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ABSTRACT.- Gongalves L.M.E, Mineiro A.L.B.B., Carvalho S.M., Campos A.P, Evangelista L.S.M,,
Pinho EA, Silva SM.M.S. & Costa FA.L. 2011. [Search agglutinins, leptospires antigen and
apoptosis in the kidney of swine naturally infected with Leptospira spp.] Pesquisa de
aglutininas, antigeno de leptospiras e apoptose em rim de suinos naturalmente infectados por
Leptospira spp. Pesquisa Veterindria Brasileira 31(7):561-568. Setor de Patologia Animal, Depar-
tamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do
Piaui, Campus Agricola da Socopo s/n. Teresina, PI 64.049-550, Brazil E-mail: fassisle@gmail.com

Serum and kidney of 75 mixed bred swine (no definite breed) reared in an extensive system
and slaughtered in Timon (state of Maranhdo) and Teresina (state of Piaui), Brazil, two cities
separated from each other by the Parnaiba River, and 75 crossbred swine from a confinement
rearing system, sired by Landrace, Large White and/or Duroc, were used in this study. From
the 150 analyzed samples for the microscopic agglutination test (MAT), seven were reagents
and the serovar Icterohaemorrhagiae (42.86%) was the most frequent. A comparison between
both systems to verify a predisposition to Leptospira spp. infection showed that susceptibility
was greater in extensively reared animals than in those bred in confinement (2 test, p<0.05).
Inflammatory infiltrates covered an average area larger in the seropositive revealing a signi-
ficant difference for the seronegative animals (p<0.05, Mann-Whitney U-Test). Morphometric
analysis showed Leptospira spp. and antigen labeling in seropositive animals only (p<0.05,
Mann-Whitmey U-test). Apoptosis in tubular epithelial cells was significantly more evident in
the infected animals compared to uninfected. The rearing system and environment conditions
are an important factor in the susceptibility of swine to Leptospira spp. infection. An eventu-
al association of leptospira antigen and apoptotic cells suggests a probable mechanism of
renal injury at leptospirosis.

INDEX TERMS: Leptospirosis, immunohistochemistry, kidney, swine.

RESUMO.- Soro e rim de 75 suinos mesticos sem raca defi-
nida, criados em sistema extensivo e abatidos em Timon
(MA) e Teresina (Piaui), Brasil, duas cidades separadas pelo
Rio Parnaiba e 75 suinos mesticos de um sistema de cria-
¢do em confinamento, filhos de Landrace, Large White e/
ou Duroc foram utilizados neste estudo. Das 150 amostras
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analisadas pela prova de Soroaglutinacdo Microscopica
(SAM), sete foram reagentes e o sorovar Icterohaemorrha-
giae (42,86%) foi o mais frequente. Uma comparacdo entre
os dois sistemas para examinar uma predisposi¢do para
infec¢do para Leptospira spp. mostrou que a suscetibilidade
foi maior nos animais criados extensivamente do que na-
queles criados em confinamento (teste x?, p<0,05). A pre-
senca de infiltrado inflamatorio foi significantemente maior
nos animais soropositivos comparados aos soronegativos
(p<0,05, Teste U de Mann-Whitney). A analise morfométrica
mostrou Leptospira spp. e o antigeno de leptospira apenas
nos animais soropositivos (p<0,05, teste de U de Mann-
Whitney). Apoptose em células epiteliais tubulares foi sig-
nificantemente mais evidente nos animais infectados com-
parados aos ndo infectados (p<0,05, Teste U de Mann-
Whitney). Uma eventual associagdo de antigeno de Leptos-
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pira e células epiteliais em apoptose sugere um provavel
mecanismo de lesdo renal na leptospirose suina.

TERMOS DE INDEXAGAO: Leptospirose, imunoistoquimica, rim,
suino.

INTRODUCAO

As leptospiroses sdo doencas zoondticas de ampla distribui-
¢do geografica que acometem os animais domésticos, silves-
tres e o homem. Os animais sdo considerados hospedeiros
primarios, responsaveis pela persisténcia dos focos de infec-
¢do e os seres humanos hospedeiros terminais, pouco efici-
entes na perpetuacdo da mesma (Badke 2001).

Levantamentos sorologicos para o diagnoéstico de infec-
¢do por leptospiras em suinos realizados no Brasil, revela-
ram percentual de 27,3% em Sdo Paulo (Langoni etal 1995),
42,2% no Rio Grande do Sul (Lima 1996), 64,2% em Goias
(Souza 2000), 66,1% no Rio de Janeiro (Ramos & Lilenbaum
2002), 36,6% em Botucatu (Shimabukuro et al 2003) e
14,6% no Parana (Hashimoto et al 2008). Em outros paises
foram encontrados percentuais de 78% nos EUA (Miller et al.
1990), 10,6% na Espanha (Perea et al 1994), 20% na Aus-
tralia (Chapell 1998), 23% no Vietnam (Boqvist et al. 2003)
e 10% na Tailandia (Niwetpathomwat et al. 2006).

Os principais sorovares diagnosticados em suinos no Bra-
sil pelo teste de soroaglutina¢do microscépica (SAM) foram:
Pomona, Grippotyphosa, Pyrogenes, Canicola, Icterohaemor-
rhagiae, Autumnalis, Ballum e Javanica (Soto etal 2007). No
entanto, a leptospirose em suinos ainda nao foi diagnostica-
da nos estados do Piaui e Maranh3o.

Nos estados do Piaui e Maranhao varios sistemas de cria-
¢do de suinos sdo adotados incluindo o extensivo, semi-ex-
tensivo, semi-confinado e confinado. No entanto, os sistemas
extensivos e confinados sdo os dois mais utilizados. O siste-
ma de criagdo extensivo é geralmente utilizado pela popula-
¢ao de baixa renda. Este sistema é caracterizado pela falta de
alimentacdo e instalagdes adequadas, bem como pelas mas
condigdes sanitarias. O sistema de criacdo confinado é utili-
zado para a criacdo de animais de ragca melhorada, com con-
trole de alimentacéo e boas condi¢des sanitarias. Contudo, a
vacinacao contra a leptospirose nio é praticada em nenhum
desses sistemas de criagao.

Aslesdes provocadas por Leptospira spp. sdo observadas,
principalmente, nos rins onde as mesmas chegam por via
hematdgena e multiplicam-se provocando lesdes tiibulo-in-
tersticiais, de onde sdo transportadas pela urina para o meio
ambiente, em condi¢des vidveis, para infectar outros animais
e o homem (Scanziani et al 1989, Yang et al 2001).

Anefropatia causada pelas leptospiras tem sido estudada de
modo mais consistente no homem (Sitprija et al. 1980), mas
nos animais, especialmente em suinos naturalmente infecta-
dos, pouco se sabe sobre os padrdoes morfoldgicos e sobre a
patogenia da lesdo renal, visto que varios mecanismos estdo
envolvidos.

No homem e em hamsters infetados experimentalmente,
a pesquisa de leptospiras pelo método de imunoperoxidase
revelou a predominancia de antigeno no intersticio, no
endotélio de vasos, no epitélio e imen dos tibulos contorna-
dos, no citoplasma de alguns macré6fagos e préximo a vasos
sanguineos (Alves et al. 1989, Haanwinckel], et al. 2004).
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Um mecanismo de lesdo renal que vem sendo bastante es-
tudado em varios processos patolégicos é o fendmeno de mor-
te por apoptose (Savill 1994, Wong et al. 2001). A morte
celular por apoptose regula o nimero de células durante a
inducio e a resolucgdo de injuria renal (Ortiz et al. 2000). A
ocorréncia de apoptose em rim de ovinos naturalmente
infectados por Leptospira spp. ja foi observada, sendo mais
intensa na regido medular em comparacdo a regido cortical
e parece ter acdo primaria sobre as células epiteliais tubula-
res (Carvalho 2005).

O presente estudo teve como objetivo diagnosticar a in-
feccao de suinos por Leptospira spp. nos estados do Piauf e
Maranhdo e avaliar a presenca de antigeno de leptospira e
apoptose em associagdo com as alteragdes renais.

MATERIAL E METODOS

Descri¢do da area de estudo

Timon esta localizada na mesorregido do leste do Maranhdo e
microrregido de Caxias, Brasil, ocupando uma 4rea de 1886 km?. A
cidade estd a 69 m acima do nivel do mar e situa-se 5° 05' 40" de
latitude sul e 42° 50" 12" de longitude oeste. Tem um clima tropical
megatérmico e sub-umido do tipo seco. A precipitagdo anual é de
cerca de 1.300 milimetros, mas a distribuicdo é irregular ao longo
do ano. A estagdo chuvosa ocorre de dezembro a abril, quando con-
centra cerca de 85% das chuvas anuais. As temperaturas sio altas
o0 ano todo (média anual é de 27,5°C). Os tipos de vegetagdo sdo
classificados como: floresta meséfila tropical (floresta estacional com
babagu) e nao-florestal semidecidua xeromorfa (Cerrado). A rede
hidrografica é constituida pelo rio Parnaiba e por seus afluentes. A
bacia do Itapecuru constitui um divisor que se interpde entre a Bacia
do Parnaiba a leste e a Bacia do Mearim a oeste. Esta bacia situa-se
numa zona de transi¢do dos climas semi-aridos do interior do Nor-
deste para o clima iimido equatorial da Amazdnia, onde sdo encon-
tradas numerosas fontes de agua (Alcantara 2004, SEBRAE 2009).

Teresina, capital do estado do Piauf, ocupa uma 4rea de 176 km?,
na confluéncia dos rios Parnaiba e Poti. Esti a 72 m acima do nivel
do mar e situa-se a 05° 05' de latitude sul e 42° 48’ de longitude
oeste. O clima é tropical com temperatura média de 27°C e precipi-
tacdo anual de 1.300mm. A vegetacdo predominante é constituida
por gramineas, arbustos esparsos, manga e babagu. As areas peri-
urbanas sdo cobertas por florestas tropicais e terras cultivadas (Bas-
tos & Andrade Junior 2000). As temperaturas variam pouco, as ve-
zes ultrapassando 40°C, sendo a minima raramente inferior a 20°C.
Os meses mais frios (dezembro-abril) sdo também os mais chuvo-
sos, quando chove cerca de 287mm. O més mais seco é agosto, quan-
do chove cerca de 13mm. A rede hidrografica é constituida pelo rio
Parnaiba e pela bacia do rio Poti. A parte ocidental da bacia é
inserida em uma area de tensdo ecolégica. A parte oriental da bacia
é inserido na caatinga. A caatinga domina a regido semi-arida sul e
leste do Piaui (Piaui 2009).

Animais e diagnéstico sorolégico da infecciao por Leptospira
spp.

Foram utilizados 150 suinos de ambos os sexos, adultos, distri-
buidos em dois grupos: Grupo 1 constituido de 75 animais de ragas
indefinidas, criados extensivamente e abatidos em Timon-MA e
Teresina-PI e o Grupo 2 constituido de 75 animais de criagdo confi-
nada, mesticos de Landrace, Large White e/ou Duroc, mantidos e
abatidos no Setor de Suinos do Departamento de Zootecnia do Cen-
tro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
em Teresina, de setembro de 2007 a maio de 2008.

No momento do abate dos animais amostras de sangue foram
colhidas durante a fase de sangria em tubos de 10mL sem anticoa-
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gulante, para a realizac¢do da prova de soroaglutinagdo microscépi-
ca (SAM). O sangue foi centrifugado a 10.000g por 10 minutos para
a obtencgdo do soro; em seguida foi colocado em microtubos de 1,5mL
e posteriormente armazenado a -20°C até a realizagdo da prova de
soroaglutinagdo.

0 diagnéstico da infeccdo por Leptospira spp. foi realizado pela
técnica de SAM, no Laboratdrio de Zoonoses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da Univer-
sidade Federal de Minas Gerais. A técnica foi efetuada com colegdo de
antigenos vivos que incluiu 12 variantes sorologicas patogénicas de
Leptospira interrogans sorovares Autumanalis, Bratislva, Canicola,
Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjoprajitno (CTG), Pomona e
Pyrogenes; L. borgpetersenii sorovares Tarassovi, Hardjobovis e
Ballum e L. inadai sorovar Icterohaemorrhagiae. A técnica foi reali-
zada com apenas 12 sorovares por serem esses os mais freqiientes
que infectam suinos no Brasil Os sorovares com quatro a 14 dias de
crescimento foram diluidos na proporg¢ao de 1:3 em PBS (Phosphate
Bufferid Saline - solu¢do salina tamponada com fosfato), pH 7,2. O
critério adotado para o soro ser considerado como reagente foi de
50% de leptospiras aglutinadas por campo microscépico em aumen-
to de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que apresentou mai-
or titulo, sendo as demais aglutinagdes consideradas reag¢des cruza-
das. As amostras positivas ao titulo inicial foram novamente diluidas
sucessivamente na razio dois e testadas para o(s) sorovar(es) que
reagiu(ram) anteriormente.

Analise histopatolégica do rim

Apds o abate dos animais foram colhidos fragmentos de rim das
regides cortical e medular, de aproximadamente 0,5cm de espessura
que foram fixados em formol neutro a 10% (formol tamponado) e
em solu¢do de Duboscq-Brasil por 60 minutos e posteriormente
mantidos em formol tamponado até o processamento.

Os fragmentos de rim que foram fixados primeiramente em
solucdo de Duboscq-Brasil e posteriormente mantidos em formol
tamponado, foram corados com hematoxilina-eosina (H-E), acido
periddico de Schiff (PAS), tricromico de Masson (Masson), 4cido
periddico prata metanamine (PAMS) e Warthin Starry. Os fragmen-
tos fixados apenas em formol tamponado foram preparados em la-
minas tratadas com adesivo Silane A174 (Pharmacia, USA) para
aplicacdo da técnica de Imunoperoxidase.

Deteccao de antigeno de Leptospira spp. em tecido renal

Para a detecgdo de antigeno de leptospira, os cortes de tecidos
foram desparafinados em xilol e hidratados em concentra¢des decres-
centes de alcool etilico; foram submetidos a bloqueio de peroxidase
enddgena com perdxido de hidrogénio 0,03%, em metanol por 30
minutos no escuro e tratados em forno de microondas (Jedfrost:
Brastemp, SP) poténcia maxima, em solugdo Tris-Hcl pH 1, sucessi-
vamente por 10 e 5 minutos. Ap6s lavagem com PBS os cortes foram
incubados “overnight” em atmosfera imida, na temperatura de 4°C
com anticorpo policlonal de coelho anti-leptospiras (produzido no
Laboratorio de Patologia Animal do Departamento de Clinica e Cirur-
gia Veterindaria da UFPI) na dilui¢do de 1:200. No dia seguinte, a in-
cubacdo com anticorpo secundario e a amplificagdo da reacdo foi
realizada com o EnVision System (Dako Comporation Carpinteria
CA, USA, c6digo K4002) em atmosfera imida, temperatura ambien-
te por 30 minutos. A revelacdo da reagdo foi feita com 0,3mg/ml de
3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical, USA) em PBS com 0,06%
de peroxido de hidrogénio e contra-coloragdo com hematoxilina de
Harrys. Como controle positivo, foi utilizado tecido renal de ovino
naturalmente infectado por Leptospira spp. e como controle negati-
vo foi omitido o anticorpo primario.

0 anticorpo foi obtido de coelhas imunizadas contra leptospi-
rose com vacina comercial inativada (Leptospiro-Vac), sorovares
Hardjo, Icterohaemorragiae, Bratislava, Pomona e Wolffj, e testado

em tecido renal parafinado de bovino naturalmente infectado por
Leptospira spp., com o qual reagiu positivamente e em tecido renal
parafinado de hamster néo infectado, com o qual ndo houve reagio
positiva.

Detec¢ao de apoptose em tecido renal

Apoptose foi detectada por meio do kit apopTag Peroxidase in
situ (Chemicon International, Califérnia, USA, cédigo S7101) se-
gundo o protocolo recomendando pelo fabricante. Resumidamente
a técnica consistiu na desparafinizagao dos cortes de tecido renal
com xilol; posteriormente os cortes foram hidratados em concen-
tragoes decrescentes de alcool etilico. Em seguida, foram incubados
com proteinase K (Invintrogen life Technologies, Califérnia, Sigma,
Chemical, USA) (20pg/ml), durante 15 minutos. O bloqueio de pe-
roxidase endégena foi realizado com peréxido de hidrogénio a
0,03%, por 5 minutos. Apds lavagem das laminas em PBS, foi feita
incubagao com Equilibration buffer (tampao de equilibrio) por 10
segundos em temperatura ambiente. Os cortes foram entdo incu-
bados em atmosfera imida a 37°C com solugdo contendo Terminal
Deoxinucleotidil Transferase (TdT) durante 60 minutos. Em segui-
da foi utilizada a solu¢do tampao de parada da reagio (stop/wash
buffer) por 10 minutos. Apds lavagem em PBS, foram incubados
com conjugado anti-digoxigenina por 30 minutos e feita lavagem
em PBS por 8 minutos. A revelagdo da reacio foi realizada com
solucdo de 0,3 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidine tetrahidrocloride
em PBS com 0,06% de pero6xido de hidrogénio e a contracolora¢ao
com hematoxilina de Harrys. As laminas foram montadas com
entelan para exame em microscépio de luz. Como controle positivo
foi utilizado tecido mamario de uma fémea normal de roedor em
que apoptose intensa ocorre 3 a 5 dias ap6s o desmame. Como
controle negativo foi omitida a enzima TdT na reagdo, conforme
recomendacgio do fabricante.

Morfometria

Cortes de rim de aproximadamente 4 a 5pum de espessura, co-
rados por HE e imunoperoxidase, foram submetidos a analise
morfométrica utilizando analisador de imagem computadorizada
Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (versdo 4.1: Cambridge, UK) do Se-
tor de Patologia Animal/BIOLAI, do CCA/UFPI. Foram capturados
de 20 a 50 campos por corte de tecido renal de cada animal, incluin-
do as regides cortical, cértico-medular e medular. Desse total foram
mensuradas as dreas correspondentes a presenca de células infla-
matdrias, antigeno de leptospira e células em apoptose, em compa-
racdo a area total de cada campo.

Analise estatistica

Para verificar a associagdo entre a ocorréncia da doenca e os
manejos (confinado e extensivo), foi utilizado teste de Qui-Quadra-
do. A intensidade das lesdes foi classificada semi-quantitativamen-
te, em escores, numa escala de 0 a 5, onde 0 = normal, 1 = minima;
2 = média; 3 = moderada; 4 = moderadamente severa; 5 = severa
(Pirani 1994). Os resultados quantitativos foram analisados no pro-
grama estatistico Sigma Stat, por testes ndo paramétricos: a) méto-
do de Kruskal-Wallis para anélise de variancia. Havendo diferenca
significante, aplicou-se o teste de Dunn para comparac¢do multipla
de grupos; b) Teste U de Mann-Whitmey para comparacgdo entre
dois grupos. Adotou-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Diagnostico sorologico
Do total de 150 amostras de soros analisadas pela prova
de SAM sete (seis de Timon-MA e um de Teresina-PI) foram
reagentes para um ou mais sorovares de Leptospira spp., re-
sultando em uma soropositividade de 4,7%.
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Dentre os animais reagentes trés apresentaram reagao 10007
para um Unico sorovar, sendo o de maior ocorréncia o sorovar N
Icterohaemorrhagiae (3/7). Trés animais apresentaram ti- *
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tulos de anticorpos de 100, um animal apresentou titulo de
400, um de 800, um de 6.400 e outro de 51.200.

Os animais que reagiram ao sorovar Icterohaemorrhagi-
ae corresponderam a 42,86% (3/7), seguidos dos sorovares
Canicola, 14,28% (1/7), Autumnalis, 14,28% (1/7), Pomona,
14,28% (1/7) e Pyrogenes, 14,28% (1/7).

Nefrite intersticial (Escores)

4007
A comparacgio entre os dois sistemas de criacdo quanto a
predisposi¢do para contrair infeccdo por Leptospira spp., re-
velou que a suscetibilidade é maior nos animais criados ex- 200
tensivamente do que nos animais de criagao confinada (Tes- N=7
Quadro 1. Comparacio entre dois sistemas de criacao 07

quanto a predisposicdo para contrair infec¢ido por Leptospi-
ra spp. Teste qui-quadrado (x?) sobre a tabela de contingén-

cia 2x2
— — : — : Positivos  Negativos
Animais Criagdo extensiva Criado confinada  Total Fig.2. Anélise quantitativa da intensidade da nefrite intersticial (per-
Positivos 7 0 7 centual médio dos escores entre 25 e 75) em suinos infectados
Negativos 68 75 143 com Leptospira spp. N = mimero de animais por grupo.
Total 75 75 150 *p<0.005, Mann-Whitney.

p=0,02.

te x% p < 0,05) (Quadro 1).
Alteracdes renais histopatolégicas

Para analise das lesdes renais 14 suinos foram utilizados,
sete sorologicamente positivos e sete sorologicamente ne-
gativos (grupo controle). Dos sete animais soropositivos to-
dos apresentaram alteragdes tibulo-intersticiais. Nefrite in-
tersticial foi observada em todos os animais soropositivos
caracterizada pela presenga predominante de linfécitos e ma-
crofagos (Fig.1). A lesdo localizava-se principalmente na re-
gido cortical, mas, também, na regido cértico-medular e me-
dular de distribuicdo focal, perivascular, periglomerular e
peritubular, com intensidade variando de minima a modera-
da. A presenca de infiltrado inflamatorio era significantemente
maior nos animais soropositivos comparados aos soronega- S
tivos (p<0,05, Teste U de Mann-Whitney) (Fig.2). Ndo houve  Fig.3. Hipe

rcelularidad

de células mesangiais e lobulagdo de glo-
diferenca significante quanto ao infiltrado inflamatorio entre mérulos no rim de suino naturalmente infectado por Leptospira
as regides cortical, cortico-medular e medular nos animais spp. H-E, Barra = 25um.

Fig.1. Infilrado inflamatério mononuclear (seta) no rim de suino Fig.4. Fibrose intertubular (seta) no rim de suino naturalmente
naturalmente infectado com Leptospira spp. H-E, Barra = 25um. infectado por Leptospira spp. Masson, Barra = 25um.

%
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soropositivos. Em glomérulos foi observada hipercelularidade
focal de células mesangiais em quatro animais. Em dois casos
o tufo glomerular apresentava-se lobulado (Fig.3), com espes-
samento da membrana basal do capilar glomerular e presen-
¢a de material protéico na capsula de Bowman de um animal
Em outro animal foi observado crescente celular. Nos tibulos
constatou-se atrofia focal em quatro animais e fibrose renal
(Fig.4) em cinco. Pela coloragdo Warthin Starry, ndo foi ob-
servado presenca de leptospiras.

Detecc¢do de antigeno de Leptospira

Embora a prova de SAM tenha revelado apenas sete ani-
mais sororeagentes e, portanto, 143 animais soronegativos,
quando foi realizada a técnica de imunoistoquimica em 23
desses animais, selecionados ao acaso, e dos sete sororeagen-
tes, constatou-se que os 30 foram positivos para antigeno de
Leptospira spp. (Fig.5) e em um animal foi observado a pre-
senca de Leptospira spp. em tiibulo renal (Fig.6). Contudo deve
ser salientado que o parametro basico, tomado como refe-
réncia, para a definigdo de animais infectados e nao infectados
foi a prova de SAM.

A andlise morfométrica realizada em tecido renal de 14 ani-
mais, sendo 7 soropositivos e 7 soronegativos, revelou marca-

Fig.5. Antlgeno de Leptosplra em celu]as epltellals (seta) no rim de
suino naturalmente infectado por Leptospira spp. Immunope-

roxidase, Barra = 25um.

- S

Flg 6. Leptosplra Spp. em tubulo urlnlfero (seta) em suino natural-
mente infectado. Imunoperoxidase, Barra = 10um.
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Fig.7. Andlise quantitativa da intensidade de antigeno de Leptospi-

ra spp. (média dos escores e intervalo entre 25 e 75 por cento)

em suinos infectados. N = nimero de animais por grupo.
*p<0.005, Kruskal Wallis and Dunn.

¢do de antigeno apenas nos animais soropositivos, com dife-
renca significante quando comparado aos soronegativos
(p<0,05, Teste U de Mann-Whitney). O antigeno apresentava-
se em maior quantidade na regido cortical em comparagdo as
regides cortico-medular e medular (p<0,05, Teste de Kruskal-
Wallis e Dunn) nos animais soropositivos. A presenca de anti-
geno de leptospira foi significantemente maior nas células
epiteliais e intersticiais quando comparada aos vasos, células
glomerulares e capsula de Bowman (p<0,05, Teste de Kruskal-
Wallis e de Dunn) (Fig.7).

Deteccdo de apoptose

A verificagdo de células em apoptose foi realizada nos
mesmos animais estudos na histopalogia, sete animais so-
ropositivos e em quatro soronegativos. Apoptose estava pre-
sente em células epiteliais dos tiibulos nos sete animais so-
ropositivos em intensidade minima (Fig.8). As células
apoptéticas foram claramente marcadas, apresentando nu-
cleo retraido de coloracdo marrom pela técnica de imunois-

Fig.8. Celu]as em apoptose (setas) no rim de suino naturalmente
infectado com Leptospira spp. Immunoperoxidase, Barra =
25um.
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PRSI ’:}a‘iﬂ? PR o SRt R AR R =
Fig.9. Rim de suino soronegativo (Controle). Immunoperoxidase,
Barra = 25um.

toquimica empregada. Ndo foi observada apoptose nos ani-
mais controles (Fig.9). Quando comparamos os dois grupos
de animais na presenca de apoptose, verificou-se que exis-
tia marcacgao significantemente maior nos animais soropo-
sitivos em relacdo aos soronegativos (p<0,05, Teste U de
Mann-Whitey). O controle positivo da reacdo, realizado
com tecido mamario de uma fémea normal de roedor mos-
trou marcagdo positiva esperada.

DISCUSSAO

A pesquisa de aglutininas anti-leptospiras em animais de
abatedouro ndo constitui um procedimento adequado para a
determinacdo da prevaléncia da doenga em uma regido ou
cidade, no entanto, ela permite o registro da infeccao bem
como dos sorovares de Leptospira spp. que estio ocorrendo
na regido de origem dos animais. No presente trabalho sete
(4,7%) de um total de 150 suinos oriundos de Teresina-PI e
Timon-MA e arredores, apresentaram anticorpos anti-
leptospiras. Outros estudos registraram percentual de 7,7%
em suinos de Vigosa e Ponte Nova, MG (Faria et al. 1989),
55,8% no Rio Grande do Sul (Oliveira et al. 1995), 27,3% em
Sao Paulo (Langoni, Cabral & Jacobi 1995), 65,2% em Goias
(Souza 2000), 26,6% no Ceara e 45% em Pernambuco
(Favero et al. 2002) e 36,6% na regiao de Botucatu, SP
(Shimabukuro et al. 2003).

As evidéncias sorolégicas encontradas neste estudo indi-
caram maior importincia para os sorovares patogénicos Ic-
terohaemorrhagiae (42,86%), Autumnalis (14,28%),
Canicola (14,28%), Pomona (14,28%) e Pyrogenes (14,28%),
presentes em sete animais soropositivos. O sorovar Ictero-
haemorrhagiae foi o de maior ocorréncia. Resultados simila-
res ou percentualmente superiores foram encontrados em
outros estudos (Langoni, Cabral & Jacobi 1995, Oliveira et al.
1995, Souza 2000, Favero et al 2002, Shimabukuro et al
2003) revelando que o diagndstico de sorovares infectantes
para suinos varia também na dependéncia da regido.

Os resultados deste trabalho revelaram que existe uma
maior predisposicao dos animais criados extensivamente
para contrair infeccdo por Leptospira spp. do que os animais
de criacdo confinada, o que tem sido confirmado também em
estudos de sistema de criagdo de animais ao ar livre (SISCAL)
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(Osavaetal (2010). A maior predisposi¢ao dos animais cri-
ados extensivamente, provavelmente, decorra das condigdes
higiénico-sanitarias precarias adotadas na criagio extensi-
va, onde 0s animais sdo expostos a uma grande variedade de
patdégenos e para os quais nio recebe nenhum tipo de imuni-
zacgdo, especialmente para leptospiras. Este tipo de sistema
de criacdo favorece o contato dos animais com fontes de in-
feccdo de leptospiras bem como materiais contaminados.

Dos 14 animais incluidos na casuistica das alteracgdes his-
topatologicas sete (50%) apresentaram alteragdes renais. As
lesdes localizavam-se nas trés regides, mas, com maior in-
tensidade na regido cortical Estudos mostraram que o local
preferencial da lesdo renal na leptospirose é no espago tibulo-
intersticial, principalmente nos tibulos proximais (Sitprija
et al 1980, Barnett et al. 1999), locais onde a leptospira fica
aderida e libera toxinas que danificam as células epiteliais
(Alves et al 1987).

Verificou-se que lesdes tibulo-intersticiais como nefrite
intersticial e atrofia tubular, estavam presentes em todos os
animais soropositivos (100%), mas ndo estavam nos animais
soronegativos. Este é um dado importante, pois confirma a
relacdo entre a infecgdo por leptospiras com a injuria renal
em suinos aparentemente sadios. Observou-se também a
presenca de fibrose renal em cinco animais soropositivos,
sendo que a intensidade variou de minima a moderada, con-
cordando com algumas pesquisas ja realizadas (Hamir et al.
2001, Martinez et al. 2005). A técnica de Warthin-Starry ndo
possibilitou a visualiza¢do de leptospiras, demonstrando que
esta técnica ndo apresenta grande sensibilidade quando com-
parada com a imunoistoquimica, como observado por
Scanziani et al (1989), Silva et al. (2005) e Saglam et al.
(2008).

A técnica de imunoistoquimica é uma das mais sensiveis
para deteccao de Leptospira spp. em tecido renal Pela colora-
¢do de imunoperoxidase foi observada a presenca de Leptos-
pira spp. em um animal, aderida as células epiteliais tubula-
res. Antigeno foi observado em maior intensidade nas células
epiteliais e intersticiais quando comparado a outras estrutu-
ras renais, o que sugere que estes sejam os locais preferenci-
ais de acao das leptospiras sobre o rim, corroborando outras
pesquisas realizadas em humanos, hamsters e bovinos (Alves
et AC. 1989, Haanwinckel et al. 2004, Silva etal. 2005). A pre-
senca de antigeno de leptospira em vasos foi encontrada em
intensidade minima o que difere de outros resultados em que
a presenca de antigeno era mais intensa em vasos dilatados
(Alves et al. 1989). Além disso, os resultados desta pesquisa
evidenciaram antigeno de leptospira em intensidade signifi-
cantemente maior em células glomerulares dos animais in-
fectados quando comparados aos ndo infectados (p<0,05), de-
monstrando que os glomérulos também sdo comprometidos
no curso da infecgdo em suino.

A deteccdo de apoptose neste estudo foi significantemente
maior nos animais soropositivos quando comparados aos so-
ronegativos (p<0,05). Apoptose estava presente no local pre-
ferencial de colonizacgio das leptospiras, as células epiteliais
tubulares (Barnett etal. 1999). Porém, apesar da intensidade
da apoptose ter sido minima, foi suficiente para distinguir
apoptose fisiolégica (Sorenson 1998) da apoptose como con-
seqliéncia do processo patolégico renal presente nos animais
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infectados. Deve ser levado em consideracao que em animais
infectados por sorovares ja adaptados, como no caso do sui-
no no presente estudo (Oliveira 1999), é de se esperar que
apoptose ocorra em intensidade minima como foi observa-
do, muito embora acima do limiar fisiolégico em decorréncia
do processo de adaptacdo, uma vez que as reagdes gerais do
animal frente a esse tipo de infeccdo manifestam-se de for-
ma discreta (Shimabukuro et al. 2003).

Em pesquisa realizada com rim de ovinos infectados na-
turalmente por Leptospira spp., foi observado que a intensi-
dade de apoptose variou de minima a severa, com presenca
de células apoptodticas em quantidade significantemente mai-
or nos animais soropositivos quando comparado aos soro-
negativos (Carvalho 2005). Esses resultados, apesar de dife-
rirem quanto a intensidade, sdo similares aos encontrados no
presente estudo. Deve-se salientar que apoptose estava pre-
sente apenas em células epiteliais dos tubulos da regido
cortical, enquanto em ovinos estava presente em quantidade
significantemente maior em células epiteliais de tibulos da
regido medular, comparado as células epiteliais da regiao
cortical Esses dados sugerem que apoptose participa do pro-
cesso de injuria de células epiteliais renais na infec¢ao por
leptospiras em suinos em intensidade menor que em ovinos.

Os resultados deste estudo demonstraram a infec¢do por
Leptospira spp. em suinos das cidades de Teresina-PI e Timon-
MA, com maior ocorréncia do sorovar Icterohaemorrhagiae.
Suinos de criagdo extensiva estavam mais susceptiveis a in-
feccdo que os suinos de criagdo confinada. Uma eventual as-
sociacdo da presenca de antigeno e células em apoptose, em
rim de suinos soropositivos, sugere um provavel mecanis-
mo de injuria renal na leptospirose.
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