfermidade, para que possam ser tracadas estratégias de profilaxia e controle

voltadas principalmente para medidas sanitarias e de manejo dos animais.
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4 CAPITULO 11
Caracterizacdo da lesdo renal em caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp.!
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ABSTRACT .- Angela P.C., Dayane F.H.M., Micherlene S.C., Lucilene S.S., Huanna W.S.R.,
Flaviane A.P., Vanessa C., Silvana M.M.S.S. 2016. [Characterization of renal lesions in
caprines naturally infected by Leptospira spp.] Caracterizacdo da lesdo renal em caprinos
naturalmente infectados por Leptospira spp. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor
de Patologia Animal, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal do
Piaui, Campus da Socopo S/N, Teresina, Pl 64.049-550, Brasil. E-mail:
angelapiauilino@hotmail.com

Leptospirosis is a zoonotic disease of acute and chronic nature that affects domestic
animals, wild and man caused by spirochetes of the genus Leptospira pathogenic. Several
organs can be affected, but the target where the lesions are observed in greater intensity, are the
kidneys. In man renal injury has been described more consistently, but the animals there are
few studies of the pathogenesis and morphological patterns. Therefore this study aimed to
characterize the renal lesions in goats naturally infected with Leptospira spp. blood samples and
kidney fragments were collected from 100 goats slaughtered in slaughterhouses Teresina, Piaui.
The diagnosis of leptospirosis was conducted by microscopic agglutination test. For the
histopathological study, renal tissue slides were prepared and stained with hematoxylin-eosin,
periodic acid-Schiff, Masson's trichrome and periodic acid silver metanamine. Detection of
apoptosis was carried out using the TUNEL method. Of the samples tested in the microscopic
agglutination test, 29% responded to one or more Leptospira spp. In histopathology, interstitial
nephritis was the most important injury, being more significant in positive goat kidneys and
located mainly in the cortical region. Apoptotic cells were observed in all animals by dialing
TUNEL and HE staining, but there was no statistical difference in apoptotic index between
groups in different regions analyzed. positive correlation between interstitial nephritis and the
apoptotic index in goat kidneys naturally infected with Leptospira spp. It was verified. These
results show that kidney injury in goats is characterized by an interstitial nephritis located
mainly in the cortical region and that a possible association of this lesion apoptosis in tubular
epithelial cells Further studies using other markers of apoptosis in animal models or in pathogen
free goats are needed to clarify this biological event in leptospirosis in goats.

INDEX TERMS: Leptospirosis, goat, apoptosis, kidney.

RESUMO.- A leptospirose € uma zoonose de carater agudo a crdnico que acomete 0s animais
domeésticos, silvestres e 0 homem causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira.
Varios 6rgdos podem ser acometidos, mas o alvo, onde as leses sdo observadas em maior
intensidade, sdo os rins. No homem a leséo renal ja foi descrita de forma mais consistente, mas

1 Recebido em ......ccoevreerreerinenns

Aceito para publicacdo em ............

2 Setor de Patologia Animal, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal do Piaui
(UFPI), Campus da Socopo, Teresina, PI 64.049-550, Brasil. *Autor para correspondéncia.

3 Laboratdrio de Sanidade Animal, Universidade Federal do Piaui, Campus da Socopo, Teresina, PI, Brasil.

4 Laboratoério de Doengas Bacterianas da Reproducao do Instituto Bioldgico de Sao Paulo, Brasil.


mailto:angelapiauilino@hotmail.com

49

nos animais existem poucos estudos envolvendo a patogenia e os padrdes morfoldgicos.
Portanto esse trabalho teve como objetivo caracterizar as lesdes renais em caprinos
naturalmente infectados por Leptospira spp. Foram coletadas amostras sanguineas e fragmentos
de rim de 100 caprinos abatidos em matadouros de Teresina, Piaui. O diagndstico de
leptospirose foi realizado pela técnica de soroaglutinagdo microscopica. Para o estudo
histopatoldgico, 1dminas de tecido renal foram preparadas e coradas com hematoxilina-eosina,
acido periddico de Schiff, tricromico de Masson e acido periddico prata metanamine. A
deteccdo da apoptose foi realizada utilizando o método de TUNEL. Das amostras testadas na
soroaglutinacdo microscopica, 29% reagiram para um ou mais sorovares de Leptospira spp. Na
andlise histopatoldgica, a nefrite intersticial foi a lesdo mais importante, sendo mais
significativa em rins de caprinos positivos e localizada principalmente na regido cortical.
Células em apoptose foram observadas em todos os animais pela marcacdo de TUNEL e
coloracdo de HE. N&o houve diferenca estatistica no indice apoptético entre 0os grupos nas
diferentes regides analisadas, mas uma correlagdo positiva entre a nefrite intersticial e o indice
apoptotico em rins de caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp. foi verificada. Os
resultados deste trabalho mostram que a leséo renal em caprinos é caracterizada por uma nefrite
intersticial localizada principalmente na regido cortical e que existe uma eventual associacdo
dessa lesdo com a apoptose em células epiteliais tubulares, porém estudos adicionais utilizando
outros marcadores de apoptose em modelos animais ou em caprinos livres de patdgenos sdo
necessarios para esclarecer melhor esse evento biol6gico na leptospirose em caprinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospirose, caprino, apoptose, rim.

INTRODUCAO

As leptospiroses sao zoonoses de carater agudo a crénico que acometem 0s animais
domeésticos, silvestres e 0 homem, sendo causadas por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira (Lee et al. 2000). Ap6s penetrarem no hospedeiro susceptivel, superam as defesas
ndo especificas, ganham a corrente sanguinea e se disseminam para 0Orgaos e tecidos
caracterizando uma fase leptospirémica. Posteriormente segue uma fase imunol6gica humoral
e celular, na qual sdo demonstrados niveis variaveis de anticorpos circulantes e as leptospiras
desaparecem da circulacdo (Levett 2001) se refugiando para 6rgaos onde a imunidade humoral
é reduzida (Arruda 2005). Vérios 6rgaos podem ser acometidos, mas o alvo, onde as lesdes sdo
observadas em maior intensidade, sdo os rins (Sitprija et al. 2003).

As lesdes renais causadas pelas leptospiras tem sido estudada de forma consistente no
homem (Sitprija et al. 1980), mas nos animais existem poucos estudos envolvendo a patogenia
e os padrdes morfologicos, uma vez que varios mecanismos podem estar envolvidos. As
leptospiras podem comprometer varias estruturas dos rins, mas as lesdes tubulo-interticiais s&o
as mais comuns (Maxie 1993). Geralmente é caracterizada por uma nefrite intersticial crénica
marcada pela presenca de infiltrado inflamatério linfohistiocitario e plasmocitario (Saglam et
al. 2003, Rossetti et al. 2004) de localizacdo periglomerular, perivascular e intertubular (Yener
& Keles 2001, Marinho et al. 2003), visualizado macroscopicamente como manchas brancas
subcapsulares (Dorjee et al., 2009). Estudos envolvendo lesdo renal em ovinos, suinos, cées e
ratos naturalmente infectados por Leptospira spp. e em modelos experimentais infectados ja
foram demonstrados e as lesdes ocorrem de forma semelhante as descritas nos seres humanos
(Carvalho et al. 2008, Gongalves et al. 2014, Agudelo-Florez et al. 2013, Carneiro 2014).

As leptospiras sdo altamente invasivas e iniciam o processo inflamatorio mediante
fatores antigénicos (Sitprija et al. 2003) que danificam as membranas das células endoteliais
levando ao rompimento de pequenos vasos sanguineos e migracdo para 0S espacos
extravasculares (Lafeta 2008). Porém, nem sempre as lesOes estardo associadas a agressao
tecidual direta do agente (Marinho et al. 2003). Varios mecanismos podem estar envolvidos no
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curso da lesdo renal. Estudos mostram a participacao da imunidade humoral e celular (Dorigatti
et al. 2005), a agdo de citocinas pré inflamatérias como TNF-a e IL-1 (Levett 2001) e o
envolvimento de linfocitos (Visith & Kearkiat 2005). Um outro mecanismo proposto € a
apoptose. Trata-se de uma forma ativa de morte celular controlada geneticamente, que em
condi¢cdes normais mantém a fisiologia renal equilibrada, regulando o ndmero de células
durante a inducgdo e resolucdo de injarias (Ortiz et al. 2002). Entretanto, promove perdas
significativas das células epiteliais renais (Sanz et al. 2008) quando as taxas apoptéticas
ultrapassam as taxas mitoticas das células do parénquima renal causando fibrose (Ortiz et al.
2000). Tem sido bastante estudada em processos patolégicos de origem infecciosa e néo-
infecciosa (Boatright & Salvesen 2003) e documentada em muitas doencas renais (Jo et al.
2001). Muitos micro-organismos patogénicos ja foram relatados induzir apoptose de células do
sistema imune (Khelef et al. 1993). Acredita-se que leptospiras patogénicas induzam apoptose
in vivo de macrofagos, porém, com mecanismos pouco esclarecedores (Merien et al. 1997). O
papel da apoptose na patogénese da leptospirose, assim como 0s mecanismos pelos quais a
leptospira induz a ativacao da morte celular ndo séo bem compreendidos.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar as lesdes renais em caprinos naturalmente
infectados por Leptospira spp.

MATERIAL E METODOS

Colheita e processamento do material. Foram coletadas amostras sanguineas e
fragmentos de rim de 100 caprinos abatidos em matadouros de inspecdo municipal em Teresina,
Piaui. O sangue foi colhido no momento da sangria da linha de abate para obtencdo do soro e
posterior diagndstico de leptospirose. Na inspecédo das visceras foram colhidos fragmentos de
rim com aproximadamente 0,5 cm de espessura e fixados em formol neutro a 10% tamponado
com fosfato pH 7,2 para analise histopatoldgica e imunoistoquimica.

Diagndstico de leptospirose. O diagndéstico de leptospirose foi realizado pela técnica
de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), realizada conforme as recomendagdes de Galton
(1965) contra uma colecdo composta por 22 sorovares de Leptospira spp.: Australis,
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo, Canicola, Castellonis, Copenhageni, Cynopteri,
Grippotyphosa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi, Wolffi e Whitcombi. Foi considerado reagente o soro
com 50% de leptospiras aglutinadas por campo microscopico em aumento de 100 vezes.

Analise histopatoldgica. Fragmentos de tecido renal previamente fixados em formol
foram desidratados gradativamente em concentracdes crescentes de alcool etilico (70% a
100%), diafanizados em xilol, embebidos e incluidos em parafina. Sec¢cdes de 5 um de
espessura a partir do tecido renal parafinado foram colocados em laminas e corados com
hematoxilina-eosina (HE), &cido periddico de Schiff (PAS), tricrbmico de Masson e acido
periddico prata metanamine (PAMS), conforme os procedimentos de rotina. Para a analise das
alteracOes histopatoldgicas foram utilizados rins de 14 caprinos positivos na SAM e 10
controles negativos. As alteragdes renais foram classificadas semi-quantitativamente e
analisadas de acordo com a localizagdo, distribuicéo e intensidade das lesGes, utilizando escores
em escala de 0 a 5, no qual 0= normal, 1= minima; 2= média; 3= moderada; 4= moderadamente
severa; 5= severa (Pirani 1994).

Deteccdo in situ de apoptose. A presenca de células em apoptose foi investigada pelo
método de TUNEL (TdT mediated dUTP nick end Labeling) em cortes histologicos de tecido
renal, utilizando o kit apopTag Peroxidase in situ (Chemicon International, Califérnia, USA,
codigo S7101) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para a técnica, cortes de
tecido renal foram tratados previamente (desparafinizacdo e hidratagdo) e incubados com
proteinase K (Invintrogen life Technologies, Califérnia, Sigma, Chemical, USA) por 15
minutos. Em seguida foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena com perédxido de hidrogénio
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a 3% por 5 minutos. Os cortes foram incubados com Equilibration buffer por 10 segundos em
temperatura ambiente, e em seguida incubados com solu¢do Terminal Deoxinucleotidil
Transferase (TdT) em atmosfera umida a 37°C por 60 minutos com subsequente parada da
reagcdo com uma solucéo tampéo (stop/wash buffer) por 10 minutos, em seguida incubados com
0 conjugado anti-digoxigenina por 30 minutos. A revelacdo da reacdo foi realizada com
0,3mg/ml de 3,3’- diaminobenzidina em solucdo salina tamponada (PBS) com 0,06% de
perdxido de hidrogénio e contracoloracdo com hematoxilina de Harrys. Entre cada etapa foi
realizada uma lavagem com PBS. As laminas foram montadas com resina sintética (10796
Novo Entellan®, Merck) para exame em microscopio de luz. Como controle positivo foi
utilizado tecido de intestino no qual a apoptose ocorre de forma intensa e como controle
negativo foi omitida a enzima TdT na reacdo, conforme recomendacéo do fabricante.

Anédlise morfometrica. A anélise morfométrica foi realizada nas Iaminas coradas com
HE e TUNEL em sistema de analise de imagem computadorizada (Leica Qwin D-1000, verséao
4.1). Foram capturados 20 campos aleatdrios por corte de tecido renal de cada animal, das
regides cortical, medular e glomérulo, em objetiva de 40x para quantificacdo das células em
apoptose. Os parametros utilizados para identificacdo de uma célula em apoptose foram,
presenca de anoiquia (alo claro perinuclear), condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA
intranuclear e formacdo de corpos apoptéticos (fragmentacdo celular) (Kerr et al. 1972,
Carvalho et al. 2008). O indice apoptotico (IA) foi determinado pelo somatorio de células
apoptaticas vezes 100, dividido pelo somatorio de células totais no campo (IA= X n° de células
apoptoticas/X n° de células totais x 100).

Andlise estatistica. A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego Califérnia, EUA). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou
teste t para comparacgéo entre dois grupos e os testes de Pearson e Spearman para correlacionar
varidveis. Adotou-se o nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Das 100 amostras de soro caprino testadas na soroaglutinacdo microscopica (SAM), 29
(29%) reagiram para um ou mais sorovares de Leptospira spp., com titulos de anticorpos que
variaram de 1:100 a 1:400. O sorovar de maior ocorréncia foi o Icterohaemorrhagiae,
correspondendo a 48,28% (14/29), seguido dos sorovares Autumnalis, 24,14% (7/29),
Castellonis, 20,69% (6/29), Butembo, 3,45% (1/29) e Pomona, 3,45% (1/29).

Dentre as lesdes histopatoldgicas, a nefrite intersticial foi a mais importante, sendo
observada em rins de todos 0s caprinos soropositivos e caracterizada pela presenca de infiltrado
inflamat6rio mononuclear constituido predominantemente por linfécitos e macréfagos, de
distribuicdo focal e localizacdo periglomerular (Fig. 1A), perivascular (Fig. 1B), peritubular e
subcapsular (Fig. 1C) com intensidade variando de minima a moderadamente severa. A nefrite
intersticial foi mais significativa em rins de caprinos positivos (Fig. 2) e localizada
principalmente na regido cortical (Fig. 3).



Figura 1. Rim. Caprino naturalmente infectado por Leptospira spp.
Infiltrado inflamat6rio mononuclear na regido cortical (*). A) Localizacdo
periglomerular. B) Localizac¢do perivascular. C) Localizagdo subcapsular.
Coloracédo: H-E. Aumento 20x.
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Figura 2. Anélise semi-quantitativa da nefrite intersticial em rim
de caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp. e
controles ndo infectados. *P<0,05, teste Mann-Whitney.
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Figura 3. Andlise semi-quantitativa da nefrite intersticial em
caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp. em
diferentes regides do rim. *P<0,05, teste Mann-Whitney.

Outras alteracGes tubulo-intersticiais verificadas na regido cortical renal dos caprinos
soropositivos foram dilatacdo e atrofia tubular (14,28%) (Fig. 4A), degeneracdo pigmentar das
células epiteliais (14,28%) (Fig. 4B), cilindros hialinos (21,42%), fibrose intersticial (21,42%)
(Fig. 5) e congestdo (50%). Na regido medular as alteracdes observadas foram presenca de
cilindros hialinos (14,28%), fibrose (14,28%) e congestao (64,28%). A intensidade das lesdes
acima variou de minima a severa. As alteragdes tubulo-intersticiais verificadas nos
soronegativos foram de intensidade minima a média.



Figura 4. Rim. Caprino naturalmente infectado por Leptospira spp. A)
Atrofia (#) e dilatacdo (*) tubular. Coloracdo: H-E. Aumento 20x. B)
Degeneragéo pigmentar das células epiteliais tubulares da regiéo cortical
(seta). Coloracdo: H-E. Aumento 40x.
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Figura 5. Rim. Caprino naturalmente infectado por Leptospira spp. Fibrose
intersticial na regido cortical. Coloragdo: Tricromico de Masson. Aumento 20x.

A apoptose foi detectada em amostras de tecido renal de todos 0s caprinos soropositivos
e soronegativos, estando presente em células epiteliais tubulares das regides cortical e medular
e em células glomerulares renais, visualizadas pela coloragdo marrom caracteristica da técnica
de TUNEL, no qual nlcleos encontravam-se pequenos e intensamente corados (Fig. 6) e pela
coloracdo de HE a partir das caracteristicas morfolégicas peculiares do processo. Células
coradas fracamente na técnica de TUNEL foram consideradas normais. N&o houve diferenga
estatistica no indice apoptdtico entre os grupos e nas diferentes regides analisadas (cortical,
medular e glomerular) por nenhuma das técnicas empregadas, mas uma correlacdo positiva
entre a presenca de nefrite intersticial e o indice apoptético da regido cortical em rins de
caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp. (Fig. 7) foi verificada.



Figura 6. Rim. Caprino naturalmente infectado por Leptospira spp. A)
Método de TUNEL. Células epiteliais tubulares da regido medular com
morfologia de apoptose, coloracdo marrom-escura e diminuicdo do
volume celular (seta preta), e células com morfologia normal e
coloracdo marrom-clara (seta azul). B) Células epiteliais tubulares da
regido cortical com caracteristicas morfologicas de apoptose (anoiquia)
(seta). Coloracdo: HE. Aumento 40x.
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Figura 7. Correlacdo entre o indice apoptotico (HE) e a nefrite
intersticial da regido cortical de caprinos naturalmente infectados
por Leptospira spp. Teste de Spearman.

DISCUSSAO

A demonstracdo de aglutininas é a técnica mais empregada no diagnostico de
leptospirose e esta baseada na reacdo de soroaglutinagdo microscépica (SAM) frente a uma
colecdo de antigenos vivos (Faine 1999). Por ser considerada referéncia no diagnostico dessa
enfermidade foi a técnica utilizada para triagem dos animais desse estudo, permitindo detectar
29% de caprinos sororreagentes. Estudos afirmam que a leptospirose nessa espécie tem
frequéncia reduzida por ser considerada pouco susceptivel a infeccdo (Leon-Vizcaino et al.
1987). Entretanto, esse resultado mostrou que a infeccdo ocorre em percentuais bem mais
elevados quando comparado com outros estudos que detectaram 3,4% de caprinos reagentes no
Rio Grande do Sul (Schmidt et al. 2002), 5,1% na Paraiba (Favero et al. 2002) e 11,1% no Rio
de Janeiro (Lilenbaum et al. 2007).

Ainda ndo é do nosso conhecimento nenhum estudo que caracteriza as lesdes renais em
caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp., tampouco o envolvimento desse agente
na ativacdo da morte de células epiteliais renais por apoptose. Portanto este estudo parece
representar a primeira descri¢cdo sobre o assunto. Varios estudos ja foram realizados com o
objetivo de compreender melhor a patologia da leptospirose nos animais. No homem, tem sido
documentada de forma mais consistente (Sitprija et al. 1980), mas nos animais domesticos
pouco se sabe sobre a extensdo e a intensidade das lesGes, principalmente em drgao
preferenciais como os rins (Maxie 1993).

LesBes macroscépicas evidentes ndo foram visualizadas em rins de caprinos desse
estudo, mas, a0 exame microscopico, alteragdes morfoldgicas foram observadas e a nefrite
intersticial foi a mais evidente, sendo estatisticamente maior nos caprinos Soropositivos,
sugerindo uma possivel associacdo da leséo a infecgéo por leptospiras. Embora as lesdes renais
ndo sejam achados especificos na leptospirose, sabe-se que a alteracdo patoldgica bésica da
doenca séo as lesbes tubulo-intersticiais (Maxie 1993). Estudos envolvendo lesdo renal em
ovinos, suinos, cdes e ratos naturalmente infectados por Leptospira spp. e em modelos
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experimentais infectados ja foram demonstrados e as lesdes ocorrem de forma semelhante as
descritas nos seres humanos, sendo a nefrite intersticial a mais importante (Carvalho et al. 2008,
Gongcalves et al. 2014, Agudelo-Florez et al. 2013, Carneiro 2014). A nefrite se localizava
principalmente na regido cortical renal. S&o nos espacos tubulo-intersticiais dessa regiao,
principalmente dos tubulos proximais, os locais preferenciais onde as leptospiras se instalam e
liberam toxinas que lesam as células epiteliais (Barnett et al. 1999). Além disso, o tdbulo renal
é um sitio imuno-privilegiado que pode contribuir para o alto grau de persisténcia do patégeno
(Ko et al., 2009).

Acredita-se que o comprometimento renal varie em intensidade a depender do curso da
infeccdo em que o animal se encontra. Os baixos titulos de anticorpos, 1:100 até 1:400,
evidenciados nesse estudo, associados a presenca de um infiltrado linfohistiocitario apontam
para uma infecgéo crénica, assim como observado por Carvalho et al. (2012). Vale ressaltar
que, as leptospiras, dependendo do sorovar infectante, podem conter antigenos pobres e induzir
respostas imunoldgicas baixas e por um curto periodo de tempo (Arduino et al. 2004) que
podem ndo ser suficientes para provocar alteracbes muito severas. Além disso, 0s animais
podem adquirir uma tolerancia aos sorovares para 0s quais reagiram (Araujo Neto et al. 2010)
influenciando na severidade das lesdes. A resposta do hospedeiro tem um papel decisivo no
resultado da infeccdo. Geralmente nos animais a forma crénica € mais frequente e estd associada
a nefrite intersticial, respaldando, portanto, os resultados desse estudo.

Através do método de TUNEL e coloracdo de HE, a apoptose foi identificada em células
epiteliais tubulares e glomerulares renais de todos 0s caprinos soropositivos e soronegativos,
entretanto diferenca estatistica no indice apoptético entre os grupos nao foi verificada, nesse
estudo, por nenhuma das técnicas utilizadas. Curiosamente, houve uma correlacdo positiva
entre a nefrite intersticial da regido cortical e o indice apoptético nos rins de caprinos
naturalmente infectados por Leptospira spp. Esse dado sugere que apoptose participa do
processo de lesdo de células epiteliais dos tibulos proximais na leptospirose em caprinos. Em
um estudo semelhante utilizando TUNEL em rim de ovinos foi observado que a intensidade de
apoptose variou de minima a severa, com presenca de células apoptéticas em quantidade
significantemente maior nos animais soropositivos com predominancia nas células epiteliais da
regido medular (Carvalho 2008).

Através da técnica de TUNEL, diferentes padrdes de coloracdo foram observados. Nesse
caso, foi essencial estabelecer pardmetros para concluir se a célula estava ou ndo em apoptose.
Dessa forma, células coradas fracamente e que ndo possuiam caracteristicas morfolégicas
compativeis com apoptose como descritas para HE foram consideradas normais. Diferentes
padrGes de coloracdo ja foram observados em outros trabalhos que utilizaram TUNEL.
Acredita-se que isso ocorra por uma dificuldade na padronizacdo da técnica (Gongalves et al.
2013). TUNEL possui uma desvantagem na deteccao de células em apoptose em varios tecidos
(Labat-Moleur et al. 1998). Muitos autores ja relataram ser uma técnica com confianca limitada,
tanto na sensibilidade e mais ainda na especificidade (Cervos-Navarro & Schubert 1996), uma
vez que pode corar células em necrose (Grasl-Kraupp et al. 1995). Além disso, TUNEL parece
ser muito sensivel ao processo de fixacdo do tecido possibilitando corar quase todos os nucleos
(Labat-Moleur et al. 1998). Porém, nesse estudo descartamos a possibilidade de TUNEL ter
marcado células em necrose, pois na analise histopatoldgica essa alteracdo ndo foi verificada,
ademais, mesmo com os problemas da técnica, a quantificacdo das células TUNEL positivas
foi totalmente possivel j& que foram associadas as caracteristicas peculiares de apoptose
visualizadas atraves de HE.

A leptospirose é uma enfermidade bifasica, caracterizada inicialmente por uma fase
aguda, que € representada por um grande nimero de bactérias na circulacéo e pela apoptose em
orgaos como figado, pulméo e rins (Ko et al. 2009), seguida por uma fase de eliminacao da
bactéria da circulagdo associada ao aumento dos niveis de anticorpos e citocinas inflamatdrias
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(Matsui et al. 2011). Os métodos de deteccdo de apoptose, nesse estudo, podem ndo ter sido
suficientes para caracterizar melhor esse evento bioldgico, por se tratar de uma infecgdo cronica
em que o equilibrio homeostatico celular possa ter se reestabelecido e a apoptose continuar
ocorrendo apenas como uma regulacdo normal das células do parénquima, ndo permitindo ter
diferenca significativa entre 0s grupos.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a lesdo renal em caprinos é caracterizada
por uma nefrite intersticial localizada principalmente na regido cortical e que existe uma
eventual associagdo dessa lesdo com a apoptose em celulas epiteliais tubulares, mas que estudos
adicionais utilizando outros marcadores de apoptose em modelos animais ou em caprinos livres
de patdgenos séo necessarios para esclarecer melhor esse evento bioldgico na leptospirose em
caprinos.

Agradecimentos.- A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes)
pela concessédo da bolsa de doutorado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
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A leptospirose é endémica em rebanhos de criagdo consorciada com ovinos, caprinos e
bovinos da Microrregido de Teresina, Piaui;

Todas as propriedades estudadas foram focos de infeccdo e o sorovar
Icterohaemorraghiae foi o predominante;

Exploracgdo de corte, conter um rebanho acima de 35 animais, alimentacgdo a pasto, &gua
e/ou acude como fonte de fornecimento de &gua e ndo possuir assisténcia veterinaria foram
fatores de risco para a infecgdo de bovinos;

Rebanho ovino acima de 52 animais e ndo possuir assisténcia veterinaria constituiram
fatores de risco para a infecgdo de caprinos;

A criagéo intensiva, instalacbes do tipo ripado suspenso, rebanho com mais de 20
ovelhas em reproducdo e a ndo vermifugacdo dos animais foram fatores de risco para a infecgédo
de ovinos;

A principal lesdo renal em caprinos naturalmente infectados por Leptospira spp. é a
nefrite intersticial, sendo a regido cortical a mais comprometida;

Sugere-se uma eventual associacdo da nefrite intersticial com a apoptose de células
epiteliais tubulares, porém estudos adicionais utilizando outros marcadores de apoptose em
modelos animais ou em caprinos livres de patdgenos sao necessarios para esclarecer melhor

esse evento bioldgico na leptospirose em caprinos.
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Modelo da ficha do inquérito epidemioldgico aplicado aos proprietarios de rebanhos bovino, ovino e caprino

da Microrregido de Teresina, Piaui.

Identificacdo

Municipio: Regido:

UF: PI

Proprietario:

Propriedade:

Data da visita e coleta:

Coordenadas

Latitude: Longitude:

Altitude:

Exploragdo principal da propriedade:

Informagcdes referentes ao plantel de bovinos

NUmero de animais: 0 a 6 Meses:

> de 6 meses:

Informacdes referentes ao plantel de ovinos

NUmero de animais: 0 a 6 Meses:

> de 6 meses

Informagdes referentes ao plantel de caprinos
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Ndmero de animais: 0 a 6 Meses: > de 6 meses:

Racas predominantes:

Sistema de criacdo: intensivo () semi-intensivo () extensivo ()
Exploracgdo principal: () carne () leite
Tipo de instalacdo: galpdo ( ) ripado suspenso () cama ( )

Tipo de pastagem:

Alimentacéo: pasto ( ) volumoso ( ) concentrado ()
Tipo de cobertura: monta a campo () monta controlada ( )
Repeticdo de cio: Néo ( ) Sim( )

Partos distocitos: Ndo () Sim( )

Abortos: Ndo () sim( )

Ndmero de vacas em reprodugio:

Numero de ovelhas em reproducéo:

Numero de cabras em reprodugo:

Realiza algum tipo de manejo sanitario nos animais? Qual (is)?

Os animais sdo vacinados contra alguma doenca? Qual (is)

Observou presenca de roedores na propriedade? ( ) Sim () N&do

Observou sintomas como febre, ictericia e falta de apetite nos animais?

Qual a fonte de 4gua em sua propriedade?

Outras espécies na propriedade: equideos( ) suinos( ) aves( ) caninos( ) felinos( ) silvestres( )

H& aborto nessas outras espécies?

Tem assisténcia veterinaria? (  )sim () ndo
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ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DAS LESOES RENAIS E INDICE APOPTOTICO

Animal HE HE INDICE APOPTOTICO INDICE APOPTOTICO | Titulo de
Nefrite intersticial Fibrose HE TUNEL anticorpos
POSITIVOS | CORTICAL | MEDULAR | CORTICAL | MEDULAR | CORTICAL | MEDULAR | GLOMERULAR | CORTICAL | MEDULAR

22 ++ - - - 0,92 2,91 4,98 1,19 0,7 200
65 + - - - 1,68 2,73 1,78 0,43 0,34 100
130 - - - - 0,61 0,85 3 0 0,09 100
140 + + - - 3,52 3,8 2,29 0,09 0,06 100
144 +++ - +++ - 9,03 1,71 2,17 0,24 0,17 100
149 - - - - 1 1,79 1,82 0,46 0,95 200
153 ++++ - ++++ ++++ 5,95 2,04 3,86 0,3 0,61 200
155 + - - - 3,18 1,27 2,57 0,8 1,07 200
166 ++++ - - - 23,01 22,41 5,48 0,0 0,04 200
187 + - - - 2,53 1,48 2,86 0,03 0,49 100
192 + - + - 9,36 4,42 5,34 0,16 0,45 100
198 +++ - - - 2,7 2,06 2,87 0,5 0,47 100
143 - + - + * * * * *

161 - - - - * * * * *

NEGATIVOS

24 - - - - 0,14 1,13 2,6 1,56 1,3

60 - - - - 4,59 6 1,65 0,11 0

114 + - - - 3,36 3,66 19 0 0

132 - - - - * * * * *

135 + - + - 1,8 1,06 1,76 0,15 0,57

142 + - - - 0,95 0,78 1,4 0,10 0,11

154 - - - - 2,03 1,67 3,52 0,27 0,81

193 + - - - 1,8 2,06 2,88 0,07 0,08

195 + - - - 1,46 5,32 3,98 0 0,03

200 - - - - 0,92 0,92 3,26 0,2 0,33

Escores: Normal (-) Minima (+) Média (++)

Moderada (+++)

Moderadamente severa (++++) Severa (+++++)
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