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RESUMO

Com o intuito de se estudar a predominancia dos sorovares de leptospiras
infectando cdes com suspeita clinica de leptospirose, atendidos no municipio de Séao
Bernardo do Campo, no Hospital Veterinario da Universidade Metodista de Sé&o
Paulo, foram colhidas 14 amostras sanguineas de cdes com manifestacdes clinicas
compativeis com a doenca. Pela prova de Soroaglutinacdo microscopica (SAM)
realizada no laboratorio Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Departamento de
Medicina Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP), obtiveram-se quatro
amostras positivas, com taxa de ocorréncia de 28,57%, sendo o sorovar
Copenhageni o mais prevalente em 75% dos casos e 0 sorovar Brastilava em 25%
dos casos. Foram realizadas também analises hematoldgicas e bioquimicas no
laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Metodista de S&o Paulo. Os
achados clinicos laboratoriais neste estudo evidenciaram importante acometimento
renal e hepatico nos animais afetados com predominancia do sorovar Copenhageni,
além da ocorréncia do sorovar Brastilava, o qual ndo se encontra presente na vacina
e estd causando doenca clinica na regiao.

Palavras — chave: Leptospirose, cdes, soroaglutinacdo microscoépica



ABSTRACT

In order to study the prevalence of leptospires serovars infecting dogs with clinical
suspicion of leptospirosis, treated in the municipality of Sdo Bernardo do Campo, at
the Veterinary Hospital of the Universidade Metodista de Sao Paulo, 14 blood
samples from dogs with clinical manifestations compatible with the disease were
collected. It were realized the serologic microagglutination testing (MAT) at the
Bacterial Zoonoses Laboratory of the Department of Preventive Medicine and Animal
Health of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics (FMVZ) of the
University of Sdo Paulo (USP), four positive samples were obtained, with serovar
Copenhageni being isolated in 75% of cases and serovar Brastilava in 25% of cases.
Hematological and biochemical analyzes were also carried out at the Laboratory of
Clinical Pathology of the Universidade Metodista de S&o Paulo. The laboratory and
clinical findings in this study evidenced important renal and hepatic involvement in
affected animals with predominance of serovar Copenhageni, in addition to the
occurrence of the serovar Brastilava, which is not present in the vaccine and is
causing clinical disease in the region.

Key-words: dogs, leptospirosis, serologic microagglutination testing
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo ubiqua, considerada
reemergente em humanos e caes, causada por espiroguetas patogénicas do género
Leptospira spp. (LEVETT, 2001). Trata-se de uma enfermidade endémica em
regibes tropicais, com maior incidéncia apds periodos chuvosos e inundacdes
(HAAKE, LEVETT, 2015) presente em todos os continentes, exceto na Antartica.
Evidéncias do transporte de Leptospira spp. foram encontradas em mais de 150
espécies de mamiferos (ADLER, MOCTEZUMA, 2010; KO, GOARANT,
PICARDEAU, 2009).

A leptospirose é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como uma doenga negligenciada e subnotificada, transmitida pelo contato direto ou
indireto com urina de animais infectados (ACHA, SZYFRES, 2003; FAINE, 1999;
LEVETT, 2001). Os diferentes sorovares patogénicos de leptospiras sdo mantidos
na natureza pela infeccdo assintomatica em animais silvestres e domeésticos,
conhecidos como hospedeiros de manutengdo. (MONAHAN, MILLER, NALLY,
2009). Nas ultimas décadas, a urbanizacédo e as mudancas sociais tem favorecido o
aumento da populacdo canina nos paises em desenvolvimento (SOUZA et al.,
2002). Este aumento, associado com as relacbes emocionais e estreita convivéncia
entre o homem o céo, constitui um grave problema de salde publica, uma vez que
0s caes sdo capazes de transmitir uma série de zoonoses, dentre elas a leptospirose
(BERGLER, 1988, ACHA; SZYFRES, 2003; BATISTA et al., 2004).

Os cées, depois dos roedores, sdo considerados como a segunda principal
fonte de infecgdo para o homem (BROD et al., 2005). A dimensé&o da ocorréncia da
leptospirose humana no mundo né&o é totalmente compreendida, sabe-se que ela é a
segunda zoonose mais prevalente e estima-se que ocorram mais de 1.500.000
casos e mais de 100.000 mortes por ano, considerando os casos nao registrados
(GLEAN, 2013). Na cidade de Sao Paulo, a média anual no periodo de 2001 a 2011,
foi de 288 casos, 44 obitos e letalidade de 15,5% (COVISA, 2013).

Estudos demonstram que a leptospirose canina esta disseminada por todo o
territorio brasileiro, apresentando maior ou menor prevaléncia dependendo da regido

estudada. Alguns estados realizaram estudos a respeito da soroprevaléncia de



Leptospira spp., que possibilitam a visualizacdo desta situacdo. Na regido Sudeste
foram realizados estudos no estado de S&o Paulo, nos municipios de Botucatu e
Avaré e no estado de Minas gerais, além de dois estudos em Uberlandia, com
soroprevaléncia respectivas de 17,9%, 9,3%, 28,4% e 38% (SILVA et al., 2009;
GONCALEZ et al.,, 2010; CASTRO et al.,, 2011). J& na regido Sul do Brasil, nos
estados do Parana, municipios de Jataizinho, Maringa, Curitiba e Umuarama, a
soroprevaléncia observada foi respectivamente de 20,2%, 12,2%, 27,8% e 20% e no
Rio Grande do Sul, a soroprevaléncia de leptospirose canina em Porto Alegre foi de
48,2% (BENITEZ et al., 2012; FONZAR, LANGONI, 2012; BIER et al., 2013; DREER
et al., 2013; OLIVEIRA et al.,, 2012) .Por fim, na regido Norte, no estado de
Rondbénia, na regido Nordeste, nos estados de Sergipe, Bahia, Paraiba, e Regido
Centro-Oeste, no estado do Mato Grosso, foram demonstradas respectivamente as
seguintes soroprevaléncias: 27,4%, 37%, 7,1%, 19,7% e 17,5% (AGUIAR et al.,
2006; LEMOS, MELO, VIEGAS, 2010; LAVINSKI et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2011; JORGE et al, 2011).

Em S&o Paulo Yasuda, Santa Rosa e Yanaguita (1980) avaliaram um total de
1.428 céaes errantes, encontrando soroprevaléncia para Leptospiras spp. de 21,6%,
através da técnica de SAM. Em 2006, Modolo realizou uma investigacdo
soroepidemioldgica em 775 caes do municipio de Botucatu, obtendo positividade de
15,5% das amostras, com maior prevaléncia dos sorovares Canicola e Pyrogenes.
Mais recentemente, em 2016, Mascolli et al. realizaram um estudo na Estancia
Turistica de Ibitna, onde 570 animais de 4 regides do municipio foram avaliados, e
constatou-se uma soroprevaléncia de 32,8% e predominancia dos sorovares
Pyrogenes, Autumnalis e Canicola.

Atualmente no Brasil, observa-se uma diferenca no perfil da leptospirose
canina nas diferentes regifes. Nas regiées Sul e Sudeste ha maior frequéncia de
reagentes aos sorogrupos Canicola, Pyrogenes e ao sorovar Copenhageni, e mais
raramente Autumnalis e Gryppotyphosa, enquanto que nas regides Norte e Nordeste
verifica-se maior frequéncia de reagentes ao sorogrupo Autumnalis, Copenhageni,
Pyrogenes, Canicola e Gryppotyphosa. Tais variacdes possivelmente relacionam-se
a existéncia de reservatérios, a exposicdo de caes ao risco de infeccdo, as
particularidades climaticas, socioeconbmicas e sazonais de cada regido
(HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015; MELLO, MANHOSO, 2007). Porém ainda nao



h&4 estudos com amostragem probabilistica e atualmente nota-se falta de
padronizacao nos estudos ja realizados.

Alguns paises também realizaram estudos quanto a prevaléncia da
leptospirose canina, tais como a india, no continente Asiatico - em 1992, Africa do
Sul, no continente africano — 1993, Irlanda - 1991 e Italia — 2002 no continente
Europeu, nos EUA — 1996 na América do Norte, e por fim, na Argentina — 1997
representando a América do Sul. Nesses a prevaléncia encontrada foi
respectivamente de 21% (com predominancia dos sorovares Icterohaemorragiae e
Canicola), 1,5% (com predominancia dos sorovares Tarassovi e Pyrogenes), 25,44%
(com predominancia do sorovar Canicola), 31,2% (com predominancia dos
sorovares Bratislava e Grippotyphosa), 58,8% (com predominancia dos sorovares
Pomona, Autumnalis, Hardjo e Icterohaemorrhagiae) e 57% (com predominancia dos
sorovares Canicola e Pyrogenes) (VENKATARAMAN, NEDUNCHELLIYAN, 1992;
MYBURGH, POSNETT, LAWRENCE, 1993; SCANZIANI et al., 2002; VAN DEN
BROEK et al., 1991; HARKIN, GATRELL, 1996; RUBEL et al., 1997).

Em animais de producdo, como rebanhos bovinos de corte e leite, a
soroprevaléncia de leptospirose € alta, possuindo baixa taxa de mortalidade e alta
taxa de morbidade (GUIMARAES, 1982). Na regifio Centro-Oeste, Figueiredo et al.
(2009) relataram soroprevaléncia de 90,4% no estado do Mato Grosso do Sul. Na
regido Norte, Homem et al. (2001) relataram prevaléncia de 97% no Para e Aguiar et
al.(2006) referiram prevaléncia de 95,5% nos rebanhos de Rondbnia. Na regido
Sudeste, observou-se a prevaléncia de 71,3% no estado de S&o Paulo (CASTRO et
al., 2008) e na regiao Nordeste, no estado da Bahia, de 77,93% (OLIVEIRA et al.,
2009). Embora ainda ndo sejam conhecidos ou estimados 0s prejuizos econémicos
proporcionados por esta doenca no Brasil, relata-se grandes perdas de
produtividade. No Reino Unido, alguns estudos constataram perdas de até 500 libras
e 3% de abortos e natimortos para cada 100 cabecas de gado, devido a leptospirose
(ELLIS, 1994), dado preocupante quando se extrapolam estes resultados ao nimero
de animais que constituem o rebanho brasileiro.

Trata-se, portanto, de uma zoonose que reflete diretamente na saude publica
e economia do pais. O controle da leptospirose canina em areas urbanas € de
grande interesse em saude publica, principalmente devido a possivel participacao
dos cédes na cadeia epidemioldgica da leptospirose humana. Os cédes podem atuar

como indicadores de contaminacdo ambiental e alertar quanto a introducdo de um



novo sorovar de importancia zoondtica (BLAZIUS et al. 2005). Dessa maneira, 0
cdo torna-se um elemento importante na transmissao da doenga, tanto para outros

animais, quanto para o homem (LANGONI, 1999).

1.1 Agente Etioldgico

Leptospira € um género de espiroquetas que inclui microorganismos com
uma variedade de adaptacdes, desde saprofitos aquaticos a patdgenos invasivos
(HAAKE, MATSUNAGA, 2010). As leptospiras séo bactérias finas, filamentosas (0,1
a 0,1 um de largura e 6 a 12 um de comprimento, flexiveis, espiraladas e com
extremidades em gancho (figura 1), pertencentes a familia Leptospiraceae, género
Leptospira (GREENE et al., 2015)

As leptospiras coram-se positivamente pela coloracdo de Gram e apresentam
motilidade caracterizada por movimentos de tor¢cdo e flexdo, simultaneos a
movimentos rotatérios ao redor do eixo longitudinal. O microorganismo possui um
cilindro citoplasmatico circundado por uma membrana interna que recobre o
filamento axial central, composto de dois flagelos periplasméticos que ndo se
sobrepdem e orientam-se longitudinalmente (GREENE et al., 2015). O cilindro
espiralado interno e o filamento axial sdo envolvidos por uma membrana externa,
composta principalmente por lipopolissacarideos (LPS), mdltiplas lipoproteinas
antigénicas e proteinas transmembrana como porinas, secretinas e hemolisinas
(BARNETT et al., 1999). Elucidar as caracteristicas da membrana externa é a chave
para compreender a estrutura, biogénese e nicho ecoldgico destes microorganismos
(HAAKE, MATSUNAGA, 2010).

Diferentemente da maioria das espiroquetas invasivas, as leptospiras
patogénicas devem ser capazes de sobreviver tanto em estados de vida livre, como
adaptados ao hospedeiro. A membrana externa é a linha de frente da interacdo da
bactéria com o ambiente e com o hospedeiro (HAAKE, ZUCKERT, 2015). No
hospedeiro, a membrana externa apresenta uma superficie coberta por adesinas e
receptores, para que assim haja ligacbes e consequente adesdo de moléculas

hospedeiras desejaveis, tais como o regulador de complemento e fator H. Por outro



lado, a membrana externa deve permitir que as leptospiras ndo sejam detectadas
pelo sistema imunolégico do hospedeiro ( HAAKE, ZUCKERT, 2015).

Gancho terminal
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Figura 1 — Ultraestruturas de Leptospiras patogénicas.
Fonte: (GREENE et al., 2015).

1.1.1 Taxonomia e Classificacdo das Leptospiras

A nomenclatura e a taxonomia das leptospiras sdo complicadas, pois, antes
de 1989, foram classificadas inicialmente com base no seu isolamento em cultura e
reatividade imunolégica, sendo o0s sorovares antigenicamente relacionados
agrupados em sorogrupos. Entretanto, uma reclassificacdo subsequente utilizou a
tecnologia genética para uma classificacdo taxonémica mais relevante (DESVARS,
CARDINALE, MICHAULT, 2010), que distingue 22 genoespécies de leptospiras
distribuidas entre patogénicas, de patogenicidade intermediaria e sapréfitas
(ADLER, 2015).



Nao h& correspondéncia entre a classificagdo soroldgica baseada em
determinantes antigénicos e a classificacdo genotipica. Porém, a classificacdo
sorologica atualmente continua sendo o Unico método universalmente disponivel e
recomendado pela OMS, com finalidades diagnosticas e epidemioldgicas
(HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015).

1.1.1.1 Classificacdo Sorologica

Classicamente, o género foi dividido em duas espécies: L. interrogans sensu
lato, que contém todas as cepas patogénicas, e Leptospira biflexa sensu lato, que
contém todas as cepas saprofiticas do ambiente. Nesses dois grupos de leptospiras
foram identificados diferentes sorovares, que sdo micro-organismos antigenicamente
e, com frequéncia, epidemiologicamente distintos em determinada espécie
(GREENE et al., 2015). Atualmente, sdo descritos mais de 250 sorovares de L.
interrogans, distribuidos em 24 sorogrupos (tabela 1), dos quais pelo menos 10 séo
importantes em cées ou gatos (GREENE et al., 2015; LEVETT, 2001).

Os sorovares antigenicamente relacionados sdo agrupados em sorogrupos,
0S quais compartilham antigenos em comum e consequentemente apresentam
reacles cruzadas entre si nos métodos de deteccdo por anticorpos. Os sorogrupos
nao possuem uma base taxondmica, porém sdo Uteis para inquérito epidemioldgico
e compreensdo da doenca, pois somente o0 isolamento da leptospira e sua
caracterizagdo com uso de anticorpos monoclonais permite identificar o sorovar
infectante, e assim fornecer informacfes quanto aos reservatérios envolvidos na
transmissao da infeccdo (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015; LEVETT, 2001).



Tabela 1 — Sorogrupos e alguns sorovares de Leptospira interrogans sensu
lato

Sorogupo Sorovar
Icterohaemorrhagiae...........ccooeveviiiieiienniiieee e Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hebdomadis..........cocovvviiiiiii e Hebdomadis, Jules, Kremastos
AUtUMNALIS. ... Autumnalis,Fortbragg, Bim, Weerasinghe
PYIOQENES......coiiiiiiie et Pyrogenes

Bataviae .......ccoovviieiiiii Bataviae
GrippOtYPNOSA.....ccuvvveiieiiiiiiiee e Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura
CaniCoIa ... Canicola

AUSTTALIS....covveiie e Australis, Bratislava, Lora
POMONA.......oiiiiiii Pomona

JAVANICA. ....cei ittt Javanica

Y= (o 1= TSP Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama ..o Panama, Mangus

CYNOPLEIT oot Cynopteri

Djasiman.......ccooiuiiiiiiiiie e Djasiman

SAMIN e Sarmin

1YL Mini, Georgia
TAIASSOVi.ceiiiiieiiiiiiiieeeie et Tarassovi

Ballum ... Ballum, Aroborea
CelledOonNi.......cccueeiiiieeiieeeee e Celledoni

LOUISIANA ..o Louisiana, Lanka

RANAIUM ... Ranarum

1Y/ = U = o TSR Manhao

SheIrMaNi.......ccoii i Shermani
HUrstbridge.........ooooiiiiiie e Hurstbridge

Fonte: Adaptado de LEVETT, 2001.

1.1.1.2 Classificacdo Genotipica

Com o advento dos métodos moleculares, como o multiple-locus sequence
typing (MLST) e o multiple-locus variable - number tandem repeat analysis (MLVA),

refinaram as andlises da heterogeneidade genética das leptospiras incluidas em um



mesmo sorogrupo. O MLST mostrou-se um meétodo mais vantajoso em relacdo a
outros meétodos, devido a sua reprodutibilidade, consisténcia e portabilidade
(AHMED et al., 2006).

Com base na hibridacdo de DNA foram definidas 22 genomoespécies de
leptospiras (tabela 2), agrupadas em trés grandes grupos: leptospiras patogénicas,

leptospiras saprofitas e leptospiras intermediarias (ADLER, 2015).

As leptospiras patogénicas possuem dez espécies: Leptospira interrogans
stricto sensu, Leptospira kirschneri, Leptospira borgpeterseni, Leptospira santarosai,
leptospiras noguchi, Leptospira weilii, Leptospira alexanderi, Leptospira kmetyi e
Leptospira alstoni, Leptospira mayottensis. As saprofiticas possuem sete espécies e
as intermediarias, as quais ndo possuem patogenicidade totalmente elucidada, que
podem ser a causa da variedade de manifestacdes clinicas leves, sdo constituidas
por cinco espécies (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015; BOURTHY et al., 2018).

Nessa classificacdo genética, sorovares tanto patogénicos quanto nédo
patogénicos podem ocorrer na mesma genomoespécie. Alguns estudos incluiram
estirpes multiplas de alguns sorovares e constataram heterogeneidade genética
dentro dos sorovares, conforme demonstra a tabela 3 (BRENNER et al., 1999).

Até 2008, encontravam-se disponiveis 0s genomas completos de seis
estirpes de leptospiras, incluindo dois sorovares de L.interrogans (Lai e
Copenhageni), dois estirpes de L. borgpetersenii sorovar Hardjo e dois estirpes de L.
biflexa sorovar Patoc, com tamanho de genoma variando entre 3,9 a 4,6 Mbp (XUE,
YAN, PICARDEAU, 2009).

Recentemente, a analise genémica de um novo sorovar de Leptospira weilii
sorogrupo Manhao foi descrita (XU et al.,, 2017), além do genoma completo da
Leptospira alstonii sorovar Room22 estirpe GWTS #1 (NALLY et al.,, 2016) e
Leptospira interrogans sorovar Hardjo subtipo Hardjoprajitno estirpe Norma
(COSATE et al., 2015).



Tabela 2 — Sorovares de leptospiras encontrados em multiplas espécies de

leptospiras

Sorovar Espécie

BatAVIBE. ... eeeeeiii e L. interrogans, L. santarosai
2101 o o o= P EESEUERPS L. interrogans, L. kirschneri
€14 o] oZ0] 3/ o] a0 1= SRS L. kirschneri, L. interrogans
[ F= 1 | o SRR L. borgpetersenii, L. interrogans, L.meyeri
ICteron@emMOITNAGIAE. ... it L. interrogans, L. inadai
KIEMASTOS. ...eeeiii ittt L. interrogans, L. santarosai
IMWOGOIO. ..ttt e e e e e e e e eann e L. kirschneri, L. interrogans
PAITJAN. ... L. kirschneri, L. interrogans
0] 0T - L. interrogans, L. noguchii
PYIOgENES. ..t e e L. interrogans, L. santarosai
SZWAJIZAK ..o a e e e e L. interrogans, L. santarosai
RV 11 10 .74 USRS L. interrogans, L. kirschneri

Adaptado de KOGIKA, HAGIWARA, MIOTTO, 2015.

1.2 Epidemiologia

Presume-se que a leptospirose seja a zoonose mais difundida no mundo
(LEVETT, 2001). As leptospiras patogénicas estdo amplamente distribuidas na
natureza e vivem nos rins de uma ampla variedade de hospedeiros domésticos ou
silvestres, considerados como hospedeiros de manutengcdo ou reservatorios
(LEVETT, 2001). O ciclo de vida dessas bactérias envolve sua eliminagdo pela urina,
persisténcia no meio ambiente, penetracdo em um novo hospedeiro, e disseminacgao
hematdgena para os rins, através dos capilares glomerulares ou peritubulares. Uma
vez no lumen tubular renal, as leptospiras colonizam a borda em escova do epitélio
tubular renal proximal, sem causar manifestagbes clinicas significantes no
hospedeiro, sendo liberadas através da urina e podendo persistir no ambiente por
longos periodos de tempo (HAAKE, LEVETT, 2015). Apés a eliminacéo pela urina,
essas bactérias sobrevivem em terrenos umidos, pantanos, corregos, lagos e

estabulos com excesso de detritos e umidade. Multiplicam-se em pH 7,2 a 7,4 e em
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temperaturas de 10 a 34°C. S&o muito sensiveis ao pH &acido e a dessecacdo. As
exigéncias de temperatura, pH e umidade para a sobrevivéncia prolongada das
leptospiras, explica a incidéncia sazonal da leptospirose durante os periodos de
chuva (WARD, 2002). A 4gua quente estagnada ou de movimento lento, apesar de
nao ser essencial, proporciona um habitat apropriado para as espiroquetas. Nos
ambientes aquaticos, as leptospiras formam biofilmes sobre superficies orgéanicas e
inorganicas que contém agregados de micro-organismos em colonias (GREENE et
al., 2015). Portanto, a incidéncia da doenca é significativamente maior em regides de
clima quente quando comparadas a regides temperadas, ressaltando ainda que a
maioria dos paises tropicais também sdo paises em desenvolvimento, havendo
maiores oportunidades de exposicdo a ambientes contaminados e animais
infectados (LEVETT, 2001). Uma vez fora do hospedeiro, as leptospiras ndo se
multiplicam, entretanto, caso os fatores ambientais sejam Otimos, podem
permanecer viaveis por meses (LANGSTON, HEUTER, 2003).

As fontes de infeccdo sdo os hospedeiros de manutencédo, os portadores

assintomaticos e os portadores convalescentes (LANGONI, 1999).

1.2.1 Hospedeiros de Manutencéao

Existem dois tipos de hospedeiros mamiferos quando se trata de infeccbes
por leptospiras: os hospedeiros de manutencdo e os hospedeiros acidentais. Cada
sorovar esta adaptado a um ou mais hospedeiros, chamados de hospedeiros
naturais ou de manutencao (tabela 3) (GOLDSTEIN, 2010).

O céao é considerado o hospedeiro natural do sorovar Canicola e o rato de
esgoto, Rattus norvegicus, o hospedeiro natural dos sorovares Icterohaemorrhagiae
e Copenhageni. Os suinos, bovinos e 0s animais silvestres sdo hospedeiros de
manutencdo dos sorovares Pomona, Hardjo e Grippotyphosa, respectivamente. A
ocorréncia de diferentes sorovares de leptospiras no homem, no cdo e nos outros
animais domésticos e silvestres esta na dependéncia de reservatorios existentes no
ecossistema onde vive o hospedeiro acidental (HAGIWARA, 2003). Os hospedeiros
de manutencéo séo essenciais para a persisténcia dos focos de infec¢cdo. Dentro da

cadeia de transmissdo, o homem é apenas hospedeiro acidental (BEPA, 2012).
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A contaminagdo ambiental se da pela eliminac&o de leptospiras patogénicas
pela urina, por meio da infec¢do cronica dos tubulos renais de hospedeiros de
manutencdo que, por definicdo, sdo espécies de mamiferos nos quais a infeccéo é
endémica e geralmente transmitida de um animal a outro por contato direto
(LEVETT, 2001; LANGSTON; HEUTER, 2003).

Tais hospedeiros sao tipicamente assintomaticos, sendo 0s pequenos
roedores considerados 0s mais importantes. Todas as espécies de roedores,
marsupiais, e mamiferos, incluindo o homem, podem atuar como hospedeiros de
manutencdo para leptospiras patogénicas, excretando a bactéria na urina por um
longo periodo (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015; GREENE et al.,, 2015;
GANOZA et al., 2010; MILLAN et al., 2009).

Relatos esporadicos indicam que, apdés a infeccdo, humanos também
podem excretar leptospiras por um longo periodo de tempo, gerando a hipétese de
que, assim como 0s animais, humanos podem desenvolver leptospilria
assintomatica em locais onde ha alta prevaléncia da doenca, como na Amazoénia
Peruana (GANOZA et al., 2010).

Sabe-se que os cées sdo hospedeiros de leptospiras patogénicas ha mais de
80 anos (KLARENBEEK; SCHUFFNER, 1933), sendo considerados hospedeiros de
manutengcdo do sorovar Canicola e hospedeiros acidentais dos sorovares
Icterohaemorragiae, Grippotyphosa, Copenhageni, Pomona, Australis, Wolffi, entre
outros (GREENE et al., 2015). Em populacbes ndo vacinadas, a incidéncia de

infeccdo pelo sorovar Canicola pode ser de 50 a 75% (BOLIN, 1996).

A identificacdo dos caes portadores constitui um grande desafio, devendo-se
basear no isolamento do agente, bem como na sua identificacdo sorolégica e
molecular (LEVETT, 2001).
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Tabela 3 - Hospedeiros de manutengé&o de sorogrupos de Leptospiras spp.

Sorogrupos Reservatorios
Icterohaemorrhagiae Rato

Canicola Céo

Grippotyphosa Bovinos, Suinos, Gambé
Australis Rato, Camundongo
Autumnalis Camundongo

Hardjo Bovinos

Batavia Cao, Rato, Camundongo
Bratislava Rato, Suinos, Cavalos
Cynopteri e Wolfi Morcego

Fonte: Adaptado de HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015.

1.2.2 Hospedeiros Acidentais

Os hospedeiros acidentais sdo aqueles nos quais a infeccdo ndo é
habitualmente observada, mas que podem adquiri-la em contato direto ou indireto
com a urina de hospedeiros de manutencdo e de outros animais infectados,
podendo manifestar a doenca de multiplas formas e com intensidade variada
(GREENE et al., 2015).

Os hospedeiros acidentais que sobrevirem a infec¢cdes agudas poderéo
apresentar uma colonizacdo renal em longo prazo, com liberacdo do agente
infectante na urina por meses a anos. Neles, a infeccdo pode resultar em doenca
aguda ou fatal, como também cursar de forma branda, dependendo do sorovar
infectante (GOLDSTEIN, 2010; LANGSTON, HEUTER, 2003).

Embora os cédes sejam conhecidos como portadores renais persistentes do
sorovar Canicola, ainda ndo se determinou a duracdo da liberacdo de outros
sorovares na urina desses animais (LANGSTON, HEUTER, 2003).
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Em gatos, os relatos de leptospirose como doenca clinica sdo raros, ja que
eles parecem ser menos susceptiveis que os cdes a infeccbes espontaneas e
acidentais (GREENE et al., 2015). Recentemente, a importancia dos gatos liberando
leptospiras patogénicas no ambiente e funcionando como fontes de infeccéo,
ganhou mais atencdo. Os felinos domésticos mais frequentemente tornam-se
infectados alimentando-se de presas portadoras de leptospiras patogénicas, ou
através do contato com a urina de contactantes caninos infectados (HARTMANN et
al., 2013). A prevaléncia de anticorpos em gatos varia de 0 a 35% e infeccdes com
varios sorovares foram identificados, incluindo Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Grippotyphosa, Pomona, Hardjo, Autumnalis e Ballum (RODRIGUEZ et al., 2012,
MARKOVICH, ROSS, McCOBB, 2012).

Os ratos sdo os hospedeiros de manutencdo do sorovar Icterohemorragiae,
mas caes séo frequentemente hospedeiros acidentais desse sorovar. No Brasil, 0
sorovar Copenhageni € citado na literatura como sendo o mais frequentemente
envolvido nos casos de doenca em cdes (CORDEIRO, SULZER, 1983;
RODRIGUES et al.,, 2007; FRAGA 2008) e em humanos (ROMERO, YASUDA,
2006), contudo, a maioria dos estudos de isolamento no Brasil n&o foram realizados

a nivel de sorovar.

1.2.3 Transmisséao

A transmissdo da doenca se da por contato direto ou indireto. A transmissao
direta ocorre por meio do contato da pele com a urina contaminada, através de
abrasdes, cortes ou mucosas, podendo ocorrer também por transmissdo venérea,
placentaria, através de mordeduras ou ingestdo de tecidos infectados (GREENE et
al., 2015; LEVETT, 2001). Ja a transmissao indireta ocorre por meio da exposi¢ao
de animais e humanos susceptiveis a fontes de &gua, solo e alimentos
contaminados (GREENE et al., 2015). Ha evidéncia de sobrevivéncia das
espiroquetas em insetos e outros invertebrados. Porém, a importancia desse achado
em relagdo a transmissdo da doenca € desconhecida (LANGSTON, HEUTER,
2003).
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As leptospiras patogénicas sdao mantidas no ambiente por hospedeiros de
manutencdo domeésticos ou selvagens. Os hospedeiros acidentais tornam-se
infectados através do contato direto com hospedeiros de manutencdo ou pelo

contato indireto com agua e solo contaminados (SCHULLER et al., 2015a).

1.2.4 Fatores de risco para infeccao

A analise dos fatores de risco para leptospirose aguda canina tem rendido
resultados conflitantes, podendo ser submetidos a alteracdes temporais. Relatou-se
um risco maior de infeccdo em cdes machos ndo vacinados entre 4 a 10 anos de
idade e em cdées de trabalho, pastoreio, caca e sem raca definida, quando
comparados a cédes de companhia (LEE et al., 2014). Fatores de risco ambientais
incluem viver nas proximidades de colecdes liquidas, locais pantanosos, parques e
florestas, possuir livre acesso a rua e ambientes externos, bem como proximidade
entre os caes de abrigos, canis e santuarios (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015).
Um estudo realizado no municipio de Pelotas concluiu que caes mantidos em pétios
abertos possuem risco duas vezes maior de contrair a doenca, e que a auséncia de
sistema de esgoto na residéncia dos tutores dos cdes foram os principais fatores de

risco para a leptospirose (FURTADO et al., 1997).

Um estudo realizado na Suica demonstrou um maior risco de ocorréncia da
infeccdo em cées filhotes, pois 20,5% dos cées analisados apresentaram idade
inferior a um ano, possivelmente devido a superexposi¢cdo ao ambiente durante a
fase de socializagcdo ou a uma lacuna temporal na imunidade (MAJOR et al., 2014).
No estudo de Rissi e Brown (2014), o mesmo foi observado. Foram descritos dez
casos de ocorréncia natural de leptospirose aguda fatal e 90% dos cées infectados
apresentavam idade inferior a seis meses de idade.

Ja em humanos, as infeccOes podem ser adquiridas através de atividades
recreacionais, ocupacionais e profissionais. O contato direto com animais infectados
é responsavel pela maioria das infeccbes em fazendeiros, veterinarios, magarefes,
entre outros. As atividades recreacionais incluem todos os esportes de agua doce
(LEVETT, 2001). As condi¢cOes sanitarias e o estado de pobreza da populacao, as

quais nao possuem condi¢bes financeiras para manutencdo do esquema de
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manutencao de vacinacéo, sao fatores predisponentes para a infeccdo e para surtos
de leptospirose humana, estando o0s Ultimos associados a precipitacfes
pluviométricas intensas e inundacdes, principalmente em condi¢cdes precarias de
habitacdo (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015).

1.2 Patogenia

A sequéncia de eventos apoOs a infeccdo por leptospiras patogénicas é
surpreendentemente variavel e depende de alguns fatores, como: a viruléncia, o
sorovar e a estirpe, em adi¢do a carga bacteriana infectando o hospedeiro e status
vacinal (GOLDSTEIN, 2010). Um estudo realizado em caes de Nova York com
infeccdo natural por leptospiras demonstrou que a infeccdo por L. interrogans
sorovar Pomona ocasiona doenca renal significativamente mais severa e pior
evolucdo, quando relacionados a infeccbes por outros sorovares (BROWN et al.,
1996). Outro fator relacionado é a resposta imune. A exposi¢cdo prévia a um mesmo
sorovar provavelmente proporciona algum grau de imunidade, embora a duragéo da
imunidade apoés infeccdo natural e o grau de protecdo cruzada seja desconhecido
em cédes (GOLDSTEIN, 2010).

Os mecanismos pelos quais as leptospiras causam doenca ainda ndo séo
bem compreendidos, porém sabe-se que toxinas e enzimas produzidas pelas
mesmas podem contribuir para sua patogenicidade (LANGSTON, HEUTER, 2003).
Ao contrario de outras bactérias Gram negativas, as leptospiras ndo causam doenca
fulminante logo depois do inicio da infeccdo, 0 que se deve ao baixo potencial
endotdxico do lipopolissacarideo (LPS) (WHERTS et al., 2001). Durante essa fase
inicial, as leptospiras evitam a resposta imune do hospedeiro, vinculando inibidores
da ativacdo do complemento em sua superficie (BARBOSA et al., 2009). A
leptospiremia continua até que o hospedeiro elabore uma resposta imune adquirida
efetiva, removendo o microorganismo da circulagdo sanguinea e da maioria dos
tecidos. Apds, as leptospiras podem persistir em sitios imunologicamente

privilegiados, como olhos e tubulos renais (LEVETT, 2001).
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As leptospiras penetram na pele e mucosas escoriadas, arranhadas ou
amolecidas pela 4gua. Uma vez dentro do ambiente mais aquecido do corpo de um
mamifero, ocorrem alteracfes de transcricdo que intensificam a patogenicidade da
espiroqueta. Ap0Os entrar no espaco vascular, o que ocorre minutos depois da
inoculacdo subcutanea, intramuscular ou intravenosa, 0S microorganismos
multiplicam-se rapidamente e em seguida, disseminam-se e replicam-se em muitos
tecidos, incluindo rins, figado, baco, olhos, sistema nervoso central e trato genital,
sendo o grau de lesdo desses 6rgdos variavel (figura 5) (GREENE et al., 2015;
LANGSTON; HEUTER, 2003; GOLDSTEIN et al., 2010; MAELE et al., 2008). A fase
de leptospiremia pode persistir por até dez dias e a presenca de anticorpos
neutralizantes anti-antileptospiras (IgM e 1gG) podem ser detectados na circulagéo

sete ou oito dias apos a infeccdo (GREENE et al., 2015).

Muitos animais desenvolvem mais de uma manifestacao clinica. Pode ocorrer
edema tecidual e vasculite nas infeccbes agudas e graves, que resultam em leséao
endotelial aguda e manifestacbes hemorragicas. O LPS das leptospiras € um
potente ativador dos macrofagos, que estimula a secrecdo da interleucina-1 e
interferon por essas células, além de aumentar a sua capacidade bactericida. Este
também estimula a aderéncia dos neutréfilos e a ativacdo das plaquetas,
contribuindo para as anormalidades inflamatérias e distarbios de coagulacdo. A
incubacdo de células mononucleares do sangue periférico com LPS de leptospiras
resulta em liberagdo do fator de necrose tecidual a e da interleucina- 10
dependentes da dose. A expressdao dessas citocinas, bem como do fator
transformador de crescimento B e da citocina de recrutamento de células T, a
proteina induzivel de interferonalO, também foi detectada em modelos de infeccéo
em hamsters. O fator de necrose tecidual a e a proteina induzivel 10 sao citocinas
pré-inflamatérias que podem desempenhar algum papel na resposta inflamatéria as
leptospiras (GREENE et al., 2015)

O estudo de Xue, Yan e Picardeau (2009), comparou 0S genomas
sequenciados de seis estirpes de leptospiras, representantes de leptospiras
sapréfitas e patogénicas, descritos até aquela data, com o intuito de obter
informagdes sobre a evolugdo da viruléncia e mecanismos de sobrevivéncia
utilizados por essas bactérias para persistirem em diferentes nichos ecolégicos. Os

autores constataram que a presenca de variacbes nos genes do envelope celular
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dos micro-organismos avaliados podem conduzir a diferengas importantes na
viruléncia e/ou especificidade do hospedeiro destas bactérias e concluiram que
muitos fatores de viruléncia putativos foram identificados nos genomas, no entanto,
0S seus papeéis no que diz respeito a viruléncia e/ou resposta imune ainda devem ser

estabelecidos.

1.3.1 Patogenia Renal

As leptospiras penetram nos rins por via hematdgena e migram do endotélio
para o intersticio, ocasionando edema e vasculite. Em seguida, podem ser vistas
nas células dos tubulos contorcidos proximais e no limen dos tubulos, a partir dos
quais sao eliminadas na urina (MONAHAN et al., 2009). Durante a fase aguda da
leptospirose as lesdes renais predominantes sdo nefrite intersticial aguda, com
necrose das células tubulares, apoptose e regeneracdo (NALLY et al., 2004). A
nefrite intersticial € acompanhada de intenso infiltrado de células mononucleares no
intersticio renal e lesdes glomerulares sdo praticamente inexistentes (LEVETT,
2001). Eventualmente, pode haver deposicdo mineral e calcificacdo da membrana
basal e glomerular, decorrente da hiperfosfatemia, resultante da insuficiéncia renal
aguda (KOGIKA, HAGIWARA, BACCARO, 1992).

No rim, um sitio imunologicamente privilegiado, ocorrerd a replicacdo das
leptospiras, a despeito dos anticorpos circulantes, facilitando a colonizagéo
persistente das leptospiras, devido a auséncia de complemento no intersticio renal
hiperténico (MONAHAN et al., 2009).

O edema renal interfere na perfusdo sanguinea, com a consequente reducao
da filtracdo glomerular e comprometimento agudo da funcdo renal. A lesdo do
endotélio vascular dos pequenos vasos pode resultar em dano isquémico ao
parénquima renal. Além disso, diversos fatores das leptospiras exercem efeito téxico
sobre as células do parénquima renal, tais como o LPS e outros componentes
proteicos da membrana externa das leptospiras (GREENE et al., 2015)

O LPS das leptospiras € um potente ativador dos macréfagos, que estimula a

secrecdo da interleucina - 1 e interferon por essas células, além de aumentar a sua
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capacidade bactericida. A incubacéo de células mononucleares do sangue periférico
com LPS de leptospiras promove liberacdo do fator de necrose tecidual a e da
interleucina-10, que também desempenham um papel na resposta inflamatéria as
leptospiras. As proteinas de membrana externa das leptospiras, como LipL32,
induzem uma resposta inflamatoéria nas células tubulares proximais renais por meio
de receptores Toll-like ou outros ligantes (HAAKE, ZUCKERT, 2015). Os &cidos
graxos insaturados da fracdo das leptospiras inibem especificamente a sodio-
potassio adenosina trifosfatase (Na*, K* - ATPase), o que pode responder pela
deplecdo de potassio urinario. O mecanismo de concentragdo renal também pode
ser comprometido pelos fatores endotoxico liberados pelas leptospiras, resultando
em hipostendria ou isostenuria (GREENE et al., 2015; HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015).

Classicamente, as infec¢fes por varios sorogrupos como Canicola, Bratislava
e Grippotyphosa tém sido associadas ao comprometimento predominantemente
renal ou hepatico em cées, enquanto os sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Pomona
estdo mais relacionados a doenca hepatica (GREENE et al., 2015). Porém, no
estudo realizado por Goldstein et al. (2006), o sorogrupo Pomona ocasionou doenca

renal mais severa e piores resultados, quando comparado a outros sorogrupo.

1.3.2 Patogenia Endotélio Vascular

Nas infeccOes rapidas e graves € passivel a ocorréncia de edema tecidual e
vasculite, ocasionando lesdo endotelial aguda e manifestacdes hemorragicas tipicas
da Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) associada a sepse
(GREENE et al., 2015). A Coagulagéo Intravascular Disseminada (CID) também
pode ocorrer dentro de poucos dias apos a infec¢do consequente a injuria endotelial
aguda (GOLDSTEIN, 2010).

Vérias hemolisinas foram identificadas em leptospiras patogénicas. A primeira
delas (esfingomielinase C) foi purificada de Leptospira borgpetersenii de sorovar
Hardjo. A esfingomielinase H induz a formacao de poros nas membranas das células
alvo e s0 é altamente conservada nas leptospiras patogénicas. A hemoglobinemia, a

hemoglobinldria e a ictericia que se desenvolvem em bovinos com leptospirose
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resultam de uma toxina hemolitica especifica de sorovares, produzida por micro-
organismos isolados do sorogrupo Pomona (GREENE et al., 2015)

Todavia, apesar de reconhecida existéncia de hemolisinas nos sorovares
Hardjo e Pomona, a hemolise em outros hospedeiros, como os cées, é incomum, a
despeito da existéncia de outros componentes de superficie de hemoliticos
conhecidos (GREENE et al.,, 2015). Em um estudo realizado no Brasil em 1994,
Santoro, Kogika, Hagiwara, Mirandola e Castelar demonstraram que 19 caes
naturalmente infectados pelos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae néo

demonstraram manifestacdes de anemia e hemolise.

1.3.3 Patogenia Hepéatica

O figado € outro 6rgdo parenquimatoso importante que é danificado pelas
lepstospiras. Pode ocorrer disfuncédo hepatica profunda sem alteracdes histolégicas
significativas devido a lesdo produzida por toxinas das mesmas. Como ndo ocorre
hemdlise, o grau de ictericia na leptospirose, tanto canina quanto humana, é
correspondente a gravidade da necrose hepatica (GREENE et al., 2015).

A analise histopatolégica do figado revela hepatite colestatica, degeneracédo e
binucleacdo de hepatdcitos, edema periportal com inflamacdo aguda e crénica,
vasculite hemorragica e necrose focal com desarranjo trabecular (HAGIWARA,
MIOTTO, KOGIKA, 2015; SCHULLER et al., 2015a). Nas areas de necrose, nota-se
infitrado com predominio de células mononucleares (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015). Podem ser visualizadas leptospiras no interior e exterior dos
hepatécitos. Encontram-se hiperplasia e hipertrofia das células de Kupffer, e também
ha relatos de eritrofagocitose (LEVETT, 2001).

Documentou-se a hepatite ativa crénica como uma sequela na infeccdo pelo
sorovar Grippotyphosa em caes (BISHOP et al.,, 1979). Na Franca, cdes de uma
colonia reprodutora da raca Beagle apresentaram doenca semelhante associada a
infeccéo pelo sorogrupo Australis (ADAMUS et al., 1997). Presumivelmente, a lesao
hepatocelular inicial e a persisténcia do micro-organismo no figado resultam em
alteracdo da circulagcéo hepatica, fibrose e disturbios imunoldgicos, que perpetuam a

resposta inflamatoria crénica. Esse processo pode causar fibrose hepatica extensa e
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faléncia hepatica. Assim sendo, deve-se considerar a possibilidade de leptospirose
em cdes com inflamacéo e fibrose hepatica (GREENE et al., 2015).

Em humanos, a hiperbilirrubinemia néo foi associada a necrose hepatocelular,
entretanto em hamsters experimentalmente infectados, a hiperbilirrubinemia
coincidiu com a invasdo das jungles hepaticas intercelulares, através da migracédo
das leptospiras e subsequente disrupcao dos canaliculos biliares (SCHULLER et al.,
2015a; MIYAHARA et al., 2014). As formas ictéricas e nao ictéricas de leptospirose
sdo descritas em humanos, sendo que a primeira é considerada mais severa e

rapidamente progressiva (LEVETT, 2001).

1.3.4 Patogenia Sistema Nervoso Central

Quando leptospiras invadem o Sistema Nervoso Central (SNC) durante a
fase aguda da doenca, ocorre uma meningite benigna. A incidéncia de cdes com
envolvimento do SNC é desconhecida, porém, em humanos, € bem documentada
(GOLDSTEIN, 2010).

1.3.5 Patogenia Pulmonar

Os efeitos das toxinas do micro-organismo também podem ser observados
no tecido pulmonar. A sindrome hemorragica pulmonar associada a leptospirose
(SHPL) é uma manifestacdo frequente da doenca e estd associada a alta
mortalidade e morbidade. Em um estudo realizado por Kohn et al. (2010) foram
avaliados 50 caes com leptospirose, e em 70% deles foram detectados alteracdes
pulmonares. Nos ultimos anos, a SHPL tem sido cada vez mais reconhecida em
cdes e outras espécies (KOHN et al.,, 2010; MAJOR et al., 2014). As alteracdes
histopatoldgicas observadas entre espécies sdo similares e caracterizadas por
varios graus de hemorragia interalveolar na auséncia de um marcado infiltrado
celular inflamatorio ou vasculite. Edema interalveolar, fibrina e membranas hialinas,
gue sdo carateristicas de desordens com dano alveolar difuso, como a sindrome da

angustia respiratoria aguda (SARA), também podem estar presentes, contudo nao
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sdo caracteristicas predominantes (SCHULLER et al.,, 2015a). Diferentemente do
observado nos tecidos renais e hepaticos, observa-se a presenca de poucas
leptospiras no tecido pulmonar afetado de hospedeiros imunologicamente
competentes (NALLY et al., 2004).

A patogenia da SHPL é pouco compreendida. Muitas hipoteses, tais como
inflamacé&o sistémica, alteracdes auto-imunes e efeitos diretos das leptospiras estao
sendo investigadas e é provavel que os mecanismos patogénicos dessa sindrome
sejam multifatoriais, envolvendo aspectos relacionados ao hospedeiro e ao patdgeno
(SCHULLER et al., 2015a). Os dois mecanismos mais frequentemente considerados
em pacientes humanos sdo os efeito direto de uma toxina bacteriana nao
identificada na microvasculatura pulmonar e um efeito indireto mediado pela
resposta imune do hospedeiro (DOLHNIKOFF et al., 2007).

Em 2004, Nally et al., isolaram amostras de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni obtidas de trés pacientes humanos que morreram de hemorragia
pulmonar severa e inocularam em cobaias suinos. Os animais desenvolveram areas
multifocais de hemorragia nos pulmdes e superficie intestinal mesentérica,
entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu no figado, bago ou rins. Nos pulmdes, observou-se
infiltrado médio a moderado de células mononucleares e neutréfilos, e raras
leptospiras, detectadas através de microscopia eletrénica e imuno-histoquimica.
Interessantemente, muitas leptospiras foram detectadas no figado e rins desses
animais, porém sem associacao com fenbmenos hemorragicos. Com tal informacéo,
0S autores sugeriram que uma alta concentracao bacteriana em determinado tecido

Nao necessariamente ocasiona hemorragia.

Os resultados de outro estudo realizado com 26 cdes com diagndstico de
leptospirose e SPHL demonstraram que houve deposicédo de IgG e IgM na maioria
do tecido pulmonar desses animais, com percentagens respectivas de 76,9% e
73,1%, sustentando a hipotese de que ha, em parte, um fator autoimune envolvido
na patogénese da afeccdo, bem como ocorre em outras espécies de mamiferos
(SCHULLER et al., 2015a).

Entretanto, provavelmente os mecanismos autoimunes ndo sao 0s Unicos
fatores envolvidos na patogénese da SHPL, ja que se demonstrou a ocorréncia de
severa SHPL em camundongos incapazes de produzir linfocitos T e linfocitos B
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funcionais, apos infeccdo experimental com Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni. Os autores concluiram que a auséncia de linfocitos B e T funcionais
nao impede a ocorréncia de hemorragia pulmonar, fornecendo fortes argumentos de
que a hemorragia pulmonar na leptospirose ndo estad relacionada apenas a

mecanismos autoimunes (BANDEIRA et al., 2011).

Macroscopicamente, a hemorragia pulmonar multifocal difusa ocorre evidente
(GREENE et al., 2015).

1.4 Manifestacdes Clinicas

Nos caes, a leptospirose € uma doenca infecciosa aguda de inicio abrupto,
cujas manifestacdes clinicas podem variar de quadros assintométicos ou
oligossintomaticos, leves e de evolugcao benigna, até formas graves, com alta
letalidade. As duas formas mais observadas nos cdes sdo a hepatonefritica,
causadas pelo sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (sorogrupo
Icterohaemorrhagiae), levando a comprometimento hepatico e renal (KOGIKA,
HAGIWARA, BACCARO, 1992; HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015) e a forma
nefritica causada pelo sorovar Canicola, que ocasiona comprometimento renal,
porém, na forma de evolucdo benigna, ocorre nefrite intersticial crénica com
eliminacdo de leptospiras por longos periodos de tempo (MASCOLLI, 2002). A
sindrome hepatonefritica também pode ser decorrente da infeccdo por sorovares
patogénicos de outros sorogrupos, tais como Grippothyohosa, Pomona, Australis,
Sejroe, Ballum, entre outros (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

A gravidade da doenca é€ influenciada pela idade do animal, viruléncia do
sorovar, 6rgaos e sistemas acometidos, grau de exposicdo, status vacinal e pela
resposta imune do hospedeiro (SYKES et al., 2011). Nos cées que conseguem
sobreviver a fase aguda da leptospirose, as leptospiras atingem a luz dos tubulos
contornados renais e passam a ser eliminadas pela urina por periodos de tempo
variaveis, caracterizando a fase de leptospiruria. Desta forma, os cédes e outros
animais domesticos e silvestres, tornam-se uma importante fonte de infeccdo, sendo
denominados portadores renais de leptospiras (VASCONCELLOS, 1987). A
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leptospirdria pode ocorrer nos primeiros dias de infec¢do, antes mesmo dos
anticorpos serem detectaveis no soro (BAL, et al., 1994).

O papel dos portadores renais, excretores de leptospiras, responsaveis pela
persisténcia de focos no meio ambiente, é de grande relevancia e importancia
epidemioldgica, uma vez que esta condi¢cdo pode ser de longa duracéo e por estes
animais terem facilidade de deslocamento, pois na maioria das vezes nao
apresentam manifestacdes clinicas da infeccdo (VASCONCELLOS, 1993; CASTRO
et al., 2016). Os rins sdo alvos das leptospiras durante infecgcdes agudas e crbnicas,
onde condi¢des nos tubulos renais favorecem a sobrevivéncias dessas bactérias
(CASTRO et al., 2016).

As manifestacdes clinicas mais comuns sao inespecificas, e incluem émese,
anorexia e letargia (ADIN; COWGILL, 2000). Em 2007, Geisen et al., avaliaram 42
cdes com leptospirose e as manifestagbes mais comuns foram: letargia (81%),
anorexia (76%), émese (57%), fraqueza (52%), diarréia (40%) e perda de peso
(17%).

Em geral, animais mais jovens sofrem infecces mais graves que adultos
(LEVETT, 2001). Em estudos experimentais, o periodo de incubacdo é de
aproximadamente sete dias, podendo variar de acordo com o0 sorovar,
imunocompeténcia do hospedeiro e carga bacteriana infectante (GREENLEE et al.,
2005). Em alguns casos, o curso da infeccdo pode ser hiperagudo ou fulminante,
com caes apresentando morte subita por leptospiremia intensa (HAGIWARA,
MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Nas infec¢Oes agudas, as primeiras manifestacdes séo febre (39,5°C a 40°C),
calafrios e hipersensibilidade muscular generalizada. Subsequentemente, ocorrem
vomitos, desidratacdo rapida e colapso vascular periférico. Foi observada a
ocorréncia de taquipnéia, pulso rapido e irregular e perfusdo capilar deficiente.
Essas manifestacées sdo tipicas da resposta inflamatéria sistémica associada a
sepse. Os disturbios de coagulacdo e as lesdes vasculares sao aparentes, com
ocorréncia de hematémese, hematoquezia, melena, epistaxe e petéquias
disseminadas. Os cdes com doenga terminal ficam deprimidos e apresentam
hipotermia, ndo havendo tempo para o desenvolvimento de insuficiéncia renal e
hepatica (GREENE et al., 2015; HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Cées com infecgdo aguda podem apresentar intussuscepc¢ao intestinal, ja que

a nefrite causada pela leptospirose altera a motilidade gastrointestinal
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(SCHWEIGHAUSER et al.,, 2009). Portanto, os cdes com vOmitos e diarréia
persistentes devem ser submetidos a uma cuidadosa palpacéo abdominal (GREENE
et al., 2015). Em 2009, Schweighauser et al. relataram os casos de cinco caes
infectados por Leptospira interrogans sorovar Australis que desenvolveram
insuficiéncia renal aguda e intussuscepc¢des intestinais.

As infecgOes subagudas caracterizam-se por anorexia, vomitos, desidratagao,
polidipsia, emagrecimento e em muitos casos, temperatura corpérea normal. A
resisténcia a locomocédo, e a hiperestesia paraespinal podem ocorrer devido a
inflamacdo muscular, meningea ou renal. A palpacdo abdominal pode indicar
sensibilidade e desconforto, devido a inflamacéo visceral. Os rins podem estar
dentro dos limites de seu tamanho de referéncia, ou ligeiramente aumentados e
dolorosos a palpacdo. As mucosas podem apresentar-se congestas. A deterioracao
progressiva da funcao renal manifesta-se por oligiria ou andria e por manifestacdes
clinicas de sindrome urémica, como gastroenterite urémica, estomatite e necrose de
lingua. E possivel que a funcéo renal em alguns cdes que sobrevivam a infeccéo
subaguda normalize-se em 2 a 3 semanas, ou entdo se observa o desenvolvimento
de doenca renal polidrica compensada crénica, com manifestacdes de politria e
polidpsia, com subsequente evolucao para sindrome urémica (GREENE et al., 2015;
HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015). H4 ainda o relato de uma manifestacéo
incomum de leptospirose em cao, com a presenca de diabetes insipidus nefrogénica
adquirida (ETISH, CHAPMAN, KLAG, 2014).

A ictericia nem sempre esta presente, porém, quando notada, é indicativa de
grave colestase intra-hepatica secundaria ao processo inflamatério do parénquima
hepatico (LEVETT, 2001). Caes com hepatite ativa crénica ou fibrose hepética
crobnica como sequelas da leptospirose podem demonstrar sinais francos de
insuficiéncia hepética, incluindo inapeténcia cronica, perda de peso, ascite, ictericia
ou encefalopatia hepética. Por vezes, ocorre doenca hepética progressiva crénica
sem sinal clinico de outro comprometimento organico (GREENE et al., 2015). A
relacdo entre o sorovar infectante e a doenca clinica, ndo estd bem definida
(GOLDSTEIN et al., 2006).

Em um estudo realizado na Suica, 256 cédes com diagndéstico de leptospirose
aguda foram avaliados entre os anos 2007 e 2012. Destes, 99,6% apresentaram

envolvimento renal, 76,7% apresentaram envolvimento pulmonar, 26% envolvimento
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hepatico e 18,2% apresentaram sindromes hemorragicas (MAJOR,
SCHWEIGHAUSER, FRANCEY, 2014).

Recentemente, uma forma de doenca pulmonar grave também foi associada
a infeccdo por esses patégenos (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015).
Manifestacbes respiratorias tais como taquipnéia e dispnéia moderada a severa,
podem ocorrer em cdes com leptospirose, por inimeras razdes, incluindo edema
pulmonar secundario a super-hidratacdo, pneumonia aspirativa, dor ou acidose
metabdlica, ou devido a SHPL. Cdes com SHPL desenvolvem hemorragia intra-
alveolar multifocal com rapida progressdo, com consequente hemoptise macica,
insuficiéncia respiratoria e taxa de mortalidade acima de 70% (KOHN et al., 2010). A
frequéncia de hemorragia pulmonar vem aumentando em diferentes areas
geograficas do mundo, no entanto, ndo existe uma explicacdo clara para este fato
(BANDEIRA et al., 2011).

Em um estudo, 15 cdes com sindrome pulmonar hemorragica semelhante a
SHPL em humanos foram avaliados. Destes, seis possuiam diagndstico para
leptospirose ante-mortem e o PCR especifico para leptospirose foi positivo em
amostras post-mortem de tecido pulmonar, hepéatico ou renal de trés caes
(KLOPFLEISCH et al., 2010).

Em outro estudo prospectivo, 27 caes tratados para leptospirose
apresentaram evidéncias radiologicas de SHPL. Destes, 44% apresentaram Obito
em decorréncia de severa dispnéia refrataria, e a necropsia de trés caes confirmou
evidéncias macroscépicas e histolégicas de SHPL (SCHWEIGHAUSER, FRANCEY,
2008).

Recentemente, Rissi e Brown (2014) descreveram as caracteristicas
diagnoésticas de dez casos de leptospirose em cées e a necropsia confirmou o
desenvolvimento de injdria alveolar pulmonar aguda, semelhante & SHPL humana,
em quatro caes.

Os caes cronicamente infectados podem ser assintomaticos ou manifestar
sintomas vagos e inespecificos, sugestivos de doenca renal cronica (HAGIWARA,
MIOTTO, KOGIKA, 2015).
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1.4.10utras Manifestacoes

Apesar de raros, ha relatos de ocorréncia de uveite em cdes com leptospirose
(TOWNSEND, STILES, KROHNE, 2006; GALLAGHER, 2011). Assim sendo, a
doenca pode ser subdiagnosticada em cées cuja Unica manifestacéo clinica seja a
inflamacéo da uvea (GALLAGHER, 2011).

Em humanos, tem sido relatada a invasdo dos musculos esqueléticos por
leptospiras, resultando em tumefacédo, vacuolizacdo das miofibrilas e necrose focal
(SPEELMAN, 1995). No estudo realizado por Wolffenblittel et al. (2004), sete caes
com diagnostico de leptospirose foram avaliados e houve confirmagédo de leséo
muscular em 71% desses animais, através da elevacao da creatinina quinase (CK) e
manifestacfes de mialgia abdominal, fraqueza e relutancia a locomocao.

O aborto € um problema clinico em éguas, vacas e porcas, todavia, existem
poucos relatos em cées. O aborto e a infertilidade foram associados a infec¢éo por
leptospiras do sorogrupo Bratislava em porcas (ELLIS, THIERMANN, 1986) e o
sorovar Buenos Aires do sorogrupo Djasiman, foi isolado de um feto abortado de
uma cadela infectada (ROSSETTI et al., 2005).

Podem ocorrer manifestacdes cardiacas em cades gravemente acometidos. Os
distarbios do ritmo passiveis de serem identificados ao exame fisico e as
anormalidades eletrocardiograficas consistem em taquiarritmias ventriculares
(GREENE et al., 2015).

Ha relatos de calcificacBes severas sistémicas e cutdneas em cédes com
leptospirose (MUNDAY, BERGEN, ROE, 2005; MICHEL et al., 2011).

1.5 Diagnd@stico

O diagnéstico de leptospirose baseia-se em informacdes obtidas na
anamnese, no quadro clinico e nos exames complementares (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015). Atualmente, na rotina clinica, a confirmacéo do diagndstico clinico e
epidemioldgico se da pelo isolamento do agente e pela pesquisa de anticorpos
especificos no soro, por meio da reacdo de soroaglutinagdo microscépica (SAM)
(LEVETT, 2001), considerado o teste de referéncia pela OMS (WHO, 2003).
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1.5.1 Diagnéstico Clinico

O diagnostico clinico baseia-se na anamnese, historico e manifestacdes
clinicas. A apresentacao clinica da leptospirose é variavel, dependendo do curso da
infeccdo, dos érgdos comprometidos e condi¢cdo imunologica do hospedeiro. As
informacdes sobre o contexto epidemioldgico do local onde o cdo vive também pode
fornecer subsidios para o diagnéstico, bem como a presenca de roedores
sinantropicos ou silvestres no ambiente e o habito de caca (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015).

Na fase inicial da doenca as manifestacdes clinicas podem ser vagas e

inespecificas, indicando comprometimento sistémico (LEVETT, 2001).

1.5.2 Patologia Clinica

As alteracdes laboratoriais refletem o comprometimento dos O6rgaos
parenquimatosos, sendo as mais evidentes aquelas relacionadas com o
comprometimento renal e a disfuncdo resultante da presenca prolongada de
leptospiras nos tubulos renais, culminando com sindrome urémica e acidose
metabdlica nos quadros agudos e terminais (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

1.5.2.1 Hemograma

Nos casos tipicos de leptospirose canina, os achados hematol6gicos séo
trombocitose e trombocitopenia. As contagens de leucdcitos flutuam, dependendo do
estagio e da gravidade da infecgdo. A leucopenia pode ocorrer na fase inicial de
leptospiremia, evoluindo para a leucocitose, com desvio para a esquerda, na fase
aguda da doenca. Nos estagios mais avancados, as contagens de leucoécitos variam
habitualmente de 16.500 a 45.000 células/uL (GREENE et al., 2015). No diferencial

de leucdcitos geralmente se observa neutrofilia, linfopenia e monocitose
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(SCHULLER et al., 2015a). Discreta anemia, normalmente arregenerativa, pode ser
observada (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

A ocorréncia de trombocitopenia média a moderada é comum em cdes com
leptospirose, podendo ser consequente ao consumo, devido a ativacdo, adesao e
agregacdo plaquetaria decorrente da estimulacdo endotelial, a fagocitose pelas
células de Kupffer, a destruicdo plaquetdria imunomediada ou ao sequestro
esplénico (SCHULLER et al., 2015a).

As causas de anemia na leptospirose podem ser decorrentes de perda
sanguinea aguda via trato gastrointestinal ou respiratorio, secundaria a doenca
inflamatoria, ou consequente a super-hidratacdo na insuficiéncia renal oligurica ou
anurica, ou ainda, pela diminuicdo na producdo de eritrécitos na doenca renal
cronica (LEE et al., 2000; GREENE et al., 2015). A hemdlise devido ao efeito das
toxinas leptospirais na membrana dos eritrocitos € rara em cédes (SCHULLER et al.,
2015b).

Em um estudo recente, Barthélemy et al. (2017) avaliaram as desordens
hemorragicas, hemostaticas e tromboelastométricas em 35 cédes com diagnostico de
leptospirose e constataram que as anormalidades hematoldgicas mais comumente
encontradas foram anemia, trombocitopenia, leucocitose e leucopenia com taxas de
ocorréncia respectivas de 86%, 60%,17% e 6%. Neste estudo, foram observadas
alteracdes hematoldgicas em 91% dos cdes avaliados. Ja no estudo de
Wolffenblttel et al. (2004) sete cdes com leptospirose foram avaliados quanto aos
achados clinicos laboratoriais e as alteracdes hematoldgicas mais frequentes foram,
anemia, leucocitose e leucopenia, com taxas de ocorréncia respectivas de 71,4%,
85,7% e 14,28%. E por fim, no estudo de Geisen et al. (2007), dos 42 cdes com
leptospirose avaliados, 45%  apresentou anemia, 81% leucocitose e 53%

trombocitopenia.

1.5.2.2 Bioquimica Sérica e Hemogasometria

A maioria dos cdes com leptospirose apresentam azotemia (elevagdes nas
concentracdes séricas de uréia e creatinina) no momento da apresentacéo clinica,
variando de acordo com o grau da lesdo renal (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA,
2015).
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Pode-se observar hipoalbuminemia, em consequéncia a proteindria ou SRIS
(sindrome da resposta inflamatoria sistémica), e aumento da concentragdo sérica de
globulina, devido a estimulacdo antigénica crbénica da infeccdo prolongada, ou a
desidratacéo superposta da insuficiéncia renal ou de ambas (GREENE et al., 2015)

As alteracdes eletroliticas acompanham habitualmente o grau de disfuncéo
renal e gastrointestinal, com ocorréncia de hiponatremia, hipocloremia,
hipopotassemia e hiperfosfatemia na maioria dos casos. Pode-se observar
hiperpotassemia em cdes com insuficiéncia renal oligdarica ou andrica. A
hipocalcemia discreta estd relacionada com hipoalbuminemia e concentracdo
diminuida da fracdo do calcio ligado as proteinas. O pH do sangue e a concentracao
sérica de bicarbonato estdo reduzidas nos animais gravemente acometidos,
refletindo a existéncia de acidose metabdlica (GREENE et al., 2015).

A lesédo hepatica € demonstrada pelo aumento nas atividades séricas de
alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). Aumento na atividade
sérica de aspartato aminotransferase (AST) também pode ocorrer acompanhando as
elevacOes da ALT, ou associada a injaria muscular. O aumento da concentragcao
sérica de bilirrubina decorre da colestase intra-hepética e se deve principalmente a
bilirrubina direta (BD) (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015). O aumento na
atividade da FA é, com frequéncia, proporcionalmente maior do que o da atividade
da ALT (GREENE et al., 2015). A FA € uma enzima presente principalmente nos
hepatdcitos que revestem os canaliculos e no epitélio dos ductos hepaticos. Assim
sendo, seu aumento reflete colestase por obstrucdo intra-hepéatica em afeccdes
hepaticas agudas (JOHNSON, 1997). Moderados aumentos de transaminases
subsequentes a uma lesdo hepatica aguda, com diminuicdo rapida, sugerem
hepatdcitos pouco viaveis e gravemente lesados. A meia-vida curta dessas enzimas,
em torno de trés a cinco horas, contribui para seu aparecimento rapido e curto no
soro, comparado com a FA, que tem meia-vida de 70 horas (MEYER, COLES, RICH,
1995).

Aumentos de creatinina quinase (CK) e troponina | sao relatados em 44% a
69% dos caes com leptospirose, sugerindo injaria muscular e miocardica,
respectivamente (MASTRORILLI et al., 2007). Em humanos, relata-se 0 aumento da
CK em mais de 50% dos casos de leptospirose (SPEELMAN, 1995).
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Aumento nas atividades de amilase e lipase podem ser decorrentes de
pancreatite ou enterite, mas também podem refletir diminuicdo na excrecdo renal
dessas enzimas (MASTRORILLI et al., 2007).

No estudo de Wolffebbuttel et al. (2004), a bioquimica sérica dos animais
avaliados revelou azotemia em 85,7% dos animais, hipoalbuminemia em 43%,
hiperglobulinemia, aumento de ALT e AST em 28% dos casos, aumento de CK e FA
em 71%, e houve aumento das concentracdes séricas de bilirrubina total, bilirrubina
direta e fésforo em todos os casos.

Em outro trabalho, realizado por Freire, Vargers e Lilenbaum, em 2008, foram
avaliadas 120 amostras de sangue de cdes com suspeita clinica de leptospirose.
Destas, 88 apresentaram titulo para Leptospira spp. sorovar Icterohaemorrhagiae,
através de SAM. Nestes animais, observou-se uma clara relacéo entre os titulos de
anticorpos e a dosagem de FA e BD, pois em 87,5% houve aumento de FA e em
54,4% houve aumento de BD. N&o houve diferenca estatistica significativa entre os
animais positivos (88), animais negativos (32) e o grupo controle (constituido por 30
animais) em relacdo aos parametros de AST, ALT, gama glutamil transferase (GGT),
colesterol, triglicerideos (TG), proteina total, albumina, globulinas e bilirrubina
indireta (BI).

1.5.2.3 Parametros Hemostaticos

Na leptospirose de ocorréncia experimental e natural em cdes sdao
observados graus variaveis de trombocitopenia, prolongamento do tempo de
tromboplastina parcial ativado e tempo de protrombina, atividade reduzida da
antitrombina, aumento da concentracdo do dimero D e aumento dos produtos de
degradacdo do fibrinogénio. Em muitos cdes os parametros da coagulacdo estédo
dentro dos limites de referéncia, ou a trombocitopenia varidvel pode ser a Unica
anormalidade, sugerindo mecanismos hemostaticos compensados. O grau de
trombocitopenia em cées com leptospirose tem sido correlacionado com a gravidade
das manifestacées pulmonares e maior taxa de mortalidade (GREENE et al, 2015).
No estudo de Kohn et al. (2010) os autores constataram que ocorreu
trombocitopenia em 83% dos cédes com leptospirose e alteracdes pulmonares e em

53% dos caes sem manifestacdes pulmonares.
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Tém-se relatado véarias anormalidades hemostaticas em cdes com
leptospirose aguda, indicando a ocorréncia de estados de hipercoagulacéo e
hipocoagulacdo (FRANCEY, BAUER, SCHWEIGHAUSER, 2013). Em um estudo,
14% dos caes apresentaram trombocitopenia associada ao aumento do tempo de
protrombina e tromboplastina parcial ativada, levando a suspeita de CID (KOHN et
al., 2010). O aumento na concentracédo de fibrinogénio ocorreu em 75% dos cées,

sendo consistente com uma resposta de fase aguda (MASTRORILLI et al., 2007).

No estudo de Barthélemy et al. (2017) as desordens hemostaticas ocorreram
em 83% dos caes avaliados e os achados anormais no perfil de coagulagdo foram
hiperfibrinogenemia (43%), prolongamento nos tempos de tromboplastina parcial
ativada (23%), no tempo de protrombina (14%) e no tempo de trombina (14%), além
de hipofibrinogenemia (20%) e aumento na concentracdo dos produtos de
degradacdo do fibrinogénio (11%). Os pesquisadores concluiram ainda que a
mortalidade significativamente foi menor em cées com perfil hipercoagulavel (21%)
quando comparados aqueles com perfil hipocoagulavel (57%). O perfil
hipocoagulavel foi associado a trombocitopenia e hipofibrinogenemia. CID ocorreu
em 23% dos casos e nao foi considerado um fator prognostico negativo neste

estudo.

1.5.4.2. Urindlise

A glicosuria renal pode ser observada na fase aguda da leptospirose,
indicando lesdo tubular aguda. A proteinaria é variavel, podendo ser detectadas
proteinas de baixo ou alto peso molecular, indicando origem glomerular, com menor
frequéncia, ou tubular, com maior frequéncia, devido a nefrite tubulointersticial,
caracteristica de leptospirose. Pode observar ainda bilirrubindria e cilindros
granulosos, leucocitos e hemacias no sedimento urinario (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015). As leptospiras ndo sao identificadas na urina sem coloragdo
especial ou microscopia de campo escuro (GREENE et al., 2015).

1.5.3 Diagnéstico por Imagem
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Os exames de imagem sao pouco conclusivos para o diagnostico de
leptospirose, porém podem contribuir para a exclusdo de outras possiveis causas de
doenca (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015). Porém, com o aumento dos relatos
de manifestacdes clinicas pulmonares em caes, semelhantes a SHPL em humanos,
0S exames de imagem adquirem maior importancia, considerando-se que nestes a
SHPL é considerada uma das maiores complicacbes da leptospirose e esta

relacionada a um pobre prognéstico (PAGANIN et al., 2011).

1.5.3.1 Radiografia Torécica

Na radiografia de torax de muitos cdes sao detectadas densidades
alveolares intersticiais a nodulares, provavelmente associadas a hemorragia
pulmonar em decorréncia de lesdo endotelial e vasculite. As lesbes sdo mais
efetivamente detectadas nos campos pulmonares caudodorsais. Ocorre regresséao

completa das lesdes nos cées recuperados (GREENE et al., 2015).

Baumann e Flickiger (2001), quatro caes com diagnostico de leptospirose e
um cao com suspeita da doenca foram submetidos a exames radiolégicos, com o
objetivo de caracterizar as alteracdes radiograficas observadas. Como resultado,
observaram opacidade reticulo nodular pulmonar em todos os caes, afetando todos
os lobos pulmonares em trés caes e afetando os campos pulmonares caudodorsais
em dois caes. Tal padrdo radiografico pulmonar esta associado a quadros de

hemorragia pulmonar.

Em um estudo realizado na Alemanha, 50 cdes com leptospirose foram
avaliados e 70% dos cdes apresentaram anormalidades pulmonares e concluiram
gue as anormalidades radiograficas podem estar presentes mesmo na auséncia de
manifestacbes respiratorias (KOHN et al., 2010). A radiografia toracica pode
subestimar o tipo e a gravidade da lesdo em cdes com leptospirose, quando

comparada a tomografia computadorizada (TC) (GENDRON et al., 2014).
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1.5.3.2 Tomografia Computadorizada

Em um estudo realizado na Suica, dez cdes com leptospirose foram avaliados
quanto as caracteristicas pulmonares através de TC seriadas. Em todos os cées,
foram observadas lesdes pulmonares em todos os lobos pulmonares, porém as
lesbes foram mais pronunciadas nos campos pulmonares caudodorsais. As lesdes
observadas foram espessamento peribronquiovascular e dilatacdo bronquiolar,
areas de consolidacao pulmonar e lesdes nodulares (figura 11), predominantemente
centro-lobulares. Efusdo pleural ou mediastinal ocorreu em 50% dos caes. A
gravidade das lesGes pulmonares néo foi associada a sobrevida (GENDRON et al.,
2014).

1.5.3.3 Ultrassonografia

As anormalidades na ultrassonografia do sistema urindrio de cdes com
leptospirose incluem, por ordem decrescente de prevaléncia, renomegalia,
pielectasia, aumento da ecogenicidade cortical, acumulo discreto de liquido
perirrenal e banda medular de ecogenicidade aumentada. A banda ecogénica
medular ndo é especifica da leptospirose em caes e corresponde a uma regido de
edema, necrose e hemorragia renais, observada macroscopicamente e ao exame
histolégico. Alteracdes sugestivas de inflamacao pancreatica também podem ser

detectadas na ultrassonografia do abdome (GREENE et al., 2015).

1.5.4 Etioldgico

O diagndstico etioldgico da leptospirose baseia-se indiretamente nos testes
sorologicos, com avaliacdo do titulo de anticorpos produzidos, sendo que, a
confirmacédo do diagnostico da leptospirose pode ser realizada através de métodos
diretos, como a visualizacdo do micro-organismo em materiais biologicos (sangue,

urina) ou tecidos, por meio de exame microscopico, cultivo bacteriano e/ou deteccao
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de material genético por técnicas moleculares, tais como a reagdo em cadeia
polimerase (PCR) (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

1.5.4.1 SAM

A SAM ¢ a técnica padrédo reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e o procedimento laboratorial mais difundido no diagndéstico da leptospirose.
Atualmente, é utilizada universalmente para fins de diagndéstico clinico e,
principalmente, epidemioldgico. A técnica detecta anticorpos séricos antileptospiras
e possuiu utilizacdo limitada para quadros agudos, uma vez que, na primeira
semana da doenca ndo € possivel a deteccdo de anticorpos (WHO, 2003;
LANGONI, 1999; SCHULLER et al., 2015a; HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

A técnica consiste em reagir diluicdbes seriadas do soro do animal com
leptospiras vivas para deteccao de anticorpos aglutinantes. Faz-se a triagem inicial
diluindo-se (1:100) do soro com a salina tamponada. Apés incubagdo com cada um
dos antigenos representativos dos sorogrupos, as reacdes sdo observadas em
microscopia de campo escuro. Os antigenos vivos utilizados nessa reacdo sao
provenientes de culturas de estirpes padrdo, mantidas em meio liquido de Stuart,
Ellinghaunser ou similares, as quais devem estar livres de contaminantes ou auto-
aglutinacdo. As amostras que apresentarem aglutinacdo de mais de 50% do campo
de visdo sdo submetidas a sucessivas diluicbes em base geométrica de dois,
procedendo-se novamente o teste contra o antigeno reagente. O titulo final é a
reciproca da diluicdo em que € observada a aglutinacdo de 50% das leptospiras. Em
geral, na bateria de antigenos, devem-se incluir os sorogrupos de maior importancia
epidemioldgica na regido geogréafica onde vive o animal (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015; FAINE et al., 1999).

A SAM possui marcantes limitacées quanto a sensibilidade, especificidade e
repetibilidade, especialmente se titulos Unicos forem interpretados (FRAUNE et al.,
2013). Trata-se de um ensaio especifico para sorogrupos e ndo ha discriminacéo
entre reatividades em nivel de sorovar. Entretanto, a sua capacidade de discriminar

entre reatividades de sorogrupos €é uma vantagem sobre outro ensaio
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imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA do inglés enzymelinked immunosorbent
assay), aglutinacdo em latex ou métodos de deteccdo indiretos com anticorpos
fluorescentes. (GREENE et al., 2015). A SAM nédo discrimina 0s sorovares que
apresentam reacdo cruzada entre si, devido a presenca de epitopos compartilhados
por sorovares do mesmo sorogrupo (LEVETT, 2003). Este ensaio requer
conhecimentos significativos para realizacdo, € realizado por uma variedade de
laboratorios e ndo possui um padrdo universal quanto aos antigenos utilizados.
Sendo assim, ha muita variacdo entre laboratdrios nos resultados do exame
(GREENE et al., 2015). No Brasil, os laboratorios incluem geralmente 18 a 24
representantes de sorogrupos patogénicos na bateria de antigenos (RODRIGUES et
al., 2012).

O resultado da SAM indica o provavel sorogrupo no qual o sorovar infectante
esta incluido, ndo especificando o sorovar infectante. O resultado do exame poderéa
ser falso-negativo, caso a infec¢cdo seja causada por leptospiras de sorogrupos que
nao estejam incluidos na bateria de antigenos (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA,
2015).

Em estudos realizados em humanos, mesmo quando o sorogrupo infectante é
incluido na SAM, os resultados podem identificar corretamente o sorogrupo
responsavel apenas em 50% dos casos (LEVETT, 2003).

Ha reacdes cruzadas em baixos titulos entre diferentes sorogrupos. Dessa
maneira, os resultados dos testes podem indicar positividade sorolégica para mais
de um antigeno. O titulo mais alto € interpretado como pertencente ao sorogrupo
infectante (GREENE et al., 2015).

Quando ha altos titulos para mais de um sorogrupo, as reacfes sao
denominadas “mistas”. Reacfes paradoxais podem ocorrer quando a resposta inicial
for dirigida mais fortemente para um sorogrupo heterdlogo e apenas tardiamente
prevalece o titulo de anticorpos desenvolvidos contra o sorogrupo envolvido
(HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Titulos superiores a 800 podem ser indicativos de infeccdo ativa, caso o céo
nao tenha sido vacinado no periodo de quatro a seis meses. Titulos acima de 1.600
até 12.800 podem ser encontrados na fase aguda, persistindo por mais tempo, e sao
fortemente sugestivos de infecgdo recente. O Consenso do Colégio Americano de
Medicina Veterinaria Interna (ACVIM) recomenda a confirmacao da infeccéo recente

ou atual pela realizacdo do teste de SAM em amostras pareadas coletadas com
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intervalos de duas semanas, ou no momento da alta hospitalar, ja que um anico
teste pode ndo detectar anticorpos na fase inicial da infecgdo ou pode conferir
resultados falso-positivos ap0s a vacinacdo ou exposicdo em areas endémicas
(SYKES et al., 2011). Titulos vacinais ndo apresentam essa magnitude de variacao.
O aumento de quatro vezes do titulo inicial ou a converséo sorologica para um ou
multiplos sorovares é fortemente sugestiva de leptospirose (MILLER et al. 2011).

As vacinas induzem a formacdo de anticorpos aglutinantes que podem
dificultar a interpretacdo dos titulos da SAM. Porém, no geral, esses titulos séo
baixos. As vacinas tetravalentes podem resultar na formagdo de anticorpos
reagentes aos antigenos vacinais e também a antigenos do sorogrupo Bratislava e
Autumnalis, que ndo estdo inclusos na vacina. Portanto, os resultados da SAM
devem ser avaliados em conjunto com o historico vacinal do animal (HAGIWARA,
MIOTTO, TOZZI, 2015).

O teste de SAM revela anticorpos aglutinantes predominantemente do tipo
IgM, os quais ndo neutralizam completamente ou ndo sdo capazes de destruir o
organismo, ndo sendo, portanto, indicados para avaliagdo da resposta vacinal e
protecdo conferida pelas vacinas (HARTMAN, 1984; GREENE et al., 2015).

Outro fator que pode interferir nos resultados da SAM € a terapia
antimicrobiana, pois é possivel que quando administrada numa fase muito inicial da
evolucdo da doenca, diminua a magnitude da elevacdo dos titulos. ApGs terapia
antimicrobiana bem-sucedida, observa-se reducdo dos titulos de anticorpos de
infecgdes ativas (GREENE et al., 2015).

Em 2013, Fraune, Schweighauser e Francey demonstraram que a SAM foi
altamente precisa para diagnostico de leptospirose em cées, apesar da baixa
sensibilidade para diagnostico precoce. Nesta referéncia, ndo houve beneficio do
PCR, realizado em amostras de urina e sangue para o diagndstico precoce da
afeccdo de caes pré-tratados com antibiéticos.

1.5.4.2 Outros métodos soroldgicos

Testes imunoenzimético (ELISA) especificos para deteccdo de IgG e IgM

antileptospirais foram desenvolvidos tendo como antigeno o extrato bacteriano total
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e se mostraram Uteis para diferenciacdo entre infeccdo recente e resposta vacinal
(RIBOTTA et al., 2000).

Em estudos experimentais titulos de anticorpos IgM ELISA aumentam em até
uma semana apos a infeccdo e os titulos maximos sédo alcancados em até duas
semanas, com posterior declinio. Assim sendo, tais titulos sdo observados
precocemente no curso da infeccdo, em paralelo aos titulos de anticorpos
aglutinantes (SAM), com pico maximo em duas semanas pos-infeccdo (GREENE et
al., 2015; HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Os titulos de anticorpos IgG ELISA desenvolvem-se duas a trés semanas
pés-infeccdo. Nos cdes vacinados, podem-se verificar altos titulos de IgG
acompanhados de titulos baixos ou negativos de IgM, o que permite diferenciar as

reacdes positivas pds-vacinais das infeccbes recentes (GREENE et al., 2015).

Entretanto, a SAM e ensaios ELISA requerem tempo e manutencdo de uma
série de antigenos vivos provenientes de cultura de estirpes representativas dos
sorogrupos a serem testados, equipamentos especiais e técnicos treinados. Assim
sendo, houve a necessidade de desenvolvimento de testes rapidos, precisos e de
facil execucdo, para deteccédo de IgM e diagnéstico de leptospirose aguda (LIZER et
al., 2017). Ao longo dos anos, estdo sendo desenvolvidos ensaios de fluxo lateral
(EFL) para deteccao de anticorpos IgM especificos para leptospiras no soro de cées
(ABDOEL et al., 2011) e humanos (SMITS et al., 2001). Recentemente, um EFL
para deteccdo de IgM e diagnostico de leptospirose aguda em cées no local de
atendimento foi descrito (WITNESS® Lepto — Zoetis), com sensibilidade e
especificidade respectivas de 98% e 93,5%, sem interferéncia de vacinagdo prévia.
Este teste imunocromatografico fornece resultado em dez minutos (KODJO et al.,
2016).

1.5.3 Identificagdo do micro-organismo

1.5.3.1 Exame Microscépico
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As leptospiras viaveis podem ser visualizadas diretamente em microscopia
de campo escuro, em preparado fresco de urina, que permite a caracterizacao dos
movimentos de contor¢cdo e flexdo. Entretanto ndo € aconselhavel o uso desse
método como ferramenta diagndstica Unica, devido a baixa sensibilidade e
dificuldade de leitura do material pela presenca de artefatos (GREENE et al., 2015;
HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Os micro-organismos podem ser observados ao microscopio Optico em cortes
histologicos de tecidos ou em esfregacos secos ao ar, utilizando-se a coloracao de
Giemsa ou a impregnacdo com prata. Técnicas de imuno-histoquimica foram
adaptadas para identificar leptospiras em impressoes teciduais (imprints) de figado e

rim, e em liquidos organicos, como sangue ou urina (GREENE et al., 2015).

1.5.3.2 Cultura bacteriana

O cultivo bacteriano de sangue ou urina € pouco utilizado em decorréncia do
crescimento fatigioso das leptospiras e da suscetibilidade do micro-organismo a
condicbes ambientais adversas, e deve ser realizado antes do inicio da terapia
antimicrobiana. As culturas devem ser mantidas pelo tempo minimo de 28 dias,

antes de serem consideradas negativas (GREENE et al., 2015).

z

O sangue é a melhor amostra para cultura nos primeiros dez dias apos
infeccdo. Apés esse periodo, as amostras de urina sdo mais indicadas, porém,
devido a liberacdo intermitente do micro-organismo, sdo necessarias diversas
amostras de urina. O método de coleta ideal € a cistocentese, pois a microbiota do
trato urinario inferior interfere no crescimento das leptospiras. Durante o transporte
até o laboratério, a amostra de urina de ser alcalinizada, até atingir pH 8 e a
semeadura, em meio apropriado, deve ser realizada em até duas horas apos a
coleta. As amostras de sangue devem ser coletadas em frascos estéreis, com
heparina como anticoagulante (GREENE et al., 2015; HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015).
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Tal método € o unico capaz de identificar o sorovar infectante leptospiral,
sendo portanto de extrema importancia para determinagdo da composicao local das

vacinas em diferentes cendrios epidemioldgicos.

1.5.3.3 Deteccao de DNA

O PCR é uma técnica de deteccao direta do agente etioldgico que se baseia
na amplificacdo de fragmentos de &cido desoxirribonucleico (DNA) do agente
infeccioso a ser investigado em fluidos biol6gicos (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA,
2015). Devido a alta sensibilidade, especificidade e velocidade de amplificacdo, a
técnica mostra-se extremamente Util para detec¢cdo do microorganismo no sangue,
urina ou fragmentos de tecidos (SCHULLER et al., 2015a).

Diversos ensaios de PCR tradicional forma descritos para o diagnéstico de
leptospirose canina, tendo como alvo uma variedade de genes como rrs (16S) de
Leptospira interrogans (MERIEN et al., 1992), sec Y, Lip32 e hap 1, especificos para
Leptospira spp patogénica (BRANGER et al.,, 2005). Recentemente, inimeros
ensaios de PCR em tempo real (QPCR) foram introduzidos na rotina, possibilitando a
obtencdo mais rapida do resultado, com maior sensibilidade analitica e com

menores riscos de contaminagcdo (BOURTHY et al., 2011).

Trata-se de um exame potencialmente vantajoso no curso inicial de infeccdes,
momento este em que 0S ensaios de anticorpos sdo geralmente negativos, e
também na confirmacdo de infeccdo ativa em animais com testes de anticorpos
positivos e com historico de vacinacdo contra leptospirose, pois a vacinacao prévia
nao produz resultados falsos positivos no PCR (SYKES et al., 2011). Além disso, é
considerado como o teste de escolha para identificar animais portadores crénicos e
assintomaticos (BAL et al., 1994; SCHULLER et al., 2015a). Num estudo realizado
na Irlanda para determinar a prevaléncia de eliminacao renal através de amostras de
urina de 525 caes, constatou-se que 7,05% apresentaram leptospirtria (ROJAS et
al., 2010). Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de HARKIN et al.

(2003), com 500 caes de 8,2% de eliminacdo da bactéria via urinaria.
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Na fase precoce da infeccdo, o sangue com anticoagulante € o material de
escolha para realizacdo do teste, e ap6s dez a 14 dias, a urina. Entretanto, no
estudo de Bal et al. (1994), os pesquisadores confirmaram a doenca atraves do PCR
feito em amostras frescas de urina em 90% dos pacientes humanos antes do oitavo
dia de infeccdo. O DNA das leptospiras é relativamente estdvel e pode ser
conservado a 4°C por sete dias (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015). A

sensibilidade do teste € mais baixa em urinas congeladas (BRANGER et al., 2005).

Em um estudo experimental com 12 cées da raca beagle infectados com
Leptospira interrogans sorovar Canicola, tanto a cultura e PCR lipL32/hapl no
sangue foram positivos no quarto dia de infeccdo e negativos subsequentemente,
enguanto que a cultura e PCR lipL32/hapl da urina foram negativas no quarto dia de
infeccdo, e positivas no dia oitavo, décimo nono e vigésimo sexto dias de infec¢ao
(BRANGER et al., 2005).

Dessa maneira, o Consenso Europeu de leptospirose canina recomenda que
0s ensaios de PCR sejam realizados em amostras de sangue e urina, previamente a
administracdo de antibiéticos, em cées com suspeita clinica de leptospirose,
independente da duragéo dos sinais clinicos (SCHULLER et al., 2015a). Num estudo
recente de Fraune, Schweighauser e Francey (2013), 30 caes com diagndstico
confirmado de leptospirose apresentaram PCR negativo em amostras de sangue e

urina, possivelmente devido a prévia administracdo de antibiéticos.

A interpretacéo dos resultados de PCR depende do status da infeccdo em um
animal clinicamente suspeito. Um resultado positivo indica que o DNA leptospiral
esta presente na amostra e um resultado positivo associado as manifestacées
clinicas é altamente sugestivo de leptospirose aguda. Um PCR positivo em amostra
urinaria indica eliminacao renal, que ocorre tanto animais com infeccdo aguda,
quanto em portadores cronicos. Resultados negativos no sangue e urina nao
excluem o diagndstico de leptospirose, ja que a leptospiremia é transitéria e a

eliminacgéo urinaria pode ser intermitente (SCHULLER et al., 2015a).

Recomenda-se que o0s resultados desses ensaios sejam interpretados em

conjunto com os resultados da SAM, na fase aguda e convalescente e de acordo
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como o contexto médico especifico, para melhorar a sensibilidade do diagndstico
(SYKES et al., 2011; HUGONNARD et al., 2011; GREENE et al., 2015).

A técnica mais recente de amplificacdo de DNA, denominada LAMP (loop-
mediated isothermal amplification method), é outra ferramenta para o diagndstico da
leptospirose. O exame foi desenvolvido pela amplificacdo do gene lipL41 que
codifica a proteina da membrana externa LipL41, ndo depende do isolamento e
cultura de leptospiras, além de ndo apresentar reacdo cruzada com outras espécies
de bactérias. Tal ensaio possibilita a otimizacao e reducdo de custos implicados nas
técnicas tradicionais de identificacdo molecular de agentes infecciosos, e sua maior
vantagem € a capacidade de amplificar o DNA alvo sob condi¢cdes isotérmicas,
geralmente entre 60 e 65°C, com alta especificidade, eficiéncia e velocidade. Porém,
sua aplicacdo em amostras clinicas € restrita e a sua padronizacdo estd em curso
(LIN et al., 2009).

1.5.6 Post- Mortem

1.5.6.1 Achados MacroscoOpicos

As lesBes macroscoépicas externas variam acentuadamente, dependendo da
gravidade da doenca, e podem consistir em congestao e ictericia das mucosas, com
petéquias difusas. Observam-se ulcera¢des focais na lingua e na cavidade bucal,
secundarias a uremia. Pode haver aumento do tecido tonsilar ou linféide. Em
animais com infeccdo aguda, os rins estdo aumentados, apresentam coloracao
palida ou amarela acinzentada e formam uma protuberancia na superficie de corte.
A capsula renal pode ser aderente a superficie do rim com possivel presenca de
hemorragias subcapsulares e a pelve renal frequentemente esta dilatada. Nos casos
menos agudos, sdo observadas manchas brancas focais no coértex renal, na
superficie de corte, com ocorréncia mais proeminente ao longo da juncdo cortico-
medular. Em cées cronicamente infectados ou tratados e recuperados, 0s rins
podem estar retraidos e com cicatrizes (GREENE et al., 2015).

O figado pode estar aumentado de volume, ictérico, friavel e com bordos

interlobares arredondados. O trato respiratério pode estar edemaciado, com
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congestdo ou hemorragia pulmonar, com petéquias e equimoses em superficie
pleural. No intestino, pode-se observar necrose, hemorragia e intussuscepcao. O
baco pode apresentar-se palido e retraido (GREENE et al., 2015).

1.6 Diagnostico Diferencial

A leptospirose deve ser incluida no diagnostico diferencial entre cdes com
doenca renal aguda associada ou néo a ictericia, uveite, hemorragia pulmonar,
doenca febril aguda, abortamento e doenca renal crénica (HAGIWARA, MIOTTO,
KOGIKA, 2015).

1.7 Tratamento

O tratamento da leptospirose canina baseia-se na terapia antimicrobiana
especifica e terapia de suporte (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

1.7.1 Terapias Antimicrobianas

Os consensos americano e europeu recomendam que a leptospirose canina
seja tratada com doxiciclina como antibiético de primeira escolha, na dose de 5
mg/kg a cada 12 horas ou 10 mg/kg a cada 24 horas, por via oral ou intra-venosa,
durante 14 dias. Caso émese ou outras reacdes adversas impecam a administracao
de doxiciclina, recomenda-se a utilizagdo de ampicilina na dose de 20 mg/kg por via
intra-venosa a cada seis horas, ou penicilina G na dose de 25.000 a 40.000 Ul/kg a
cada 12 horas, por via intravenosa, ou ainda, amoxicilina na dose de 20 a 30 mg/kg
a cada seis ou oito horas, devendo-se reduzir a dose para pacientes azotémicos
(SCHULLER et al., 2015a; SYKES et al., 2011).
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Recomenda-se 0 uso de antibidticos em cées suspeitos de leptospirose,
mesmo antes da confirmacgéo do diagnostico, devido severidade das manifestacdes

clinicas e potencial zoonético da afec¢cdo (SCHULLER et al., 2015a).

Em um estudo que utilizou PCR quantitativo para deteccao de leptospiras,
trés antimicrobianos foram avaliados: ofloxacino, ampicilina e doxiciclina. O primeiro
foi incapaz de remover as leptospiras dos rins e sangue de um hamster. O segundo
nao removeu as leptospiras dos rins e o0 ultimo removeu os patdégenos dos trés
sitios, no decorrer de trés dias de infeccdo (TRUCCOLO et al., 2002). O uso precoce
de doxiciclina € recomendado por promover rapida eliminacdo das leptospiras do
tecido renal e sua dose ndo necessita de ajuste em pacientes com
comprometimento renal agudo, haja vista que tal antibiético € excretado

principalmente nas fezes (GREENE et al., 2015).

Outro estudo recente avaliou a utilizagdo de cefalosporinas de primeira
geracao (cefazolina e cefalexina) no tratamento de leptospirose aguda em hamsters
experimentalmente infectados e demonstrou a efetividade dessas drogas neste
modelo animal. No estudo em questdo, os grupos de animais tratados com
administracdes intra-peritoneais de cefalosporinas por cinco dias apresentaram
aumento da sobrevida quando comparados a animais ndo tratados, nao havendo
também diferenca estatistica significativa na sobrevida, quando comparados ao
grupo de animais tratados com doxiciclina. Assim sendo, os autores concluiram que
tal classe de medicamento pode ser uma terapia alternativa para o tratamento de
leptospirose (HARRIS et al., 2011). Entretanto, no estudo no Alexander e Rule
(1986), animais do mesmo modelo experimental tratados com apenas uma dose de
cefalexina por via oral ndo sobreviveram, e Sykes et al. (2011) citam que o
tratamento para leptospirose com cefalosporinas de primeira geracéo
aparentemente é menos efetivo. JA o tratamento com cefalosporinas de terceira
geragcdo em humanos, tais como ceftriaxona e cefotaxima, é tdo efetivo quanto o
tratamento com penicilina (PANAPHUT et al., 2003). Recentemente, em um estudo
experimental em hamsters, demonstrou-se que o antibidtico cefepima, cefalosporina
de quarta geracdo, apresentou beneficios quanto a sobrevida em relacdo a
doxiciclina, antibidtico preconizado para o tratamento da leptospirose (ZHANG et al.,
2014).
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As penicilinas e derivados sao antibiéticos de escolha para interrupcdo da
leptospiremia, porém ndo depuram completamente os micro-organismos albergados
nos rins. Devem ser administradas por via parenteral em pacientes urémicos, com
comprometimento hepatico ou que apresentem émese (GREENE et al., 2015). Nao
se recomenda a administracdo de ampicilina por via oral devido a variabilidade de
absorcdo gastrointestinal do farmaco (SYKES et al., 2011). Uma vez alcancada a
melhora clinica e estando o paciente apto para receber alimentacdo e medicamentos
por via oral, tais medicamentos podem ser substituidos por doxiciclina (HAGIWARA,
MIOTTO, KOGIKA, 2015).

As fluoroquinolonas demonstraram pouca eficacia no tratamento da doenca,
guando comparadas a doxiciclina em modelos experimentais de roedores e ndo sao
indicadas para o tratamento de cdes com leptospirose (TRUCCOLO et al., 2002).
Orbifloxacino nao foi efetivo no tratamento de um cdo com leptospirose, que
respondeu ao tratamento com amoxicilina (GREENE et al., 2015). O Estudo de Wu
et al. (2017) demonstrou que hamsters tratados com baixas doses de ciprofloxacina
e norfloxacina apresentaram piora do quadro clinico, com aumento da carga
bacteriana e agravamento das les@es teciduais nos 6rgaos alvos, com consequente

diminuicao da sobrevida, quando comparados a animais nao tratados.

Ha relato do caso de um cdo com leptospiraria persistente, apesar de
tratamentos sequenciais com penicilina e doxiciclina. Apds sete dias de tratamento
com o ultimo, a despeito da melhora clinica, ainda se observou leptospiruria,
havendo resolucdo completa somente apés a associacdo de estreptomicina a
terapia (JUVET et al., 2011).

Os aminoglicosideos sao altamente eficazes para eliminar o estado de
portador renal em caes, porém nao devem ser administrados com essa finalidade
até que os testes de funcdo renal tenham retornado aos valores de referéncia
(GREENE et al., 2015). Os farmacos ineficazes para o tratamento da doenga em
incluem sulfonamidas e cloranfenicol (SYKES et al., 2011; GREENE et al., 2015).

Na tabela 4, encontram-se listados os principais antimicrobianos indicados no

tratamento da leptospirose canina.
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O papel dos antimicrobianos no tratamento da leptospirose em humanos é

controverso, e se introduzidos ap0s quatro a sete dias do inicio da doenca, sdo

menos efetivos em promover recuperacao clinica. Entretanto, a OMS recomenda

gue todos os pacientes humanos com leptospirose sejam tratados com antibidticos.

Frequentemente utilizam-se penicilinas e doxiciclina para o tratamento da doenga

nesta espécie (SYKES et al.,, 2011). A azitromicina também ¢é eficaz para o

tratamento da leptospirose humana (PHIMDA et al., 2007), porém sua eficacia em
cdes ainda é incerta (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

Tabela 4 — Antimicrobianos para o tratamento de leptospirose canina.

Antimicrobiano Dose Via Intervalo (horas) | Duracdo (semanas)
Doxiciclina 5mg/kg VO 12 3
Penicilina G 25.000 — 40.000 IM, SC, 6a8 3

Ul/kg v
Ampicilina 22 mg/kg SC, IV 6a8 3
Amoxicilina 10 — 20 mg/kg VO 8al2 3
Tetraciclina 22 mg/kg VO 8 3
Azitromicina 20 mg/kg VO 24 3

Fonte: Adaptado de HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015.
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1.7.2 Tratamento Suporte e tratamento da Insuficiéncia Renal Aguda

O tratamento de suporte para animais com leptospirose depende da
gravidade da infeccdo e da existéncia de disfuncdo renal e hepatica, bem como de
outros fatores que causam complicacdes, como a ocorréncia de desidratacao,
choque e hemorragia pulmonar em animais gravemente acometidos. Nos cdes com
a forma aguda da infeccdo, as providéncias iniciais devem ser direcionadas a
administracdo de fluidos para manutencdo do débito urindrio e correcdo da
desidratacdo, desequilibrios hidricos, eletroliticos e acido-base (HAGIWARA,
MIOTTO, KOGIKA, 2015; SCHULLER et al., 2015a). Deve-se tomar cuidado
particular para evitar a hiper-hidratacdo em animais com oligdria ou andria, o que
exacerba a disfuncdo de 6rgdos como pulmdes, trato gastrointestinal, cérebro e
pancreas. Além disso, o aumento da pressdo no parénquima renal aumenta a ja
comprometida perfuséo renal e a filtracdo glomerular (SCHULLER et al., 2015a).

A alimentacao oral deve ser suspensa em animais com quadros de émese,
cujas causas quimicas e viscerais sdo respectivamente a uremia e a gastrite
urémica. Podem ser necessarios antieméticos de acao central e protetores gastricos,
tais como bloqueadores de receptores H: e inibidores de bomba de prétons, por via
parenteral. Caso haja hipoalbuminemia grave ou suspeita de pancreatite, pode-se
proceder com transfusdes de plasma, para promover aumento da pressao oncotica
vascular. A hidratacdo deve ser ajustada de acordo com o débito urinario do
paciente (GREENE et al., 2015). O tratamento das complicacfes gastrointestinais
deve ser adicional ao tratamento da hipertensao sistémica e manejo da dor, sendo o
altimo particularmente importante nas fases iniciais da doenga, quando as dores
renais, musculares, articulares e gastrointestinais podem  contribuir
significativamente para as manifestacdes clinicas da doenca, recomendando-se
assim a utilizacéo de opidides, tais como bupremorfina e fentanil (SCHULLER et al.,
2015a).

Recomenda-se a realizagdo de nutricdo enteral em cées com anorexia,
devido ao suporte nutricional precoce e eficiente, com minimos riscos de
complicagbes. Em cdes com vOmitos persistentes torna-se necessaria a nutricao
parenteral (LANGSTON, 2010; SCHULLER et al., 2015a).
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O tratamento de caes com leptospirose e insuficiéncia renal aguda (IRA)
geralmente segue as mesmas recomendacdes para o tratamento de IRA decorrente
de outras etiologias. O tratamento pode, em alguns casos, resultar em poliaria
abrupta e profunda, com marcada perda de eletrdlitos, na fase de recuperacéo renal.
Portanto, os cdes podem apresentar rapidas mudancas nos requerimentos de
fluidos, variando de metade do nivel de manutencdo durante a anuria (1ml/kg/hora)
até mais de dez vezes o nivel de manutencédo (acima de 20 ml/kg/hora) na fase
polidrica de recuperacao renal (LANGSTON, 2010).

A oliguria (fluxo urinario inferior a 0,5 ml/kg/hora) deve ser definida somente
guando o animal estiver normovolémico. Podem-se recomendar diuréticos
osmaticos, tais como glicose a 10 ou 20%, ou manitol, entretanto ndo devem ser
administrados em pacientes hiper-hidratados. Diuréticos potentes, como a
furosemida, séo indicados no caso de oliguria persistente e a administracdo de
dopaminérgicos ndo tem mostrado eficacia (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

As terapias de substituicdo renal, tais como didlise peritoneal e hemodialise,
sd0 necessdrias para superar o tempo de recuperacdo renal na IRA (LANGSTON,
2010) e seu uso é recomendado pelo Consenso Europeu de leptospirose em caes e
gatos, na forma severa de insuficiéncia renal. A leptospirose é considerada uma das
melhores indicacbes para tais terapias, devido ao prognéstico favoravel para
recuperacdo renal e curta duracdo da faléncia renal severa (SCHULLER et al.,
2015a). No estudo de Adin e Cowgill (2000), 36 cdes com leptospirose foram
avaliados, sendo 14 submetidos a hemodialise e 22 a tratamento conservativo. O
indice em ambas as terapias foi semelhante (86% e 82%, respectivamente), sendo
que o indice de recuperacdo em cdes com severa azotemia que ndo responderam
ao tratamento conservativo foi superior a 80%.

A recuperacao renal gradual geralmente ocorre duas a quatro semanas do
inicio da dialise. Hemodialise precoce tem sido associada ao aumento da sobrevida
e diminuicdo do tempo de hospitalizagdo em pacientes humanos com leptospirose
(CERQUEIRA et al., 2008).
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1.7.3 Tratamento da SHPL

Dependendo do grau de comprometimento pulmonar, torna-se necessario
oxigenioterapia, € em casos mais severos, ventilacdo mecanica. Transfusfes de
plasma ou sangue total sdo indicadas apenas em casos de distlrbios de hemostasia
(SCHULLER et al., 2015a).

Baseado na hipétese de mecanismos imune- mediados envolvidos na
patogenia da afeccdo, em pacientes humanos tém-se investigado a
imunomodulagdo, apresentando resultados preliminares promissores com a
utilizagcdo de pulsoterapia com metipredinisolona, ciclofosfamida e trocas
plasmaticas (TRIVEDI et al., 2010). O uso de ciclofosfamida apresentou resultados
favoraveis quanto ao progndéstico em pacientes humanos no estudo de Trivedi et al.
(2010), pois dos 33 pacientes tratados com o farmaco, 66, 7% sobreviveram,
enquanto que dos 32 pacientes que néo foram tratados com a medicacéo, apenas
trés (9,4%) sobreviveram. Em cd@es ndo ha informacgbes sobre a eficacia desse
farmaco e o tratamento das complicacées pulmonares com dexametasona também

ndo melhora o prognostico (SYKES et al., 2011).

1.7.4 Tratamentos dos Disturbios de Hemostasia

A trombocitopenia raramente requer terapia especifica. As transfusdes de
plasma s&o as principais op¢des terapéuticas para caes com leptospirose e CID.
Recomenda-se a utilizacdo de heparina somente em casos de caes com CID e claro

estado de hipercoagulagédo sanguinea (SCHULLER et al., 2015a).

1.8 Prognostico

O prognostico da leptospirose é bom em cédes com tratados precocemente,

com antibiéticos apropriados e terapia suporte adequada, podendo haver sobrevida
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superior a 80% dos casos submetidos a hemodialise. Excec¢des constituem os casos
associados a complicacdes respiratorias (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

1.9 Profilaxia

A profilaxia da leptospirose envolve a eliminacdo do estado de portador
renal. Os roedores peridomiciliares e o0s silvestres, bem como o0s animais
domésticos, podem ser portadores crénicos com infeccdo latente, eliminando
leptospiras intermitentemente e sendo permanentes fontes de infeccdo para cées e
humanos (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015).

1.9.1 Imunoprofilaxia

Anteriormente ao ano de 1960, os sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola
eram relacionados a maioria dos casos de leptospirose no mundo (SCHULLER et
al., 2015a). Porém com o advento de vacinas que garantem protecdo contra esses
sorovares houve uma mudanca no perfil epidemiolégico da doenca, com diminuicédo
gradual dos casos em cées causados por esses sorovares, e entrada no cenario de
outros sorovares, principalmente Pomona, Grippotyphosa, Autumnalis e Bratislava
nos Estados Unidos (GOLDSTEIN et al., 2006), Grippotyphosa e Australis na Europa
(ELLIS, 2010) e Copenhageni no Brasil (KO et al., 1999; RODRIGUES et al., 2007).

No Brasil, estudos epidemiolégicos e clinicos tém demonstrado a maior
prevaléncia soroldgica do sorovar Copenhageni nas infecgdes humanas (ROMERO
BERNARDO, YASUDA, 2003; ROMERO, YASUDA, 2010). Em céaes, os estudos
soroldgicos e de isolamento apontam a maior prevaléncia dos sorogrupos Canicola e
Icterohemorragiae (YASUDA, SANTA ROSA, YANAGUITA, 1980; RODRIGUES et
al., 2007).

E fortemente recomendado que os sorovares a serem incluidos nas vacinas
sejam aqueles de maior importancia na regido e que tenham sido isolados de cées
nesses locais (ARENT et al., 2013).
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Foram desenvolvidas vacinas atenuadas contra leptospirose, que produzem
uma imunidade mais poderosa do que as vacinas inativadas. Entretanto, em virtude
de sua estabilidade contra a inativacdo e reversdo para a viruléncia, as vacinas

inativadas séo os produtos atualmente utilizados (GREENE et al., 2015).

As vacinas disponiveis sdo bacterinas, ou seja, bactérias inteiras inativadas
quimicamente, que induzem imunidade através da opsonizacdo das bactérias e
apresentacdo de antigenos de membrana (KLAASEN et al., 2003). As vacinas
comercializadas no Brasil sdo tetravalentes (Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Pomona, Grippotyphosa) e ha outras vacinas que contém o sorovar Copenhageni
(NOBIVAC® DHPPI+L) (HAGIWARA, MIOTTO, TOZZI, 2015).

Os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni pertencem ao mesmo
sorogrupo, apresentando similaridade antigénica e molecular (ARIMITSU et al.
1980), e a reatividade cruzada entre ambos € evidenciada quando se incluem, na
colecdo de antigenos da reacdo SAM, os dois sorovares. Diferencas antigénicas
entre os sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni foram confirmadas em
ensaios que empregam conjuntos de anticorpos monoclonais (KORVER et al., 1988;
HOOKEY, PALMER, 1991; RODRIGUES et al., 2012). Por serem ambos
pertencentes a0 mesmo sorogrupo, acredita-se que a vacina preparada com o
sorovar Icterohaemorrhagiae proteja contra a infecgdo pelo sorovar Copenhageni,
porém essa condicdo ainda ndo foi suficientemente esclarecida (HAGIWARA,
MIOTOO, KOGIKA, 2015; RODRIGUES et al., 2013).

No estudo de Rodrigues et al. (2013), caes adultos com dois a seis anos de
idade primo-vacinados com trés doses intervaladas de 30 dias a partir dos 60 dias
de idade e revacinados anualmente com vacina anti-leptospirose polivalente
contendo os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa e Pomona
foram revacinados com a mesma vacina e aos 30 dias da revacinacdo foram
submetidos aos testes de SAM e de inibicdo do crescimento de leptospiras in vitro
(ICLIV), para avaliagdo comparativa dos niveis de anticorpos produzidos para o0s
sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni . A analise dos resultados
encontrados apds a revacinacdo demonstrou que caes revacinados com bacterina
produzida com o sorovar Icterohaemorrhagiae ndao apresentam aumento do titulo de
anticorpos inibidores do crescimento contra o sorovar Copenhageni em nivel

suficiente para inibir o crescimento de leptospiras. Apesar disso, os titulos de
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anticorpos inibidores de crescimento anti-Copenhageni encontrados antes e apés a
revacinacdo demonstraram que, pelo menos certo grau de protecdo contra a
infeccdo por esse sorovar pode ser esperado para 0s cdes vacinados com
bacterinas do sorovar Icterohaemorrhagiae, ndo sendo, no entanto, uma protecao

cruzada completa.

A imunidade em leptospirose canina é basicamente humoral, embora haja
indicios de envolvimento de imunidade celular, sendo fortemente restrita ao sorovar
homologo, conferida pelo antigeno LPS da membrana das leptospiras (KLAASEN et
al., 2003; LEVETT, 2003; GREENE et al., 2015; SONRIER et al., 2001). A duracéo
da imunidade p6s-vacinal é objeto de discussao. Estudos de desafio mostram que a
protecdo é completa trés semanas apds a série inicial de vacinas, mas quando 0s
caes foram desafiados 27 e 56 semanas depois, observou-se leptospiremia com
isolamento de leptospiras do sangue circulante (KLAASEN et al., 2003). Apesar da
eficacia da vacina para protecdo dos cées contra a leptospirose, ela aparentemente
nao impede de todo a infeccdo e a eliminacdo renal das leptospiras quando o0s
animais sdo submetidos ao desafio na fase tardia do periodo de protecdo conferido
pela vacina (GREENE et al., 2015). A imunizacéo inicial adequada, que emprega
muitos dos produtos disponiveis, requer duas a trés injecdes, administradas em
intervalos de duas a quatro semanas, iniciando com a idade minima de nove
semanas, para que haja producdo da imunidade contra a infeccdo, que ird durar
cerca de seis a oito meses, na dependéncia do produto e do sorogrupo. As vacinas
contra leptospiroses ndo sédo recomendadas para filhotes com menos de nove
semanas de idade, para reduzir a gravidade de reacdes de hipersensibilidade p6s-
vacinais (GREENE et al., 2015).

O consenso Europeu recomenda que em caes que nao tenham sido vacinados
h& mais de 18 meses contra leptospirose reiniciem a escala basica de vacinagéo
com administragdo de duas doses da vacina com intervalos de trés a quatro
semanas (SCHULLER et al., 2015a).

A duracéo da imunidade em cées apos a infeccéo € obscura, e ndo se sabe se
a imunidade é vitalicia, como resultado da infec¢cdo natural (SCHULLER et al.,
2015a). Apos a vacinagao, os caes podem desenvolver anticorpos homoélogos em

titulos superiores a 800 ou direcionados a outros sorogrupos de leptospiras cujos
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antigenos ndo se encontram presentes na vacina, dificultando assim a interpretacédo
dos testes de SAM. Em um estudo, demonstrou-se que as vacinas contra 0s
sorovares Pomona e Grippotyphosa poderiam induzir a titulos na SAM ndo somente
contra antigenos homologos, mas também para o sorovar Autumnalis, o que poderia
conduzir a um diagndstico errbneo de leptospirose causada pelo sorovar em questao
(BARR et al., 2005).

Recentemente na Europa foi descrita uma nova vacina tetravalente contendo
bacterinas dos sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa e Australis
que forneceu protecdo em longo prazo contra o estabelecimento do estado de
portador renal, controlando a infeccéo e excrecao renal em cdes 12 meses apos a
infeccdo (KLAASEN et al., 2014).

1.10 Consideracfes sobre Saude Publica

A leptospirose € uma zoonose de importancia global, com distribuicdo mundial
e ocorréncia mais comum nas regides de trépicos, onde as condicbes de
transmissao sdo particularmente favoraveis (BARTHI et al., 2003). Em humanos,
ocorre apés um periodo de incubacdo de dois a 20 dias, frequentemente
assemelhando-se a uma gripe leve. Uma pequena percentagem possui
manifestacdo mais severa, com lesdo hepética, renal, faléncia multipla de érgaos,
podendo ocasionar hemorragia pulmonar, além de aborto durante a gestacéo
(LEVETT, 2001).

No caso de humanos, individuos que trabalham em abatedouros, fazendas de
gado, abrigos de cdaes, veterinarios e aqueles que tém contato direto ou indireto com
roedores e animais silvestres, estdo sob maior risco de adquirir a infeccéo
ocasionada por leptospiras patogénicas, assim como aqueles que praticam
atividades recreacionais aquaticas, tais como natacdo, canoagem e pesca (LEVETT,
2001). Além disso, nas ultimas décadas, a urbanizacdo e as mudancas sociais tem
favorecido o aumento da populacdo canina nos paises em desenvolvimento (SOUZA
et al., 2002). Este aumento, associado com as relagcbes emocionais e estreita
convivéncia entre 0 homem o céo, pode constituir um grave problema de saude

publica, uma vez que o0s cées sdo capazes de transmitir uma série de zoonoses,
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dentre elas a leptospirose (BERGLER, 1988; ACHA, SZYFRES, 2003; BATISTA et
al.,2004).

As leptospiras requerem condicbes Umidas para sua sobrevivéncia, e caes e
outros animais infectados podem disseminar o microorganismo pela urina em
colecdes liquidas de qualquer natureza. Nas estagcdes chuvosas, as inundacgdes
constituem o principal fator de risco para surtos de leptospirose em paises em
desenvolvimento, ja que as colecdes liquidas resultantes saturam o solo com
leptospiras, previnem a evaporacdo da urina contaminada e prolongam a
sobrevivéncia das leptospiras na superficie liquida. Nessas condi¢cdes, podem
ocorrer surtos da doenca em humanos e cédes (KOGIKA, MIOTTO, HAGIWARA,
2015).

A transmissdo direta da infeccdo dos cdes para os humanos ndo foi
comprovada pelo isolamento do agente ou pela analise genética dos isolados, até o
presente momento. Assim sendo, o risco exato da exposi¢cdo de humanos aos cées
e gatos infectados é desconhecido (BARMETTLER et al.,, 2011). Alguns autores
sugeriram a transmissao direta da doenca de cées para humanos (HAUNZ, CARDY,
1952; BARKIN, GLOSSER, 1973; FEIGIN et al., 1973), porém, no estudo recente de
Barmettler et al. (2011), a soropositividade para sorovares de Leptospiras spp. na
equipe de trabalho de um hospital escola com alta incidéncia de leptospirose canina
e em tutores de cédes com diagnostico de leptospirose aguda foi incomum, e todas
as pessoas testadas no estudo foram soronegativas para anticorpos contra
sorovares de Leptospiras spp. Entretanto, a urina contaminada € altamente
infecciosa para os seres humanos e para espécies de animais susceptiveis,
devendo-se evitar qualquer contato e sendo, portanto recomendada a vacinacéo de
cdes (GREENE et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

O municipio de S&o Bernardo do campo, com area de 409,88 km2 e 827. 437
mil habitantes (IBGE, 2017), € um local considerado de risco para aquisicdo da
doenca, ja que possui inumeros bairros com condi¢cdes precarias de urbanizacdo e
saneamento basico, tais como Montanhao, Ferrazopolis, Alvarenga e Valdibia, além
de possuir condigbes climaticas favoraveis para a manutencdo da bactéria no
ambiente, j& que inUmeras areas do municipio estdo sujeitas a enchentes. A represa
Billings, a qual se encontra poluida e imprépria para nado, € utilizada pela populacéo
local e por turistas como area de lazer. A Universidade Metodista, por ser uma
instituicdo filantropica, atende a diversos tipos de publico, incluindo desde
populacfes carentes até tutores com maior poder aquisitivo. Portanto, este trabalho
atingiu as populacdes mais predispostas a aquisicdo da doenca, as quais estao
distribuidas nos locais de menor poder aquisitivo e com condicbes precéarias de

saneamento.

O controle da leptospirose canina em areas urbanas € de grande interesse em
Saude Publica, principalmente devido a possivel participacdo dos cdes na cadeia
epidemioldgica da leptospirose humana, podendo os cées atuarem como
indicadores de contaminacdo ambiental, alertando também quanto a introducdo de
um novo sorovar de importancia zoonética (BLAZIUS et al., 2005).

Sendo assim, é de fundamental importancia que sejam realizados estudos para
ampliar o conhecimento sobre a epidemiologia da leptospirose canina no Brasil,
incluindo a predominéncia dos sorovares em regides especificas, devido a ampla
extensdo territorial do pais, para que estratégias eficazes sejam implementadas,
com intuito de atingir as necessidades especiais de cada regido, principalmente
qguanto a elaboracdo da vacina, para que esta seja uma ferramenta eficaz na

prevencdo da doenca.
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3 OBJETIVO

Tendo em vista a importancia da leptospirose canina para a Saude Publica,
0 objetivo deste trabalho foi utilizar o cdo com suspeita clinica de leptospirose,
baseando-se na presenca de lesdes hepaticas e renais, para verificar quais 0s
provaveis sorovares que mais frequentemente infectam e causam a doenca no
municipio de S&o Bernardo do Campo, contribuindo assim com os estudos de

prevaléncia no Brasil.
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4 MATERIAIS E METODO

Os procedimentos foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNISA, parecer n° 26/2016.

A amostragem obtida foi de conveniéncia e o critério de inclusdo baseou-se
na ocorréncia de lesdes laboratoriais hepéticas e renais, no momento da primeira
apresentacdo do animal no Hospital Veterinario da Universidade Metodista de Sao
Paulo.

Foram considerados regentes ao teste de SAM o0s soros dos animais com
titulacdo superior a 100, e considerou-se como o sorovar reagente aquele o qual
apresentou a maior titulacao.

Portanto, o critério de positividade para a doenca foi a presenca de soro

conversao em animais nao vacinados.

4.1 Populagéao alvo

Foram avaliados 14 cédes evidéncias laboratoriais de lesGes hepaticas e
renais, cujo diagnostico diferencial incluia a leptospirose, com idade e racas
variaveis e de ambos os sexos, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Metodista de S&o Paulo, localizado municipio de Sdo Bernardo do Campo, SP, no
periodo de agosto de 2016 até maio de 2017.

Coletou-se uma amostra de sangue de cada animal, no momento da

apresentacao deste como um novo caso clinico do Hospital.

4.2 Coleta dos Materiais e Exames Laboratoriais

As amostras foram coletadas com o consentimento dos tutores de cada
animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autorizagcdo por escrito por
Termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

As amostras de sangue foram obtidas assepticamente por venopuncao da
jugular, com agulha 30x7 mm e seringa de 5 ml. Apés a coleta, tais amostras foram
mantidas em temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas para a obtencéo

do soro, que foi aliquotado e armazenado a — 20°C até o momento de sua analise.
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Os soros foram analisados por meio da técnica de soroaglutinacédo
microscopica em campo escuro (SAM). As analises dos soros foram executadas no
Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Departamento de Medicina Preventiva e
Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP). Foram utilizadas culturas de antigenos vivos
constituidos por 24 sorovares de leptospiras (Quadro 1). As culturas vivas de
leptospiras foram mantidas em meio liquido de EMJH modificado (ALVES, 1995),
com quatro a 14 dias de crescimento e uma densidade aproximada 100 a 200 micro-
organismos por campo microscopico, com aumento de 400 vezes. Os soros foram
diluidos a 1:50 em solu¢do salina tamponada de Sorensen e a reacao foi efetuada
em microplacas de poliestireno com 96 pocos, obtendo-se a diluicao final da mistura
soro/antigeno 1:100, sendo este o ponto de corte da reacdo. Os soros positivos na
triagem foram titulados em uma série de diluicbes geométricas de razédo dois. A
reciproca da maior diluicdo do soro que apresentou 50% de leptospiras aglutinadas
foi considerada como o titulo do soro (MYERS, 1985). As placas foram incubadas
em estufa a 28-30°C por trés horas e as leituras foram realizadas em microscoépio de
campo escuro, no aumento de 100 vezes, observando-se a formacdo de
aglutinacao.

Para a caracterizacdo do sorovar mais provavel foi considerado o sorovar que
apresentou maior titulo e o maior nimero de animais caracterizados como Soro
reagentes. O animal que reagiu para dois ou mais sorovares foi considerado soro
reagente para o sorovar de maior titulo.

As outras aliquotas de soro foram utilizadas para a realizacdo de exames
laboratoriais complementares e analises bioquimicas, para a determinacdo da
atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (FA), gama glutamiltransferase (GGT) e dos niveis séricos
de uréia, creatinina, colesterol total, triglicerideos (TG), proteina total (PT), albumina,
globulinas e bilirrubinas total (BT), direta (BD) e indireta (Bl).
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Espécie Sorogrupo Sorovar Estirpe
. Australis Ballico
Australis : :
Bratislava Jez Bratislava
) Autumnalis Akiyami A
_ Autumnalis
L.interrogans Butembo Butembo
Ballum Castellonis Castellon 3
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Celledoni Whitcombi Whitcombi
_ _ Cynopteri Cynopteri 3522C
L. kirschneri : :
Grippotyphosa Grippotyphosa Moskova V
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae | Copenhageni M-20
Icterohaemorrhagiae | RGA
Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Panama Panama CZ 214K
L.interrogans Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
_ Hardjo Hardjoprajitno
Sejroe :
Wolffi 3705
Shermani Shermani LT 821
Tarassovi Tarassovi Perepelicin
Djasiman Sentot Sentot
_ Andamana Andamana CH11
L.biflexa
Seramanga Patoc Patoc-1

Quadro 1 - Relacdo dos sorovares de leptospiras utilizadas como antigenos na

reacdo de soroaglutinagcdo microscOpica aplicada ao diagnéstico de
leptospirose — Sao Paul, 2018.
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Neste estudo, foram avaliados 10 cées com suspeita clinica de leptospirose
e cujas manifestacdes clinicas, historico, evolucdo, sorologia para a doenca, bem
como os valores hematolégicos e bioquimicos encontrados nos exames
laboratoriais, encontram-se descritos no quadro 2 e tabelas 6 e 7 abaixo. Em alguns
casos, nado foi possivel a realizagdo do hemograma completo e de alguns exames

bioquimicos.



RI Sexo | Idade Raca Manifestac@es Clinicas Vacinacéo SAM Evolugéo
Casol ) Mucosas hipocoradas, apatia, AHIM
42966 F 5a Pit bull ) o NR
desidratacao, oliguria IRA
Caso 2 35897 F 3a SRD Ictericia, desidratacao, apatia, 0 C 100 IRA
R . . eutanasia
émese, anorexia, andria,
petéquias
Caso 3 44296 M 12 a | Daschund | Ictericia, caquexia, crepitacdo 0 C 3200 Obito
pulmonar grosseira, halitose
urémica, émese
Caso 4 44413 M 6 m SRD émese, anorexia, ictericia 0 B 6400 Resolugdo quadro clinico
apos tratamento
Caso 5 44460 F 8m pinscher Anorexia, ictericia, émese +6m C 800 NR
Caso 6 44573 M 9a SRD Diarréia, émese, anorexia, +6m NR NR
ictericia
Caso 7 31354 M 7a Lhasa Anorexia, apatia, émese, +6m NR Obito
apso hipotermia, andria, hipotensao,
hipoglicemia, mucosas
congestas, anorexia, Dispnéia
Caso 8 28893 M 13 a poodle Mucosas hipocoradas, 0 NR eutandsia
anorexia, desidratacao,
oliguria
Caso 9 43612 F 6a York shire Apatia, anorexia, émese, Ha mais de NR DRC/ TA
desidratacao, dispnéia, 6m
hipotermia
Caso 10 | 45026 F 13 a Pit bull Apatia, anorexia, +6m NR El
hematoquezia, émese, NR

hipotenséo, desidratacéo

60

Quadro 2 — Caracteristicas e principais manifestacfes clinicas encontradas nos 14 cdes com suspeita clinica de
leptospirose, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Metodista de Sado Paulo — Sado Paulo 2018
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RI* Registro Interno

Sexo** M = Macho/ F = Fémea

Idade *** a = anos/ m = meses

SAM ***** = Sorologia para Leptospirose (Titulacdo)/ NR = N&o reagente/ C= Copenhageni/ B= Bratislava

Evolucdo: NR = ndo retornou/ EI = Encaminhado internagédo/ DRC = Doencga Renal Cronica/ TA = Tratamento Ambulatorial/ AHIM
= Anemia Hemolitica Imune Mediada/ IRA = Insuficiéncia Renal Aguda
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Tabela 6 — Parametros hematoldgicos encontrados nos 10 cdes com suspeita clinica de leptospirose, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Metodista de S&o Paulo — Sao Paulo 2018



Parametros Referéncia Caso Clinico namero
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hemécias 5,7—-7,4 x108 ul 3,44 7,03 6,36 7,07 7,53 7.82 6,11
Hemoglobina 14 - 18g/dl 7,7 17,7 14,4 15,1 17 18,8 12,7
Hematodcrito 37-47% 26 31 42 54 43 49 48 51 52 38
VCM? 60-77/ um3 75,6 76,8 67,6 69,3 63,7 65,2 62,2
CHCM!? 2-36% 29,6 32,8 33,5 30,8 35,4 36,9 334
Proteina total 8,2 5.2 10,4 8,2 7,6 7,8 6,8 8,4 8,4 10,8
plasmatica >3 -8g/dl
Leucocitos x 10° 6 - 17x103/ul
4,5 23" 64,1 32,8 19,6" 16,5" 11,2 10,7 11,2 44"
Eosinéfilos 150 - 1350/l 0 0 656 0 0 0 321 0 0
Metamielécitos o/l 0 0 0 0
Bastonetes 0 - 300/l 0 641 984 0 0 1792 107 0 0
Segmentados 3.195 | 20.240 | 55.126 | 25.584 | 15.288 | 15.345 7.504 8.239 9.296 | 3.5640
3-11,5 mil/ul
Linfocitos 1-4,8 mil/ul 0 1.150 2.564 2.952 2.352 495 1.456 963 0 1.760
Bastonetes o/ul 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mondcitos 150 - 1.350/pl 4.500 1.610 5.769 2624 1960 660 336 1070 1568 6600
Plaquetas 200 - 500 105 40 210 209 189 143 136 265 360 116
mil/mm3

VCM! = Volume Corpuscular Médio

CHCM? = Concentracdo Hemoglobina Média
* = x 103 = multiplicado por mil
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Tabela 7 — Parametros bioquimicos encontrados nos 14 cdes com suspeita clinica de leptospirose atendidos no hospital
Veterinério da Universidade Metodista de S&o Paulo.

Parametro

Ur Creat? ALT?® Alb* FAS GGT® PT’ AST® TG® Col?0 Kt p12 BT BD BI®

1 216,8 1,6 2,9 802,7 59,5 54,4 259,7 0,73 0,28 0,45
2 255,1 6,9 817 2,4 2448 13 6,11 780,5 39,12 97,9 23,6 15,48 8,12
3 771,4 5,2 215,8 2,2 2130 68,6 8,6 134 1475 172 28,26 20,43 7,73
4 143,3 2,0 576,2 3,7 1472,6 46,4 8,1 221 50,8 146,5 21,44 151 6,34
5 382,6 59 249,3 2,9 1940,4 26,8 6,8 98,5 53,2 134,6 4,5 23,36 18,58 4,78
6 108,7 3,1 607,6 2,7 1728 32,8 7,5 352 35,5 158,6 3,9 8,24 6,24 2,0
7 216,1 3,6 41,9 1,9 389,7 15,3 45,4 1313 306 2,8 1,62 1,32 0,30
8 173,4 3,9 102,7 2,4 960,2 46,5 5,8 62,9 84,7 297,1 6,5 0,75 0,24 0,51
9 | 598,7 8,0 55,5 2,29 3,5 6,87 108,3 159,7 | 503,78 73 46,4 0,97 0,26 0,71
10 300,2 4,9 47,1 1,9 298,5 7,6 8,8 69,8 121,7 461,8 43 21,3 0,32 0,03 0,29

Url = Uréia (referéncia: 7-32 mg/dl)
Creat? = Creatinina (referéncia: 0,5 -1,4 mg/dl)

ALT? = Alanina Aminotransferase (referéncia: 10-94 UI/L)



Alb*= Albumina (referéncia: 2,5 — 4,0 g/dl)

FA® = Fosfatase Alcalina (referéncia: 0-180 UI/L)
GGT®= Gama Glutamiltransferase (referéncia 1-10 UI/L)
PT’ = Proteina Total (referéncia: 5,7-7,7 mg/dl)

AST® = Aspartato Aminotransferase (referéncia: 10-62 UI/L)
TG® = Triglicérides (referéncia:50-100 mg/dl)

Col*? = Colesterol (referéncia:100-300 g/dL)

K1l = Potéassio (referéncia:3,9-5,5 mEq/L)

P12 = Fosforo (referéncia:2,6-6,2 mg/dl)

BT = Bilirrubina Total (referéncia:0,1-0,6 g/dl)

BD? = Bilirrubina Direta (referéncia:0,1 — 0,3 g/dl)

BI'S> = Bilirrubina Indireta (referéncia:0- 0,3 g/dl)
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, foram avaliados 10 casos suspeitos de leptospirose. Dentre
estes, quatro confirmaram-se positivos: 0s casos 2, 3, 4 e 5, ou seja, uma frequéncia
de 40% de positividade. Dentre os positivos, o0 provavel sorovar mais prevalente foi o
Copenhageni, representando 75% dos casos. E interessante notar que um dos
casos foi positivo para o sorovar Bratislava (caso 4), cujo antigeno nao esta presente
na vacina. A maior frequéncia de reagentes ao sorovar Copenhageni possivelmente
relaciona-se as condicbes ambientais, auséncia de vacinagéo e exposicao dos caes
aos roedores em épocas mais chuvosas. Apesar de ndo se conhecer ao certo a
duracdo da imunidade conferida pela vacina, na maior parte dos casos, o titulo de
anticorpos torna-se nulo em trés a nove meses apds a vacinacdo (HAGIWARA,
LUSTOSA, KOGIKA, 2004). Portanto, considera-se que ndo houve interferéncia de
anticorpos vacinais nos casos positivos, jA que os casos 2 e 3 nunca haviam sido

vacinados, e os casos 4 e 5 haviam sido vacinados ha mais de 6 meses.

Conforme cita a literatura, acredita-se que a vacina preparada com o sorovar
Icterohaemorrhagiae proteja contra a infec¢éo pelo sorovar Copenhageni, por serem
ambos pertencentes a0 mesmo sorogrupo, porém essa condicdo ainda néo foi
suficientemente esclarecida (HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015; RODRIGUES et
al., 2013). Este dado ndo foi passivel de avaliacdo neste trabalho, pois todos os
animais positivos avaliados estavam com vacinacdo desatualizada ou ndo haviam

sido vacinados conforme recomendacao.

Neste estudo, o provavel sorovar mais frequente nos cées doentes foi o
Copenhageni, assim como cita a literatura como sendo o provavel sorovar mais
frequente nos casos de doencas em caes no Brasil (CORDEIRO, SULZER,1983;
RODRIGUEZ et al, 2007; FRAGA, 2008). Observou-se maior prevaléncia em filhotes
(50% dos céaes positivos) que a citada em literatura (20,5%) (MAJOR et al., 2014),
devido a esta fase ser de superexposicdo ambiental referente ao periodo de
socializacdo e pela auséncia de vacinacdo, nos casos em questdo. Quanto a
predisposicao sexual e racial, ndo houve prevaléncia por determinado sexo ou raca,
ja que 50% dos casos positivos foram fémeas, 50% machos e 50% néao

apresentavam raca definida, diferentemente do que cita a literatura, que cées
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machos, ndo vacinados, com idade entre 4 a 10 anos, caes de trabalho, pastoreio,
caca e sem raca definida, quando comparados a caes de companhia sdo mais
predispostos (LEE et al., 2014).

Quanto as alteragbes hemostaticas, observou-se moderada trombocitopenia no
caso 2, conforme citam Schuller et al. (2015a), e discreta anemia , conforme citam
Hagiwara, Miotto e Kogika (2015). Neste estudo, a desordem hematolégica mais
comum encontrada foi leucocitose, ocorrendo em 100% dos casos positivos, assim
como no estudo de Wolffebblittel et al.(2004) e Geisen et al. (2007). Assim sendo,
anemia foi observada em 25% dos casos positivos, leucocitose com neutrofilia em
100% dos casos e trombocitopenia, Unico parametro hemostatico avaliado, em 50%

dos casos positivos.

Quanto aos achados bioquimicos, um dado interessante a ser avaliado, seria
a concentracdo sérica da enzima muscular CPK, ja que no estudo de Wolffebbuttel
et al. (2004), 71% dos animais apresentavam aumento da mesma. No trabalho de
Mastrorilli et al. (2007) observou-se aumento de CPK em 44 a 69% dos pacientes
positivos para leptospirose, e em humanos a taxa de aumento da enzima foi superior
a 50%. Neste estudo, também se observou aumento de troponina |, dado condizente
com lesdo miocardica. Portanto, seria interessante um estudo contendo tais enzimas
para verificar se ha indicios de lesdo muscular e miocardica na leptospirose em

caes.

Em comparagdo ao estudo de Wolffebbittel et al. (2004), os indices de
azotemia, hipoalbuminemia e as elevac¢fes nas concentracdes séricas de ALT, AST,
FA encontrados nos animais positivos deste estudo foram maiores, ja que observou-
se azotemia e elevacbes das enzimas hepéaticas em 100% dos casos e
hipoalbuminemia em 50% dos casos. Ja no estudo de Wolffebblittel et al. (2004), os
indices respectivos foram de 85,7%, 28%, 71% e 43%. Assim sendo, observou-se
diferenca marcante da elevacdo das enzimas hepaticas neste estudo. Quanto as
concentracbes séricas de BT, BD, os indices foram os mesmos encontrados em
ambos os trabalhos, apresentando CPK nédo foram avaliadas nos animais deste
estudo, para comparacao com o trabalho de Wolffebblittel et al. (2004). No trabalho
de Freire, Vargas e Lilenbaum (2008), também n&do houve diferenca estatistica

significativa nas elevagbes das enzimas ALT e AST.
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Assim como relatado por Hagiwara, Miotto e Kogika (2015), todos os caes
com leptospirose apresentaram azotemia. Portanto, os cdes com leptospirose deste
estudo apresentaram severa doenca renal e hepatica também, com indice de lesao

hepética e colestase, maiores que 0s encontrados na literatura.

Quanto ao teste de SAM, os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo
com os dados observados na literatura, de que o sorovar Copenhageni é
possivelmente o mais prevalente observado em cédes e humanos no Brasil
(HAGIWARA, MIOTTO, KOGIKA, 2015; RODRIGUES et al. 2012; KO et al., 1999),
ja que anticorpos contra este sorovar estavam presentes em maior titulacdo em 75%

dos animais positivos.

Os casos 3 e 4 apresentaram titulacdo superior a 1.600, referentes aos
sorovares Copenhageni e Bratislava, respectivamente, sugerindo infeccdo aguda e
atual, de acordo conforme citam Sykes et al. (2011). Nao houve interferéncia dos
anticorpos vacinais na interpretacdo deste resultado, uma vez que ambos né&o
possuiam historico vacinal. De acordo com Hagiwara, Miotto e Kogika (2015), as
vacinas tetravalentes podem resultar na formagdo de anticorpos reagentes aos
antigenos vacinais e também a antigenos do sorogrupo Bratislava e Autumnalis, que

nao estao inclusos na vacina.

No animal do caso 2, observou-se baixa titulacdo para o0 sorovar
Copenhageni, porém observou-se uma grave doenca clinica, com importante
comprometimento hepatico e renal, de carater agudo. Além disso, tal animal
apresenta histérico de roedor ha 15 dias. Assim sendo, possivelmente devido ao
carater muito agudo e recente da infeccéo, ndo houve tempo para desenvolvimento
de altos titulos de IgM, corroborando para a baixa sensibilidade para diagnostico
precoce através do SAM, conforme descrevem Fraune, Schweighauser e Francey
(2013). No caso em questdo, o animal apresentou grave comprometimento hepético
e renal, evoluindo rapidamente para insuficiéncia renal aguda, sem resposta ao
tratamento clinico para reversédo da anuria, com a utilizacdo de diuréticos de alca
(furosemida) e vasodilatadores (infusdo continua de dopamina na dose de 5
mcg/kg/minuto). A antibioticoterapia com doxiciclina foi instituida no momento da
admissado do animal no Hospital Veterinario, na dose de 5 mg/kg a cada 12 horas,

devido a forte suspeita clinica de leptospirose e histérico recente de ingestdo de
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roedor. O animal também apresentou distirbios hemorragicos, com manifestaces
de hematoquezia, hematoémese, petéquias, presentando grave trombocitopenia.
Por tais motivos, realizou-se transfusdo de plasma, administracdo de vitamina K,
acido tranexamico na dose de 10 mg/kg a cada 8 horas via subcutanea, e
tratamento com heparina na dose de 100 UI/Kg via subcutédnea aca 8 horas, devido
a suspeita de Coagulacdo Intravascular disseminada. Realizou-se também
tratamento para os distUrbios gastrointestinais, com administracdo de citrato de
maropitant na dose de 1mg/kg via subcutanea a cada 24 horas, omeprazol na dose
de 1mg/kg e sucralfato na dose de 30 mg/kg via oral a cada 12 horas. Apesar de
todos os esforcos clinicos, o animal ndo restituiu a fungcdo urinaria e a tutora optou
por realizacdo de eutanasia, ap0s 48 horas de persisténcia da anuria. Clinicamente,
o diagnostico era altamente sugestivo de leptospirose, com sindrome hepatica e
renal aguda grave instituida. Porem, a baixa titulagcdo de anticorpos contra o sorovar
Copenhageni encontrado no exame de SAM pode ser decorrente do carater muito
agudo da infeccéo e da utilizacdo precoce do antibiético, no momento da aquisicao

do animal no Hospital.

Ja o caso do animal 11, o qual apresentou titulacdo negativa, pode tratar-se
de um falso — negativo decorrente de quadros muito agudos, ja que 0 mesmo
apresentou quadro urémico, hepético e séptico agudo e grave, inclusive com
manifestacbes pulmonares, evoluindo rapidamente para o O6bito. O animal deu
entrada no Hospital em carater emergencial, em quadro grave de choque séptico.
Havia histérico clinico de possibilidade de contato com roedor e vacinagao
desatualizada, ha mais de seis meses. Ao exame fisico inicial, 0 animal apresentou-
se hipotenso, com pulso femoral fraco, hipotermia (temperatura corpérea de 36,4
°C), mucosas congestas, intensa dificuldade respiratéria com presenca de estertores
umidos e crepitacdo pulmonar grosseira a auscultacdo, taquipnéia, taquicardia,
hipoglicemia (concentragdo de glicose sérica de 59 mg/dl), hiperlactatemia
(concentracao séria de lactato de 3,7 mmol/L), condizente com comprometimento da
perfuséo tecidual, além de diminuicdo do débito urinario. No hemograma constatou-
se desvio & esquerda e presenca de leucdcitos toxicos (classificagdo ++-), linfocitos
reativos (1%) e trombocitopenia. Nos bioquimicos, observou-se presenca de
azotemia, elevacdo das concentracoes séricas de FA, hiperlipidemia e

hiperbilirrubinemia. Institui-se fluidoterapia intravenosa com choque de carga,
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utilizacdo de vasodilatadores para restituicAo da pressao artéria sanguinea
(dobutamina na dose de 10 mcg/kg/min), antibioticoterapia de amplo espectro,
utilizando-se a associacao de ceftriaxona na dose de 30 mg/kg a cada 12 horas e
metronidazol na dose de 30 mg/kg a cada 24 horas, por via intravenosa, além de
tentativa de reversdo da oliguria com furosemida na dose de 2 mg/kg vai intravenosa
e utilizacdo de protetores gastricos, antieméticos, administracao de glicose in bolus e
tratamento profilatico para dor. Apos 8 horas de tratamento, o animal apresentou
Obito. Realizou-se exame necroscopico e observou-se comprometimento

hemorragico pulmonar.

O caso numero 3, positivo ao teste de SAM, com titulacdo de 3.200 para o
sorovar Copenhageni, foi admitido no hospital com queixa principal de apatia e
anorexia ha quatro dias, com primo atendimento em outro estabelecimento
veterinario, e instituicdo de fluidoterapia e tratamento sintomatico para disturbios
gastrointestinais e dor. No momento da aquisicdo como caso novo no hospital, a
tutora referiu que o animal apresentava dificuldade respiratoria ha um dia. Ao exame
fisico o animal apresentava mucosas congestas, decubito lateral e desidratacdo de
7%. Procedeu-se coleta de sangue, tratamento sintomatico para disturbios
gastrointestinais, tratamento profilatico para dor e antibioticoterapia com amoxicilina
na dose de 22mg/kg VO a cada 12 horas. Solicitou-se ultrassonografia abdominal,
radiografia toracica e ecocardiograma. Apdés dois dias, o animal retornou ao hospital
em quadro urgencial, apresentando taquipnéia, mucosas e peles ictéricas,
desidratacdo moderada, halitose urémica, doenca periodontal severa, caquexia,
dispnéia expiratéria, e, a ausculta cardiopulmonar, presenca de crepitacao pulmonar
grosseira em lobos pulmonares caudais e sopro grau ll/VI sistélico, foco em mitral.
O débito urinario encontra-se dentro da normalidade, sendo superior a 2
ml/kg/minuto. Constatou-se hiperlactatemia (concentracdo sérica de lactato no valor
de 5,1 mmol/L), fato condizente hipoxia tecidual, e presséo arterial sistélica do valor
de 100 mmHg. Institui-se oxigenioterapia, fluidoterapia e antibioticoterapia sistémica.
Coletou-se amostra sanguinea para realizacdo de hemograma, exames bioquimicos
complementares e SAM. Observou-se importante leucocitose, azotemia e presenca
de lesdo hepatica. Foi solicitado internacdo em hospital 24 horas durante o periodo
noturno, local onde animal apresentou Obito. O animal estava com a tutora ha dois

anos, e a mesma nunca o havia vacinado, ndo sabendo informar sobre o histérico
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anterior de vacinacao. No animal em questdo néo foi realizado exame necroscopico,
0 que seria interessante para averiguar se 0 mesmo apresentava manifestacoes de

hemorragia pulmonar, devido ao quadro clinico de comprometimento pulmonar.

O animal do caso numero 3 apresentou anticorpos contra 0 sorovar
Bratislava, ao teste de SAM, com a titulacdo de 6.400, sendo o maior titulo de
anticorpos observados nos animais positivos ao teste de SAM deste estudo.
Contudo, apesar da alta titulagdo, tal animal era o que apresentava a melhor
condicao clinica. O histdrico incluia anorexia, apatia e ictericia ha cinco dias, aquezia
ha 3 dias, episodios de émese com resolucédo espontanea por 2 dias. A imunizagao
encontrava-se desatualizada e a tutora referia contato com roedores. Ao exame
fisico, animal apresentava-se desidratado (7%), com pele e mucosas ictéricas,
aspecto geral normal, responsivo a estimulos e com comportamento docil,
caracteristico de filhotes. Realizou-se coleta de exames e tratamento sintomatico
para os disturbios gastrointestinais, instituicdo de fluidoterapia para correcdo da
desidratacéo e antibioticoterapia por via oral com doxiciclina na dose de 5 mg/kg a
cada 12 horas, além de estimulante de apetite e dieta hipercalérica. A tutora em
guestdo possuia condicBes financeiras restritas, sendo assim todo tratamento
medicamentoso prescrito ao animal foi doado através de contribuicbes de outros
tutores para o Hospital Veterinario. O animal ndo retornou ao Hospital para
continuidade do tratamento, conforme solicitado. Porém, apés contato telefénico, 10
dias ap6s o inicio do tratamento, a tutora informou que o animal encontrava-se em

otimo estado geral, com resolu¢do da anorexia, apatia e ictericia.

O animal do caso 5 confirmou-se positivo para leptospirose ao teste de SAM,
com titulacdo de 800 para o sorovar Copenhageni. No momento da admissao no
Hospital, a tutora referiu anorexia, émese ha quatro dias e imunizacdo ha mais de 6
meses. Ao exame fisico observou-se desidratacao (5%) e mucosas ictéricas. Atraves
de exames bioquimicos constatou-se comprometimento da funcao hepatica e renal,
além de leucocitose com presenca de neutrofilia, hiperproteinemia plasmatica e
trombocitopenia leve. Institui-se antibioticoterapia com doxiciclina na dose de 5
mg/kg a cada 12 horas e fluidoterapia, e apos dois dias de tratamento, animal néo
compareceu aos retornos, conforme orientagdo. Apds 10 dias da admissédo, via
contato telefénico, a tutora informou que o animal encontrava-se em bom estado

geral.
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O paciente do caso 1 foi admitido no hospital com quadro de pancitopenia,
comprometimento da fungcdo renal e hepatica. Por tal motivo, considerou-se
leptospirose como um diagnoéstico diferencial, contudo ndo houve titulos de
anticorpos apos a realizacdo de SAM. Nos exames subsequentes, o animal
desenvolveu grave anemia com presenca de esferdcitos, sendo necesséria a
realizacdo de transfusdo sanguinea. O diagnoéstico instituido foi de anemia
hemolitica imunomediada, sendo realizado tratamento imunossupressor com
predinisolona na dose inicial de 2 mg/kg a cada 12 horas, e solicitado sorologia com
titulacdo para Erlichiose e Babesiose, além de Imunofluorescéncia indireta para
leishmaniose. Entretanto, tais exames nao foram realizados pelos tutores e os

mesmos optaram por descontinuar o tratamento, devido a limita¢des financeiras.

No animal do caso 6, havia suspeita de leptospirose devido ao
comprometimento renal e hepatico. O tutor referia anorexia, émese e diarreia ha 2
dias. Porém, apés o primo atendimento, o animal hdo compareceu aos retornos e o
teste de SAM nao foi positivo. Entretanto, devido a suspeita clinica de leptospirose,

institui-se tratamento com doxiciclina, protetores hepaticos e gastricos.

JA no caso 8 havia suspeita inicial de leptospirose devido ao
comprometimento hepéatico e renal, contudo, apdés exame ultrassonogréfico,
constatou-se hidronefrose e importante espessamento uretral, sendo por este motivo
animal submetido a laparotomia exploratéria, através da qual se coletou amostras de
tecidos uretrais e renais para exame histopatoldgico, concluindo-se o diagnostico de
carcinoma urotelial. O animal apresentou 6bito cinco dias ap6s o procedimento

cirargico.

O caso clinico 9 apresentava apatia, anorexia, émese, diarréia e histérico de
contato com roedores, além de imunizacao desatualizada. Sendo assim, considerou-
se leptospirose como um dos diagnésticos diferenciais. Ao exame fisico o animal
apresentava desidratacdo severa, dilatacdo gastrica por ar e bexiga com moderada
replecdo, hiperventilacdo respiratoria, hipotermia, halitose urémica, Ulceras
gengivais, alteracdo de consciéncia, tremores e decubito lateral. A sorologia foi
negativa, contudo observou-se importante sindrome urémica, com presenca de
encefalopatia urémica e acentuada hiperfosfatemia, além de hiperproteinemia

plasmatica, policitemia, elevacdo da concentragdo sérica de AST, hipoalbuminemia,
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hipercalemia, hiperfosfatemia, hiperlipidemia e infeccdo de trato urinario. Realizou-
se tratamento ambulatorial urgencial, com aquecimento, oxigenioterapia, correcao
de disturbios hidricos e eletroliticos, protetores de mucosa gastrointestinal e
antieméticos, opibdides para controle da dor, quelante de fosforo (hidroxido de
aluminio na dose de 30 mg/kg juntamente com a alimentacdo), diazepan para
controle dos tremores decorrentes da encefalopatia urémica, antibioticoterapia com
amoxicilina na dose de 22 mg/kg a cada 12 horas, devido a infeccdo urinaria e
gengivite e insulina regular associada a glicose in bolus para controle da
hipercalemia, nas doses respectivas de 0,2 Ul/kg e 2g de glicose por Ul de insulina
administrada, e nutricdo enteral, apos estabilizacdo do quadro clinico. Institui-se o
diagnoéstico de Doenca renal Cronica estagio IV. O animal continuou em tratamento

suporte no Hospital.

Por fim, o caso clinico 10 foi admitido no hospital com queixa de hematuria,
coluria, anorexia e émese. Ao exame fisico animal apresentou-se moderadamente
desidratado. Observou-se leucocitose moderada, importante hiperproteinemia
plasmética e trombocitopenia ao hemograma. Nos exames bioguimicos constatou-se
azotemia, elevacdo da concentracdo sérica de FA e AST, hipoalbuminemia e
hiperproteinemia sérica, hiperlipidemia e importante hiperfosfatemia. Realizou-se
tratamento suporte, com correcdo dos desiquilibrios hidricos e eletroliticos,
tratamento dos distlrbios gastrointestinais, antibioticoterapia com amoxicilina na
dose de 22 mg/kg a cada 8 horas, quelante de fésforo, hepatoprotetores e solicitou-
se internacdo devido a gravidade do caso. Porém, o animal ndo retornou ao servico

de atendimento.
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7 CONCLUSAO

Os achados clinico-laboratoriais encontrados nos cdes do presente estudo,
com resposta sorolégica a leptospirose mostraram um comprometimento renal e

hepético severo, evidenciado por indicadores sanguineos e manifestacdes clinicas.

Portanto, este trabalho foi importante para determinar o quadro clinico
predominante na regido, para determinar que o provavel sorovar mais prevalente no
municipio de S&do Bernardo do Campo é o Copenhageni, e para atentar que 0
sorovar Bratislava, que ndo estd presente na vacina, pode estar causando doenca
clinica na regido. Porém seriam necessarios mais estudos para comprovar a
prevaléncia deste ultimo sorovar, além de estudos para determinar a presenca deste
sorovar em reservatorios, tais como bovinos e suinos da regido, a fim de determinar

a importancia ou ndo da inclusao deste sorovar na vacinacao.

Com base neste resultado, pode-se concluir que a exposicdo ao sorovar
Bratislava em caes nesta regidao deve ser monitorada, pois 0s cédes podem servir
como sentinelas para tal sorovar neste ambiente especifico. Apesar de o provavel
sorovar infectante ser o Bratislava no caso clinico nimero 4, com a mais alta
titulacdo de anticorpos encontrada neste estudo, a cultura e isolamento ndo foram
realizadas, o que confirmaria o diagndstico. Tais procedimentos seriam extrema
importancia e contribuicdo para a ciéncia, ja que tal sorovar nunca foi isolado de
caes. Vale ressaltar que apesar da titulacdo mais alta observada ao teste de SAM
neste estudo, o animal era o que melhor apresentava-se clinicamente, podendo

sugerir uma baixa patogenicidade do sorovar em questao.
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