UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS - INTITUTO BIOMEDICO
MESTRADO EM MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADA

CAMILA HAMOND REGUA MOTTA

AVALIACAO DO IMPACTO DA LEPTOSPIROSE NO DESEMPENHO ATLETICO DE
EQUINOS

NITEROI/ RJ
2010



CAMILA HAMOND REGUA MOTTA

AVALIACAO DO IMPACTO DA LEPTOSPIROSE NO DESEMPENHO ATLETICO DE
EQUINOS

Dissertacdo  apresentada ao  Mestrado  de
Microbiologia e  Parasitologia  aplicada da
Universidade Federal Fluminense.

Orientador: Prof.Dr Walter Lilenbaum.

NITEROI/ RJ
2010



CAMILA HAMOND REGUA MOTTA

AVALIACAO DO IMPACTO DA LEPTOSPIROSE NO DESEMPENHO ATLETICO DE
EQUINOS

Dissertagdo  apresentada ao  Mestrado
Microbiologia e  Parasitologia  aplicada
Universidade Federal Fluminense

Aprovada em

BANCA EXAMINADORA

Prof.Dr. Walter Lilenbaum
Universidade Federal Fluminense

Prof.Dr. Daniel Lessa
Universidade Federal Fluminense

Profa.Dra Rachel Ferreira
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

NITEROI/ RJ
2010



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre me iluminar e me guiar...

Ao meu marido, Jorge Ti€ Costa Reis, pelo amor, amizade, respeito e compreensao.

Aos meus pais, Paulo de Tarso Motta e Marcia Hamond Régua Motta, minha irma,
Sabrina Hamond Régua Motta, e meu sobrinho Pablo Hamond Kloosterman, pelo carinho e apoio
em toda minha vida.

Ao professor Dr. Walter Lilenbaum pela orientacdo, paciéncia e oportunidade de realizar
este trabalho.

A Elizabeth Maria de Abreu Kraus pela amizade, apoio e ensinamentos.

Ao Gabriel Mendes de Souza Martins pela alegre convivéncia no laboratério, incentivo,
sugestdes, colaboragdo e ensinamentos.

Ao professor Dr. Renato Vargens pela sua colaboragdo e paciéncia.

A Carla Dray Marassi pela andlise estatistica dos resultados deste trabalho.

Ao professor PhD Nicolau Maues da Serra-freire pelo incentivo na minha vida
profissional.

A professora Dra. Andrea Maria de Aratjo Gabriel pela amizade e incentivo.

Aos treinadores Jaime Aragdo, A. Castilho, Tulio Penelas, Luciano T Holanda, Nair dos
Santos, Teoéfilo Oliveira, C.Rodrigues, JC Noguerira, A. Machado, J.Oliveira, C.R Gomes, J.
Queiroz, J.D.L Santos, O.Loezer por cederem os animais para realizagdo deste trabalho.

As minhas amigas Juliana Machado Gouvéa, Isabela Campos Lage, Lavicie Arais e Livia
Forte pela amizade, carinho e incentivo.

A todos que, direta ou indiretamente, prestaram sua colaboragao.



RESUMO

Embora os sintomas mais freqiientemente descritos na leptospirose em equinos sejam febre,
ictericia, nefrite e complica¢des oculares, pouco se estuda sobre a interferéncia desta infec¢do no
desempenho atlético destes animais. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo da
sororeatividade para leptospirose com a ocorréncia de hemorragia pulmonar induzida por
exercicio (HPIE) e com o desempenho atlético em equinos. Estudou-se 180 equinos adultos
mantidos em treinamento no Jockey Clube Brasileiro do Rio de Janeiro para detec¢ao de
anticorpos anti-Leptospira pela técnica da soroaglutinagdo microscopica. Noventa (50,0%)
animais se mostraram sororreativos com titulos > 200, com predominio do sorotipo Copenhageni
(87,8%). Os 79 animais sororreativos para Copenhageni foram avaliados por endoscopia das vias
adreas superiores 30 minutos apos o exercicio. Destes, 32 (40,5%) apresentavam historico de
dificuldade em ganhar peso, 24 (30,4%) inapeténcia e queda de desempenho atlético. Ao exame
clinico, sete (7,8%) apresentaram ictericia, 18 (20,0%) lacrimejamento e hiperemia Otica, 24
(30,4%) encontravam-se apaticos, dois (2,5%) com mialgia, quatro (4,4%) com letargia e 33
(41,8%) com opacidade de pélo. Na endoscopia das vias aéreas superiores 16 (20,2%) dos
animais sororreativos apresentaram HPIE, assim como 10 (11,1%) dos equinos soronegativos
para leptospirose. Dos 79 animais sororreativos para o serovar Copenhageni, 37 (41,1%) foram
tratados com penicilina procainada associada a estreptomicina, e 15 dias apds o tratamento
verificou-se melhora significativa com relagdo a dificuldade em ganhar peso, inapeténcia, apatia
e letargia. Ja no que se refere a melhora do desempenho atlético e opacidade de pelo, as melhoras
foram evidentes 45 dias apds o tratamento. Sete destes animais apresentavam HPIE ao primeiro
exame, e reverteram de grau 4 para 3 (dois animais) ou 2 (cinco animais). Verificou-se, portanto,
associacdo entre sororreatividade para leptospirose com o desempenho atlético destes animais,
principalmente no que diz respeito a severidade da HPIE, e que o tratamento especifico foi capaz

de reverter tal quadro.

Palavras - chave: Leptospirose, eqiliino, desempenho atlético.



ABSTRACT

Although the symptoms most frequently reported equine leptospirosis are fever, jaundice,
nephritis and ocular complications, little is studied about the interference of this infection in the
athletic performance of these animals. The aim of this study was to evaluate the association of
seroreactivity to leptospirosis with the occurrence of pulmonary hemorrhage induced by exercise
(EIPH) and athletic performance in horses. We studied 180 adult horses kept in training at the
Jockey Club Brasileiro in Rio de Janeiro to detect anti-Leptospira antibodies by the microscopic
agglutination test. Ninety (50.0%) animals showed seroreactive securities > 200, with a
predominance of Copenhageni (87.8%). The 79 animals to seroreactive Copenhageni were
evaluated by endoscopy of the upper airways 30 minutes after exercise. Of these, 32 (40.5%) had
a history of difficulty in gaining weight, 24 (30.4%), appetite loss and athletic performance. On
physical examination, seven (7.8%) had jaundice, 18 (20.0%) tearing and redness optics, 24
(30.4%) were apathetic, two (2.5%) with myalgia, four ( 4.4%) with lethargy and 33 (41.8%)
with opacity of hair. Endoscopy of the upper airways 16 (20.2%) animals showed seroreactive
EIPH, and 10 (11.1%) of horses seronegative for leptospirosis. Of the 79 animals seroreactive for
serovar Copenhagen, 37 (41.1%) were treated with procaine penicillin be associated
dihydrostreptomycin, and 15 days after treatment there was significant improvement in
parameters difficulty gaining weight, poor appetite, apathy and lethargy. Now as regards the
improvement of athletic performance and opacity of hair, the improvements were evident 45 days
after treatment. Seven of these animals showed the first examination EIPH, reversed and grade 4
to 3 (two animals) or 2 (five animals). It is therefore an association between seroreactivity to
leptospirosis with the athletic performance of these animals, especially with regard to the severity

of EIPH, and that specific treatment was able to reverse such a framework.

Key-works: Leptospirosis, equine, athletic performance
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma zoonose causada pela espiroqueta Leptospira interrogans (sensu
lato) e pode acometer diversas espécies de animais, inclusive os equinos. E causada por
diferentes espécies de Leptospira sp., que estdo presentes na agua, solo e reservatorios animais de
zonas urbanas e rurais. Os animais infectados podem desenvolver o estado de portadores cronicos
renais e tornarem-se reservatorios.

A expansdo da equideocultura nacional, associada a intensificagcdo na criagdo, contribuiu
para o aumento na ocorréncia de doencas, dentre elas a leptospirose. A leptospirose equina
manifesta-se normalmente por uveite recorrente, abortamentos e/ou outros distirbios
reprodutivos. Embora evidéncias sorologicas de infeccdes por Leptospira sejam comuns em
equinos, a doenca clinica ndo € freqiiente. Em equinos a leptospirose geralmente se manifesta
como doenga aguda ou crdnica, individual ou de rebanho, sendo que a maioria das infec¢des
apresenta carater inaparente.

O impacto da leptospirose sobre a saude publica reflete-se no alto custo do tratamento nos
individuos acometidos, com letalidade da ordem de 5 a 20%. No entanto, quanto a saude animal,
as consequéncias dessa infec¢do encontram-se particularmente na esfera econémica, tendo em
vista as perdas diretas (com o tratamento ¢ morte do animal) e indiretas (queda na produtividade,
aumento do intervalo entre partos, queda de desempenho esportivo, dentre outros). A leptospirose
animal representa, portanto, um fator de preocupagdo para os profissionais envolvidos com a
saude animal e publica.

A perda do desempenho atlético é um problema grave em cavalos de competi¢do. A
carreira de um cavalo de corrida € curta, logo quando ocorre alguma altera¢do clinica ou no
treinamento que atrapalhe seu desempenho, o animal estd perdendo tempo da sua carreira e o
proprietario tendo gastos além do esperado. O desempenho atlético dos equinos requer a
interacdo complexa de mecanismos que envolvem os sistemas musculoesquelético, nervoso,
respiratorio e cardiovascular.

O mecanismo de desencadeamento da hemorragia pulmonar induzida por exercicio

(HPIE) ainda necessita de esclarecimento. No entanto, as teorias mais aceitas atribuem a causa a



alta pressdo vascular atingida nos pulmdes durante o exercicio. De qualquer modo, trata-se de
uma condi¢do progressiva e, ao que se saiba, ainda ndo existe tratamento eficaz para sua
resolucdo. A fisiopatologia da hemorragia pulmonar associada a leptospirose também ¢é pouco
compreendida. Foi formulada a hipotese na qual a leptospira, pela ag¢do direta, confirmado pelo
achado de antigenos da bactéria no endotélio vascular do pulméo ou através de toxinas pode levar
a uma agressao vascular dos pulmdes, particularmente a uma vasculite difusa de pequenos vasos,
ou capilarite. As toxinas libertadas pela leptospiras podem levar a alteracdo dos fatores de
coagulagdo e a didtese hemorragica.

Neste contexto, o presente estudo se propOs em avaliar a associacdo de sororeatividade
para leptospirose com a hemorragia pulmonar induzida por exercicio (HPIE) e com o

desempenho atlético em equinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente etioldgico

2.1.1 Taxonomia

As leptospiras pertencem a ordem Spirochaetales e a familia Leptospiraceae que
compreende dois géneros, Leptospira e Leptonema. Por meio da classificagdo soroldgica, o
género Leptospira ¢ dividido em duas espécies, L. interrogans ¢ L. biflexa. Considerando-se a
classificagdo baseada em dados sorologicos, as leptospiras patogé€nicas pertencem a espécie
Leptospira interrogans, enquanto a espécie Leptospira biflexa reune as leptospiras ambientais, de
vida livre (BARANTON; OLD, 1995).

Tanto L. interrogans quanto L. biflexa sdo classificadas em numerosos serovares, de
acordo com a analise de sua constitui¢do antigénica, por meio de reagdes de absor¢do cruzada de
aglutininas. Dois ou mais serovares antigenicamente relacionados formam um sorogrupo. A
espécie L. interrogans compreende 23 sorogrupos ¢ mais de 200 serovares enquanto L. biflexa
compreende 38 sorogrupos com mais de 60 serovares (FAINE et al., 2000). As varia¢des dos
carboidratos da cadeia lateral do LPS sao responsaveis pela diversidade antigénica dos serovares
das leptospiras (YANAGIHARA et al., 1984).

A classificagdo fenotipica, baseada em achados soroldgicos, vem mais recentemente
sendo substituida pela genotipica, baseada na hibridizagdo DNA-DNA, a qual agrupou as
leptospiras em diversas espécies gendmicas, correspondendo entdo a grupos com DNA
relacionado (LEVETT et al.,, 2005; MATTHIAS et al.,, 2008). At¢ o momento, foram
identificadas 14 espécies e quatro genomospecies (ainda ndo denominadas), com cepas contendo
70% ou mais de relagio DNA-DNA (PEROLAT et al., 1998; BRENNER et al., 1999; LEVETT
et al., 2005; MATTHIAS et al., 2008). Como a reclassificagdo do género manteve os nomes das
espécies L. interrogans e L. biflexa, para evitar confusdo na nomenclatura chama-se L.
interrogans sensu lato e L. biflexa sensu lato quando se refere a antiga nomenclatura soroldgica,

e L. interrogans sensu strictu e L. biflexa sensu strictu quando se refere as genomoespécies



(ZUERNER; BOLIN, 1995). O maior problema da classificacdo genotipica ¢ que muitas vezes

um mesmo serovar pode representar mais de uma espécie genomica (BRENNER et al., 1999).

2.1.2 Aspectos bioldgicos e morfoldgicos das leptospiras

As leptospiras sdo organismos helicoidais, medindo de 10 a 20 um de comprimento,
aerobias estritas, que apresentam uma ou as duas extremidades em forma de gancho e se
movimentam através de flagelo contido no envelope externo. Podem ser de vida livre ou parasitas
de homens ¢ animais (ELLIS et al., 1983).

Sdo visualizadas por microscopia de campo escuro ou contraste de fase e ndo sdo
facilmente coradas. Utilizam sais de amonia como fonte de nitrogénio, acidos graxos de cadeia
longa como fonte de carbono e purinas (FAINE et al., 2000).

Sua membrana externa, assim como outras espécies de espiroquetas, possui varias
camadas que envolvem completamente os filamentos axiais e o cilindro protoplasmico helicoidal.
Nesse cilindro se encontra o material nuclear, citoplasma, membrana citoplasmatica e a por¢ao de
peptioglicano da parede celular (QUIN et al., 1994; HAAKE, 2000). O envelope externo ¢
composto por proteinas, lipideos e lipopolissacarideos, concentrando grande parte dos seus
fatores de viruléncia (VINH et al., 1986).

Sdo bactérias fastidiosas, com tempo de geragdo de 6 a 16 horas, crescimento 6timo em
pH 7,2-7,6 e temperatura de 28°C a 30°C (SMIBERT, 1977). As leptospiras sdo pouco resistentes
a luz solar direta, aos desinfetantes comuns e aos antissépticos. As leptospiras patogénicas
sobrevivem na agua variando seu periodo conforme a temperatura, o pH, a salinidade e
contamina¢do. Todas as leptospiras sdo sensiveis em pH &acido de 6,8 ou menos, porém
sobrevivem em condigdes alcalinas em pH entre 7,8 ¢ 7,9. O armazenamento em nitrogénio
liquido preserva a viruléncia e a antigenicidade do agente, sendo o método mais freqiientemente

utilizado para o armazenamento (FAINE et al., 2000).

2.2 Epidemiologia

2.2.1. Leptospirose em geral



A leptospirose ¢ uma doenca infecto-contagiosa que acomete os animais domésticos,
silvestres e os seres humanos sendo, portanto, classificada como uma zoonose. Esta enfermidade
vem assumindo grande importancia, tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos
desenvolvidos, afetando a saude animal, a economia de produgdo e a saide publica, como
também a disponibilidade de proteina animal para a populagao (FAINE et al., 2000).

E uma doenca sazonal ocorrendo predominantemente nos periodos de chuva, sendo a
incidéncia significantemente mais alta em paises de clima quente do que em paises de clima
temperado, devido a longa sobrevivéncia das leptospiras no meio ambiente em temperaturas
quentes ¢ condigdes umidas (ROMERO et al., 2003).

O crescimento urbano desordenado e a grande quantidade de lixo espalhado sobre as vias
e terrenos baldios propiciam também um ambiente ideal para a proliferagdo da populagdo murina.
A leptospirose era considerada uma doenga esporadica e rural; no entanto, casos de leptospirose
urbana tém sido registrados e a doenga passou a ser um problema de saude publica, associada a
alta mortalidade (KO et al., 1999).

A ocorréncia de leptospirose € variavel em diferentes partes do mundo, podendo observar-
se tanto de forma esporddica quanto endémica. Os surtos se reproduzem por exposi¢do a agua
contaminada com urina ou tecidos provenientes de animais infectados (FAVERO et al., 2002).
Atualmente a leptospirose ¢ considerada uma doenca urbana e endémica no Brasil, o que
constitui um serio risco a saude publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Existem varios ciclos epidemioldgicos na leptospirose, que envolvem diferentes
reservatdrios € mecanismos de transmissdo, mas as condigdes ambientais sdo sempre muito
importantes para a ocorréncia da doenga. Cada serovar tende a ser mantida por um hospedeiro
especifico e a prevaléncia do mesmo pode ser influenciada pela regido envolvida, enquanto a
ocorréncia das serovar na populacdo animal com a qual estas pessoas tém contato (HEATH;
JOHNSON, 1994).

Os animais sinantropicos, domésticos e selvagens sdo reservatdrios essenciais para a
persisténcia dos focos de infecgdo. Os seres humanos sdo apenas hospedeiros incidentais e
terminais dentro da cadeia de transmissdo. O principal reservatorio € constituido pelos roedores
sinantropicos (domésticos) das espécies Rattus norvegicus (ratazana ou rato de esgoto), Rattus
rattus (rato de telhado ou rato preto) e Mus musculus (camundongo ou catita). Ao se infectarem,

ndo desenvolvem a doenga e tornam-se portadores, albergando a leptospira nos rins e eliminando-



a viva no meio ambiente, contaminando desta forma, 4gua, solo e alimentos. O Rattus norvegicus
¢ o principal portador da leptospira do sorotipo Icterohaemorrhagiae, uma das mais patogénicas
para o homem (POSSAS 2000; SARKAR et al., 2002).

Os reservatdrios animais sdo cronicamente infectados nos rins pelos diferentes serovares de
Leptospira (LEVETT, 2001; ATHANAZIO et al., 2008), um dos locais de predile¢do da bactéria.
Assim, a transmissdo da leptospirose ocorre pela eliminagdo de leptospiras na urina havendo a
contamina¢do de agua e solo, sendo esse o principal veiculo de transmissdo da doenca
(JOUGLARD; BROD, 2000; MCBRIDE et al., 2005); ou ainda, as leptospiras podem persistir no
trato genital, sendo desta forma eliminadas pelo sémen e secregdes vaginais e, portanto
transmitidas pela copula ou inseminacdo artificial (FAINE et al., 2000).

Acredita-se que as leptospiras sejam eliminadas em altas concentra¢des na urina de ratos,
visto que recente estudo demonstrou que ratos experimentalmente infectados eliminam até 10’
bactérias/mL de urina (NALLY et al., 2005). No Rio de Janeiro, ja foi demonstrado que cerca de
30% das ratazanas de vida livre sdo portadoras de leptospiras, predominantemente do sorogrupo
Icterohaemorrhagiae (LILENBAUM et al., 1993).

O estado de portador renal dos hospedeiros de manutengdo ¢ um elemento chave na
transmissdo da leptospirose. As leptospiras naturalmente tendem a formar agregados na agua, o
que pode estar relacionado a sua manuten¢ao no meio ambiente (TRUEBA et al., 2004).

As vias de transmissdo cldssicas da leptospirose sdo através do contato com a pele lesada
e mucosa. O conhecimento dos serovares e seus hospedeiros de manutengio sdo essenciais para a
compreensdo da epidemiologia da doenga em uma dada regido (LEVETT, 2001).

Os animais que sobrevivem a fase aguda da leptospirose podem desenvolver a condi¢do
de portadores convalescentes onde as leptospiras instalam-se e multiplicam-se nos tibulos renais
e sdo eliminados para o meio ambiente por periodos varidveis. Imunoglobulinas especificas sdo
normalmente achadas na urina (FAINE et al., 2000).

A enfermidade nos animais domésticos apresenta diversas manifestagcdes clinicas,
dependendo da espécie animal, do serovar infectante e do ambiente envolvidos. Serovares
adaptados tendem a causar doenga cronica e por vezes subclinica nos hospedeiros de
manutencdo; enquanto que serovares nao adaptados (incidentais) causam doenca aguda e grave.

Os equinos, além dos disturbios reprodutivos, apresentam uveite recorrente causada pela presenga



de leptospiras ou anticorpos especificos nas cdmaras oculares, e que pode evoluir para a cegueira

(HARTSKEERL et al., 2004; LEON et al., 2006).

2.2.2 A infec¢do nos equinos

A primeira demonstracdo da infeccdo por leptospiras em equinos foi realizada pelos
pesquisadores Nieschultz ¢ Wawo—Roentoe em 1930, citado por Barbosa (1962) os quais
observaram o aparecimento freqiiente de aglutininas no soro de equinos. Contudo somente em
1947 Lyubashenko e Novikova citado por Cordeiro et al. (1974) descreveram a doenga e isolaram
pela primeira vez o agente a partir de amostras da espécie eqiiina.

No Brasil, o primeiro trabalho sobre a infec¢do por leptospiras em equinos foi realizado
por Corréa et al., (1957). Os autores realizaram um inquérito soroldgico em 118 equinos no
estado de Sao Paulo e confirmaram a ocorréncia de anticorpos especificos em cavalos no Brasil.
Como resultado, registraram uma taxa de 16,9% de sororeatividade pela técnica de
soroaglutinacdo microscopica com predomindncia dos serovares Australis, seguido de
Icterohaemorrhagiae e Sejroe.

Santa Rosa et al. (1968) pesquisaram soros de equinos abatidos em matadouro e equinos
de corrida nas proximidades de Sdo Paulo pela técnica de soroaglutinacdo microscopica. Foi
considerado o titulo inicial de 200 como significativo para uma reacao positiva. Dos 419 soros de
equinos de matadouro, 37,9% tiveram reagdes positivas, sendo os serovares Pomona e Canicola
os mais freqiientes, enquanto que em animais de corrida, dos 217 soros pesquisados, 6,9%
estavam positivos, sendo Pomona (2,8%) e Icterohaemorrhagiae (2,3%) os mais encontrados. Foi
ainda descrita correlagdo de Pomona e Icterohaemorrhagiae com a oftalmia periddica.

Cordeiro et al. (1974) pesquisaram soros de 404 equinos de varios grupos, dentre eles,
animais de sela, puro sangue inglé€s do Jockey Clube e equinos utilizados para a produgdo de soro
hiperimunes, nos municipios de Belo Horizonte, Viandpolis e Barbacena. Os autores
consideraram positivas as reagdes com titulos iguais ou maiores que 100. Verificaram a
ocorréncia de 14,8% de animais reagentes, sendo Pomona o serovar mais encontrado em cavalos
de sela (26,1%) e Bataviae em cavalos de corrida (26,9%).

Giorgi et al. (1981) realizaram um inquérito soroldgico da leptospirose em 1.653 equinos

puro-sangue de carreira na cidade de Sdo Paulo. Foram encontradas 75 (4,5%) reagdes positivas



com titulos iguais ou maiores que 200 pela da prova de aglutinagdo microscdpica, e os serovares
mais freqiientes foram Icterohaemorrhagiae (41,3%) e Javanica (30,7%). Além disso, os autores
conseguiram isolar pela primeira vez no Brasil a bactéria Leptospira interrogans, serovar
Icterohaemorrhagiae de rins de um feto abortado. Ellis et al. (1983) por meio isolamento e de
achados soroldgicos de equinos realizados na Irlanda do Norte, observaram que grande parte
desses animais estavam positivos para Bratislava, o que levou 4 hipdtese de que equinos
poderiam ser hospedeiros de manutengdo para esta serovar.

Pinheiro et al. (1985) pesquisaram 1.145 amostras de soros de equinos e muares
procedentes de Goids, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e Sao Paulo, utilizando prova
de aglutina¢do microscopica. Foi encontrada uma freqiiéncia de 10,5% de animais reagentes com
titulos iguais ou superiores a 200. Os serovares predominantes foram Pomona, Javanica e
Canicola.

Matthews et al. (1987) realizaram um inquérito soroldgico analisando a presenca de uveite
recidivante em equinos e poneis no Reino Unido. Titulos positivos foram encontrados em 13 dos
138 animais (9,1%) sem anormalidades oftalmicas e em trés dos 27 animais (11,1%) com uveite
anterior. Sejroe foi comum nos trés animais soropositivos com uveite anterior. Segundo os
autores o resultado demonstra que a infec¢ao por leptospira ndo € a maior causa de uveite anterior
em equinos no Reino Unido, mas sugere que esse microrganismo possa estar associado com
alguns casos de uveite recorrente anterior.

Abuchaim (1991) examinou soros sangiiincos de 420 equinos provenientes de nove
municipios do Rio Grande do Sul por meio da prova de aglutinagdo microscopica. Constatou que
37,4% dos soros apresentaram titulos iguais ou maiores que 100. Os serovares mais encontrados
foram Icterohaemorrhagiae e Pomona. Além disso, observou que 55,6% dos animais testados
estavam clinicamente sadios, podendo ser importante fonte de contaminagdo para o homem e
para outros animais.

Lilenbaum et al. (1993) ao estudarem problemas reprodutivos em éguas devido a
leptospirose no estado do Rio de Janeiro, notaram que apesar de nas outras espécies a
leptospirose ser reconhecida como causa de grandes problemas reprodutivos, nos equinos esta
relagdo é menos estudada. Neste estudo foi realizado o teste em 113 soros sangiiineos de éguas
com problemas reprodutivos, desses 56 (49,5%) estavam reativas. Os serovares mais encontrados

foram Canicola (15,9%), Andamana e Ballum (ambas com 9,7%).



Pellegrin et al. (1994) realizaram sorologia em 150 equinos provenientes de 10 fazendas
no Pantanal. Todos os rebanhos foram considerados positivos e 139 (92,6%) dos soros testados
reagiram com titulos iguais ou maiores que 100 para detec¢do de aglutininas anti-leptospiras. Os
serovares mais observados foram Icterohaemorrhagiae e Hardjo. Segundo os autores, a evidéncia
da infec¢ao por Hardjo nos equinos pode acontecer por contato direto ou indireto com bovinos,
visto serem estes os hospedeiros de manutengdo deste sorotipo.

Lilenbaum (1998) avaliou achados soroldgicos em 547 éguas de seis rebanhos do Rio de
Janeiro, durante o periodo de 1993-1996. Encontrou 235 reagdes positivas com titulos iguais ou
maiores que 100. Os serovares predominantes foram Icterohaemorrhagiae (43,4%), Bratislava
(27,2%), Pomona (14,4%) e Hardjo (4,26%). O autor atribuiu a alta predomindncia de éguas
positivas para Icterohaecmorrhagiae a presenca de roedores, pois esses sdo portadores sadios da
doenca e sdo, portanto fonte de contamina¢do dos equinos.

Langoni et al. (2004) analisaram 1.402 amostras de soros de equinos dos estados Sao
Paulo, Goids e Mato Grosso do Sul, desse total 754 (54%) estavam positivos para um ou mais
serovares com titulos iguais ou maiores que 100. Os serovares mais encontrados foram
Icterohaemorrhagiae (37,0%), Castellonis (16,9%), Djasiman (6,1%), Copenhageni (4,5 %) e
Hardjo (4,3%).

Oliveira e Pires Neto (2004) realizaram um estudo no Rio Grande do Sul sobre o
diagndstico e a ocorréncia da infec¢do por leptospiras em vdrias espécies, dentre elas a eqiiina.
Realizaram exames sorologicos, no periodo de 2000 a 2002 em 992 equinos, destes 727 (73,3%)
foram positivos com titulos iguais ou superiores de 100, com predominincia de Bratislava e
Copenhageni.

Em um estudo realizado por Linhares et al. (2005) na microrregido de Goiania, entre os 16
serovares pesquisados, apenas cinco foram detectados, sendo que, dos 82 soros positivos, 56
(68,39%) foram positivos para Icterohaemorrhagiae, 11 (13,4%) para Pomona, sete (8,5%) para
Wolffi, cinco (6,1%) para Hardjo e 3 (3,6%) para Canicola. A alta prevaléncia encontrada foi
justificada pelos autores pelo manejo higiénico-sanitario deficiente.

Pinna et al. (2007) avaliaram um rebanho com 148 cavalos que apresentavam um nivel
elevado de abortamento (12%), morte embrionaria (10%) e obitos neonatais (8%). Foi realizado o
teste de soroaglutinagdo microscopica (MAT) onde 72 (87,8%) foram sororeativos ao serovar

Bratilslava, seis (7,3%) ao serovar Icterohaemorrhagiae e quatro (4,9%) ao serovar Australis. Os



animais sororeativos foram tratados com dihidroestreptomicina e vacinados. Apds um ano,

sororeatividade e ocorréncia de abortamentos, morte embrionaria e neonatal declinou.

2.3 Patogenia

Os fatores de viruléncia de leptospiras sdo expressos por cepas patogénicas apenas quando
em hospedeiros susceptiveis. A patogenia da leptospirose compreende uma seqii€éncia de eventos
comprovados e potenciais que envolvem rapida invasdo tecidual, alteragdes patoldgicas e
fisioldgicas em diversos 6rgdos e sistemas, resposta imune adaptativa e eliminagdo do agente
etioldgico dos tecidos e liquidos orgénicos. Todavia a compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares ainda é muito limitada (PEREIRA, 2005).

A patogenia da leptospirose inclui a penetragdo ativa dos microrganismos através de
mucosas (ocular, respiratdria e génito-urindria), da pele escarificada e até¢ mesmo da pele integra,
em condigcdes especiais que favorecam a dilatacio dos poros, como ocorre quando da
permanéncia por tempo prolongado em colegdes de agua contaminada (BLENDEN, 1976).

Vencidas as barreiras da porta de entrada, as leptospiras multiplicam-se ativamente no
intersticio e nos humores organicos (sangue, linfa e liquor), caracterizando um quadro agudo
(leptospiremia). As lesdes primarias s@o atribuidas a agdo mecanica do microrganismo nas células
endoteliais de revestimento vascular. A conseqiiéncia direta da lesdo dos pequenos vasos sdo as
hemorragias, seguidas da formacdo de trombos e do bloqueio de aporte sanguineo nas areas
acometidas, levando a infartos (FAINE et al., 2000).

Os tubulos renais, areas do organismo onde os anticorpos estdo em concentragdes baixas,
parecem ser o local preferencial da colonizagdo por leptospiras. Acredita-se que a explicagdo para
isto se deva ao aporte sanguineo ser limitado nestas regides o que leva a uma menor eficiéncia
das imunoglobulinas nestes locais (FAINE et al., 2000). Segundo GUYTON (1981), o fluxo
sanguineo renal na cortical corresponde a 20% do débito cardiaco, enquanto na regido medular
externa e interna € de 9% e 1% respectivamente, corroborando com os achados de ATHANAZIO
et al. (2008) que sugerem que as leptospiras encontrem nos rins um escape do sistema imune.

Uma vez a infeccdo instalada, pode haver a evolugdo para doenga aguda em hospedeiros
sensiveis, bem como o desenvolvimento de imunidade protetora e eliminagdo do microrganismo,

ou desenvolvimento do estado de portador cronico (FAINE et al., 2000). Nos ratos, hospedeiros



resistentes a infecgdo por Icterohaemorrhagiae, as leptospiras disseminam-se por todos os tecidos
durante a primeira semana de infec¢do e depois sd@o apenas encontradas nos rins (ATHANAZIO
et al., 2008).

A excre¢do urindria de leptospiras € intermitente e pode ser de longa durag¢do, na
dependéncia dos hospedeiros acometidos e do serovar de leptospira envolvido. Nos roedores
infectados a presencga de leptospiras na urina pode ser permanente. Nos animais de producao
acometidos as leptospiras tém sido evidenciadas tanto na urina como no sémen € em corrimentos
vaginais o que confirma ndo s6 a coloniza¢do dos tubulos renais como também dos orgdos da
reprodugdo e das suas glandulas anexas (ELLIS, 1994; LILENBAUM et al., 2009).

O dano pulmonar principal na leptospirose tem sido estudado em seres humanos e em
modelos experimentais. Este ocorre devido as intensas hemorragias intra-alveolares (NALLY et
al., 2004; PEREIRA et al.,, 2005; YANG et al., 2006), levando a insuficiéncia respiratoria
(GOUVEIA et al., 2008). Raras leptospiras sdo visualizadas nos pulmdes (NALLY et al., 2004;
YANG et al., 2006), sugerindo outro mecanismo de patogenia neste 6rgdo que ndo a agdo direta
do microrganismo. A presenga de imunocomplexos em membranas alveolares de cobaios sugere
um processo auto-imune como etiologia da hemorragia pulmonar observada na leptospirose
(NALLY et al., 2004). Em casos graves os pulmdes apresentam grandes sufusdes. Ja no coracdo
observa-se pericardite e petéquias no epicardio e endocardio (BALDWIN; AYKINS, 1987).

A patogénese das alteragdes pulmonares na leptospirose em seres humanos esta
atualmente sob investiga¢do. Dois mecanismos principais da patogénese da leptospirose sio
sugeridos, sendo um mediado por toxinas e outro baseado na resposta imune do hospedeiro. A
agressdo mediada por toxinas determina vasculite capilar e parece ser a principal causa de
hemorragia pulmonar (LUKS et al., 2003). O tecido pulmonar em pacientes com leptospirose
normalmente apresenta muito menor nimero de leptospiras do que no figado e no sangue,
sugerindo que anormalidades pulmonares possam ser devidas a uma exposicdo de toxinas
produzidas pelo patégeno em sitios distantes, como o figado (BHARTI et al.,, 2003). A
disseminacdo das leptospiras € provavelmente uma consequéncia da sua rapida translocacdo
através das células. Foi proposto que a capacidade da Leptospira ao passar por células pode nao
ser tdo importante como a taxa na qual elas penetram nas células. Isto facilitaria a disseminagao

rapida, antes que as células de defesa possam inibi-las (BAROCCHI et al., 2002).



A lesdo tecidual primordial da leptospirose parece ser a lesdo endotelial, levando a
vasculite e as hemorragias nos tecidos (AREAN, 1962). Hemorragias, anemia hemolitica,
hemoglobinemia, hemoglobintria e ictericia sdo achados decorrentes da hemolise e lesdo
endotelial (DAHER et al., 2002; WAGENAAR et al., 2007). A trombocitopenia ¢ comumente
observada nas formas graves da leptospirose, podendo ocorrer em decorréncia de hemorragias,
citotoxicidade e agregacdo plaquetaria (NICODEMO et al., 1989; GREENE, 2004; YANG et al.,
2006; WAGENAAR et al., 2007).

A resposta imune contra leptospiras parece ser estimulada por componentes da membrana
externa, tais como LPS, proteinas e lipoproteinas. A resposta adquirida se desenvolve a partir da
segunda semana de infecgdo e € especifica para o serovar infectante. A especificidade ¢ conferida
pelo LPS, que ¢ altamente imunogénico (DE LA PENA-MOCTEZUMA, 1999). Os anticorpos
especificos opsonizam as leptospiras, as quais sdo fagocitadas por macrofagos (MERIEN et al.,
1997). WANG et al. (1984) observaram resisténcia de leptospiras a fagocitose por neutrdfilos,
enquanto SEBASTIAN (1994) verificou que na leptospirose a intensidade das lesdes teciduais

esta intimamente relacionada a estirpe do serovar e a adaptabilidade do hospedeiro.

2.4 A enfermidade em equinos

A leptospirose nos animais domésticos apresenta diversas manifestagdes clinicas,
dependendo da espécie animal, do serovar infectante ¢ do ambiente envolvidos. Serovares
adaptados tendem a causar doenga crénica e por vezes subclinica nos hospedeiros de
manuten¢do, enquanto serovares nao adaptados causam doenga aguda e grave. Os equinos, além
dos disturbios reprodutivos, apresentam uveite recorrente (também conhecida como oftalmia
periddica; cegueira da lua) causada pela presenca de leptospiras ou anticorpos especificos nas
cAmaras oculares, e que pode evoluir para a cegueira (HARTSKEERL et al., 2004; LEON et al.,
2006).

2.4.1 Alteragdes clinicas

A leptospirose em equinos € uma importante enfermidade da esfera da reprodugdo, uma

vez que determina o nascimento de crias fracas, natimortalidade ou mortalidade neonatal e



abortamento (comumente no 6° més de gestacdo), como seqiiela comum apos invasdo sistémica.
O abortamento sem prévia doenga clinica também ¢ comum (LILENBAUM, 1998; RADOSTITS
et al., 2002). Os equinos podem apresentar infec¢do subclinica e usualmente tem um curso
brando, ja nas infec¢des agudas e subagudas apresentam um disttrbio sistémico transitorio, com
sinais de hipdxia, depressdo, relutdncia em se mover (HARTWIGK, 1990).

Os sinais clinicos da leptospirose em equinos compreendem o abortamento, morte
perinatal, natimortos, nascimento de potros fracos e a oftalmia periodica (RIET-CORREA et al.,
2001). Os sorotipos Kennewicki e Pomona sdo os mais comumente reportados como agentes por
abortamentos, embora Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Hardjo e Canicola
também tenham sido descritos. Estes ocorrem em idades gestacionais que variam entre 140 e 250
dias de gestacdo. Em alguns locais a leptospira pode ser considerada como a principal causadora
de abortamento, onde as infec¢des fetoplacentarias sdo responsaveis por um ter¢o dos natimortos
e da morte perinatal que, em 75% dos casos, ocorrem em virtude de infec¢do bacteriana
(RADOSTITS et al., 2002).

A presenca do agente no interior do bulbo ocular causa uveite, com envolvimento da Gvea
posterior (iris, corpo ciliar e cordide), cornea, retina e nervo optico (HUNTER; HERR, 1994). Os
sinais clinicos caracteristicos sdo o lacrimejamento aumentado, blefarospasmo, fotofobia em
graus variados, miose € catarata em casos mais avangados (GELLAT, 2003).

No estudo realizado por Williams (1968) que induziu a infeccdo com Pomona em
equinos, observou-se febre durante trés dias que ocorreu de 3 a 10 dias apds exposigao,
inapeténcia, leve depressdo, inconstantes graus de ictericia e leucocitose com neutrofilia. J4 Van
den Ingh et al. (1989) observaram desconforto respiratério grave, depressdo e febre em doze
potros de 4 a 12 semanas de idade. Outros sinais incluiam ictericia em um potro, marcha instavel
em outro potro ¢ diarréia em dois potros. A doenca foi rapidamente fatal e em todos os potros foi
encontrada pneumonia hemorragica na necrdpsia. Foi isolado a partir do sangue Leptospira
interrogans serovar lora (do sorogrupo Australis) em um dos potros.

Divers et al., (1992) avaliaram um garanhdo puro sangue inglés soropositivo para Pomona
que apresentava historico de febre, letargia leucocitose e persistente piuria, compativel com
doenga inflamatdria do trato urinario.

J& HONG et al. (1993); HUNTER; HERR (1994) observaram também a ocorréncia de

febre, ictericia e morte por nefrite intersticial.



Carvalho et al. (2006) avaliaram doze potros de um mesmo rebanho, sendo que alguns
destes animais apresentavam temperatura em torno de 39°C, apatia, indisposi¢do, anorexia,
ictericia e uveite. A Uvea posterior apresentava-se hiperémica, edemaciada, com intenso
lacrimejamento e fotofobia. Dos doze potros, oito foram reativos para Butembo, Cynopteri,
Sentot, Bratislava e Wolffi.

No estudo realizado por Bavereund et al. (2009) os autores concluiram que ndo houve
associacdo entre os sinais clinicos e a infec¢do por Bratislava e Icterohaemorrhagiae, exceto para
associacdo entre fadiga e problemas respiratdrios com soropositividade para Bratislava. Os
resultados deste estudo sugerem que cavalos mais velhos e expostos a fatores associados a vida
livre (a pasto) apresentaram maior soroprevaléncia para Bratislava.

Alteragdes pulmonares associadas a leptospirose sdo pouco estudas em equinos. No
entanto, estas vém sendo bastante relatadas em seres humanos. Nestes, o acometimento pulmonar
varia entre 20% e 70% dos pacientes com leptospirose (CARVALHO 1989; LEVETT 2001), e se
manifestam como uma simples pneumonia intersticial ou, em casos extremos, como hemorragia
pulmonar profusa (CARVALHO 1989; GOLCALVES et al., 1992). Clinicamente, traduz-se por
hemoptises, dispnéia e infiltrados pulmonares no radiograma de térax, acompanhados geralmente
de hipoxemia, o que configura o quadro de hemorragia alveolar (CARVALHO et al., 1992;
SILVA et al., 1998). As manifestacdes hemorragicas mais comumente observadas sdo epistaxe,
petéquias, purpuras e equimoses (MAROTO et al., 1999), embora formas graves sejam também
descritas, caracterizando-se pela rapida evolugdo para hemoptise maciga, seguida de insuficiéncia
respiratéria e morte por asfixia (GONCALVES et al., 1992; SILVA et al., 1998; SILVA et al.,
2002). No estudo de Paganin et al., (2009) 134 pacientes apresentaram envolvimento pulmonar
grave que foi definido pela evidéncia de insuficiéncia respiratéria aguda. Dois fatores foram

relacionados ao envolvimento pulmonar grave: dispnéia e oligtria / antria.

2.5 Hemorragia pulmonar induzida por exercicio

Os disturbios do sistema respiratdrio podem ocupar o segundo lugar, atras dos disturbios

do sistema musculo-esquelético, na limitagdo do desempenho atlético dos equinos. Ocorrem



grandes perdas econdmicas quando os programas de treinamento de equinos sdo interrompidos
em razdo de enfermidades respiratorias (REED; BAYLY, 2000).

A hemorragia pulmonar induzida por exercicio (HPIE) ¢ uma das principais causas de
reducdo no desempenho atlética de cavalos de corrida, principalmente nos da raga Puro Sangue
Inglé, sendo a influéncia no rendimento proporcional ao grau de sangramento (BACCARIN,
2005). Sem davida alguma HPIE severa resulta em queda de desempenho atlético, e em ocasides
raras, pode levar a morte (GUNSON et al., 1988). Também ¢ fato que muitos cavalos com queda
de desempenho possuem evidéncias citologicas de HPIE no lavado traqueobronquico (LT) ou
lavado bronco-alveolar (LBA), ou possuem sangue evidente ao exame endoscopio 30 a 90
minutos apds exercicio extenuante ou corrida (MARLIN et al, 1993).

Dispnéia respiratdria ¢ rara em cavalos com HPIE e quando presente indica hemorragia
severa ou outras doencas pulmonares como pneumonia, pneumotorax ou ruptura de abscesso
pulmonar. Sons pulmonares anormais estdo presentes em um pequeno numero de cavalos com
HPIE e caracterizam-se pelo aumento da intensidade de sons respiratorios normais durante o
periodo de recuperagdo apos exercicio (O’CALLAGHAN et al., 1987).

A prevaléncia da HPIE aumenta com a idade, porém ndo tem sido observada relagdo com
o sexo do animal (COUETIL; HINCHCLIFF, 2004). Existe uma relacdo direta entre o aumento
da prevaléncia da HPIE e o aumento da velocidade alcancada pelos animais, sendo que as lesdes
da HPIE ndo sdo detectadas em cavalos PSI jovens que ndo tenham treinado em velocidades
acima 7 m/s (RAPHEL; SOMA, 1982; OIKAWA, 1999).

Inumeras hipdteses t€ém sido apresentadas para explicar a origem do sangramento dos
cavalos. Publicagdes passadas relatavam a presenca de epistaxe apos corrida e acreditava-se que
o sangramento era originario da cabeca ou da cavidade nasal. Cook (1974) mencionou que a
presenca de sangue nas narinas e traquéia dos cavalos era provavelmente originada dos pulmdoes.
Pascoe et al., (1981) confirmaram estes achados e sugeriram que o termo HPIE (hemorragia
pulmonar induzida pelo exercicio) deveria ser utilizado para descrever a presenca de sangue nas
vias aéreas associada ao exercicio.

De acordo com Ramsel et al. (2001) o grau da HPIE esta relacionada com a pressao
arterial pulmonar e pode exacerbar-se quando o animal se exercita em percurso inclinado em

relagdo ao plano. A causa da hipertensdo pode estar relacionada com a enorme poténcia



desenvolvida pelo coragcdo durante o esforco e estar associada com a maxima distensdo e
recrutamento dos capilares.

A faléncia por estresse dos capilares pulmonares pode ser considerada a origem do
sangramento na HPIE (LAGSETMO et al., 2000). A ruptura dos vasos sanguineos, responsavel
pela origem do sangue na HPIE, ¢ ocasionada pelo enfraquecimento dos capilares vasculares por
doengas pulmonares primarias (O’CALLAGHAN et al., 1987). No entanto, HPIE também ¢
relatada em animais jovens sem evidéncias de doenca pulmonar prévia (OIKAWA, 1999). Foi
relatada alta pressdo vascular pulmonar em equinos em exercicio. Esta pressdo combinada com o
aumento do esforco inspiratdrio acarretaria a faléncia por estresse dos capilares pulmonares
(MANOHAR; GOETZ, 1999).

Outras causas sdo mencionadas, como 0s processos obstrutivos das vias aéreas anteriores
(COOK et al., 1988), coagulopatias, doenga das pequenas vias aéreas, hiperviscosidade induzida
por exercicio (FEED; WOOD, 1993), alta pressdo sanguinea atribuida ao aumento do débito
cardiaco (PASCOE et al., 1986), redistribui¢do do fluxo sanguineo durante o exercicio
(BERNARD et al., 1996) e trauma mecanico resultante do impacto do movimento (SCHROTER
et al., 1998, 1999). Derksen et al., (2009) sugerem que a remodelacdo venosa na regido dorso
caudal do pulmao desempenham um papel importante na patogénese da HPIE.

Exame traqueobroncoscopio logo apds a corrida € uma técnica bem aceita para detectar a
HPIE e tem sido muita utilizada (PASCOE et al., 1981; BURREL, 1995). Traqueobroncoscopia
pode ser utilizada para estimar a severidade da HPIE usando um sistema de graduagdo. O sistema
de graduagdo primeiramente utilizado por Pascoe et al. (1981) foi alterado (Pascoe et al., 1985) e
preconiza uma escala de quatro niveis, a qual varia de zero (auséncia de sangue) a trés (filete de
sangue maior que Smm de largura). Uma modificag@o recente do sistema de graduacdo destes foi
sugerida por Hinchcliff et al. (2005) sendo o grau zero caracterizado por auséncia de sangue na
faringe, laringe, traquéia ou bronquio principal, visualizado da bifurcacdo traqueal; grau um por
presenca de um ou mais filetes de sangue, menor de % do comprimento da traquéia, na traquéia
ou base do bronquio principal visualizando da bifurcagdo traqueal; grau dois presenca de longo
filamento de sangue (maior do que metade do comprimento da traquéia) ou dois pequenos
filamentos de sangue ocupando menos do que 1/3 da circunferéncia da traquéia; e grau trés
definido pela presenga de varios filamentos e placas de sangue cobrindo mais do que 1/3 da

circunferéncia traqueal, entretanto, sem formagdes de reservatdrios na passagem toracica. O nivel



mais avangado, grau quatro, caracteriza-se por multiplas placas de sangue cobrindo mais de 90%
da superficie traqueal e presenga de reservatdrios de sangue na passagem tordcica, podendo

apresentar ou ndo epistaxe.

2.5.1 HPIE e repercussao no desempenho atlético

Repetidos episddios da HPIE pode ter um impacto negativo no desempenho do animal,
resultado de injurias constantes nos pulmdes. Devido a progressdo natural e cronica, danos
permanentes nos pulmodes podem ocorrer muitas vezes secundariamente a resposta inflamatoria
local, com presenga de hemossiderdfagos intersticiais e aumento da deposicdo de tecido
conjuntivo. Hemossiderdfagos, fibrose e destruicdo do parénquima pulmonar podem ocorrer
secundariamente a prévia hemorragia, pela presenca de hemadcias no intersticio pulmonar,
desencadeando processo inflamatorio pelos macrofagos. Um aumento da celularidade pode
também diminuir a complacéncia pulmonar. A proliferagdo da vascularizagdo bronquial nessas
areas pode estar presente devido uma resposta inflamatoria normal. O resultado da resposta
inflamatdria causada pelo sangue pode ter mais impacto no desempenho do que a presenca deste

nas vias aéreas (BIRKS et al., 2003).

2.6 Tratamento

O controle da leptospirose em equinos € baseado no tratamento dos animais infectados
com antimicrobianos parenterais ¢ na vacinagdo do rebanho com bacterinas especificas (PINNA
et al., 2007). Segundo GERRITSEN et al. (1994) o tratamento ¢ importante, pois elimina o estado
de portador renal, diminuindo a fonte de infec¢do e conseqiientemente a exposi¢do de animais
ndo infectados com o agente.

Varios protocolos com antimicrobianos foram descritos para o tratamento da leptospirose,
como penincilina benzatina (20.000 Ul/kg), via intramuscular (IM), a cada 48 horas, por trés
aplicagdes; penincilina associada & estreptomicina (20 mg/kg), via IM, repetindo o tratamento
apos 7 e 14 dias; diidroestreptomicina (12 mg/kg) via IM a cada 12 horas, durante trés dias

seguidos; diidroestreptomicina (25 mg/kg) via IM em dose unica ou com repetigdes apds trés e



cinco dias; ou oxitetraciclina (40 mg/kg) via IM, uma vez ao dia durante trés ou cinco dias

(RADOSTITS et al., 2002).



3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Identificar a sororeatividade para leptospirose em cavalos atletas e avaliar sua associagio
com a ocorréncia de hemorragia pulmonar induzida por exercicio € com o desempenho atlético

destes animais.

3.2 Objetivos especificos

- Detectar por métodos sorologicos a presenga de aglutininas anti-Leptospira em equinos
atletas durante o periodo de treinamento e competi¢ao.

- Correlacionar a sororeatividade destes animais com a hemorragia pulmonar induzida por
exercicio.

- Correlacionar a sororeatividade destes animais com o desempenho atlético.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudou-se 180 equinos adultos mantidos em treinamento no Jockey Clube Brasileiro, Rio
de Janeiro. De todos os animais realizou-se avaliacdo soroldgica para deteccdo de anticorpos anti-
Leptospira. A colheita de sangue para exames sorologicos foi realizada antes do inicio do
exercicio e a avaliacdo clinica foi realizada antes, durante e apés 0 mesmo exercicio, no mesmo
dia. Em todos os animais realizaram-se ainda as endoscopias das vias aéreas superiores, 30
minutos apds o exercicio. Dos 90 animais que se mostraram sororeativos apenas 37 foram

tratados e estes também foram acompanhados por sorologia e endoscopia apds o tratamento.

4.2 Animais

Foram estudados 180 cavalos atletas, com idade variando entre dois e seis anos, nio
vacinados para leptospirose, de ambos os sexos e mantidos em cocheiras no Jockey Clube
Brasileiro do Rio de Janeiro/RJ. Os animais eram todos da raga Puro Sangue Inglés (PSI) e as
amostras foram posteriormente classificadas de acordo com a sororeatividade para leptospirose.

Os animais utilizados na pesquisa foram submetidos a anamnese detalhada buscando
identificar sinais sugestivos da doenca. Em seguida realizou-se, apds a colheita das amostras
sanguineas, exame fisico com a observancia dos parametros de comportamento/atitude, estado
nutricional, apetite, pelagem, presenca de ectoparasitos, classificagdo da secrecdo nasal e mucosa,
turgor cutaneo, retragdo de globo ocular, palpacdo de linfonodos, afericdo de temperatura retal,
pulso e tempo de preenchimento capilar, ausculta digestiva, pulmonar e cardiaca, e um exame
clinico especifico do sistema musculoesquelético. A avaliagdo clinica foi realizada antes e apds o
exercicio. O desempenho atlético foi avaliado baseado no desempenho na raia no treinamento e

com base nos registros das apresentacdes em corrida, colocagdes e vitdrias.

Neste estudo nao foi realizado o isolamento bacteriano, que ¢ considerado o padrdo ouro
para o diagndstico da leptospirose, uma vez que os responsaveis pelos animais ndo permitiram a
colheita de amostras de urina para o processamento microbioldgico. Acredita-se que tal recusa

deva-se em parte 4 utilizagdo da mesma amostra para a realizacdo de testes anti-doping.



4.3 Analise sorolégica

As amostras de sangue foram colhidas da via jugular do animal em repouso em tubos de
vacuo pela pungdo na veia jugular. Em seguida, estas foram transportadas até o laboratdrio, onde
foram centrifugadas e o soro foi estocado em tubos plasticos Eppendorf® a -20° C para posterior
analise. O diagnoéstico soroldgico para leptospirose foi realizado de acordo com a recomendagio
técnica da Organizagdo Mundial de Saude, pela técnica da soroaglutinagdo microscdpica com
antigenos vivos e leitura em microscopio equipado com condensador de campo escuro, conforme
Lilenbaum; Santos (1995). Utilizou-se como antigenos a cole¢do do Laboratorio de Bacteriologia
Veterinaria do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal
Fluminense, composta de 22 serovares distintos de leptospiras, representando 16 sorogrupos
(Tabela 1). Todas as amostras com atividade aglutinante em dilui¢do 1:50 foram posteriormente
testadas contra o antigeno reativo usando dilui¢des em série de razdo dois até que o titulo mais
alto fosse obtido, a fim de identificar o serovar infectante. Para caracterizacdo de sororeatividade,
consideraram-se como reativas as amostras com titulo >200, enquanto amostras com titulos <100

foram consideradas negativas.



Tabela 1: Amostras de leptospiras utilizadas como antigenos para o diagnostico soroldgico de

leptospirose em 180 equinos atletas.

Sorogrupo Serovar Amostra Referéncia
AUSTRALIS Australis Ballico
Bratislava Jez bratislava
AUTUMNALIS Autumnalis Akiyami A
Butembo Butembo
BALLUM Ballum Mus 127
Castellonis Castellon 3
BATAVIAE Bataviae Van Tienen
CANICOLA Canicola Hond Utrecht IV
CELLEDONI Whitcombi Celledoni
CYNOPTERI Cynopteri 3522 C
GRIPPOTYPHOSA Grippotyphosa Moskva V
HEBDOMADIS Hebdomadis Hebdomadis
ICTEROHAEMORRHAGIAE Icterohaemorrhagiae RGA
Copenhageni M 20
JAVANICA Javanica Veldrat Batavia 46
PANAMA Panama CZ 214K
POMONA Pomona Pomona
PYROGENES Pyrogenes Salinem
SEJROE Hardjo Hardjoprajitno
Hardjo Hardjobovis
Wolffi 3705
TARASSOVI Tarassovi Perepelicin




4.4 Endoscopia das vias aéreas superiores

A endoscopia das vias aéreas superiores foi realizada 30 minutos apds o exercicio intenso
(corrida). O animal era mantido em posi¢do quadrupedal, devidamente contido com ajuda de um
auxiliar veterinario ¢ de um cavalarico. Sedativos ndo foram utilizados na realizacdo destes
exames.

A avaliagdo do trato respiratdrio anterior foi realizada com fibroscolonoscdpio flexivel
Olympus, GIF, tipo CF-P20L de 1,60m de comprimento com 14 mm de didmetro e uma fonte de
luz haldgena de 15 v/150 W. Esta se iniciou com a introdu¢@o de sonda endoscopica no conduto
nasal, seguindo pelo meato nasal, regido da nasofaringe, faringe, laringe, traquéia e carina.

No momento em que se introduzia a sonda endoscopica vagarosamente pelo meato nasal
ventral direito inspecionava-se a concha nasal ventral e dorsal, meato comum e septo nasal. A
medida que a sonda avangava, observavam-se as conchas etmoidais e a faringe caudalmente. Na
faringe foi realizada uma avaliagdo anatomo-funcional do palato mole, dstios faringeos da tuba
auditiva, limen faringeano e recesso faringeano. A mesma avaliagdo foi realizada na laringe,
inspecionando a epiglote, cartilagens aritenoideanas, lumen laringeano e cordas vocais. Apods a
passagem da sonda pela rima glotis, realizava-se a inspe¢ao do lumen traqueal, observando a
presenga de secrecdes ou sujidades. Quando a sonda era posicionada préximo a carina, os
bronquios principais direito e esquerdo e seus primeiros segmentos eram visualizados. Na
retirada da sonda, as estruturas eram reavaliadas na seqiiéncia inversa.

A avaliacdo da HPIE foi feita de acordo com a tabela proposta por Hinchcliff et al.
(2005). Nesta, o grau zero ¢ caracterizado por auséncia de sangue na faringe, laringe, traquéia ou
bronquio principal, visualizado da bifurcagdo traqueal; grau um por presenca de um ou mais
filetes de sangue, menor de Y4 do comprimento da traquéia, na traquéia ou base do brénquio
principal visualizando da bifurcagdo traqueal; grau dois presenca de longo filamento de sangue
(maior do que metade do comprimento da traquéia) ou dois pequenos filamentos de sangue
ocupando menos do que 1/3 da circunferéncia da traquéia; e grau trés definido pela presenca de
varios filamentos e placas de sangue cobrindo mais do que 1/3 da circunferéncia traqueal,
entretanto, sem formagdes de reservatorios na passagem tordcica. O nivel mais avangado, grau
quatro, caracteriza-se por multiplas placas de sangue cobrindo mais de 90% da superficie traqueal

e presenca de reservatorios de sangue na passagem toracica, podendo apresentar ou ndo epistaxe.



4.5 Tratamento

Aos animais sororeativos foi proposto o tratamento especifico baseado na aplicagdo da
associacdo de penicilina G procaina e estreptomicina (penstrep®) 20 mg/kg, na dose de 25 mL,
dose unica, pela via intramuscular, os parametros clinicos foram avaliados no dia do inicio da

antibioticoterapia, (d0), e 15 (d15) e 45 dias (d45) apds seu termino.

4.6 Analise estatistica

A significancia da freqiiéncia de observagdo dos sinais clinicos e sua diferenca entre os
dois grupos estudados e a eficacia do tratamento foram avaliadas pelo teste ndo-paramétrico do
X° (qui-quadrado), considerando significativo quando p<0,05.

A significancia da severidade da HPIE e sua diferenca entre dO antes do tratamento e d15
e d45 apos tratamento foi avaliada pelo teste exato de Fisher’s, considerando significativo quando

p<0,05.



6 DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se a presenga de aglutininas anti-leptospiras em soro de 90
equinos, sendo Copenhageni o serovar mais frequente, em 79 amostras, ou 87,7% dos reativos.
Tal serovar ¢ membro do sorogrupo Icterohaemorrhagiae e ambos sdo morfoldgica e
geneticamente semelhantes (MAJED et al., 2005). Desta forma, os resultados deste estudo
concordam com varios estudos realizados em equinos no Brasil, como Giorgi et al. (1981),
Lilenbaum (1998), Langoni et al. (2004) e Linhares et al. (2005), que apontam o serovar
Icterohaemorrhagiae como sendo o maios frequente em equinos.

Segundo Girio et al., (1994) Copenhageni tem importancia como agente etiologico da
leptospirose equina tanto em casos assintomaticos como sendo responsavel por transtornos
reprodutivos em fémeas. Uma vez que Copenhageni tem como seu hospedeiro natural os ratos
(Rattus norvergicus), acredita-se que esta espécie provavelmente esteja agindo como
transmissora do serovar aos equinos.

As vilas hipicas do Jockey Clube do Rio de Janeiro oferecem multiplas formas para a
viabilidade, permanéncia e transmissdo da leptospirose devido a caracteristicas favoraveis do
ambiente, do manejo e das instalagdes. Os resultados do presente estudo sugerem que as
leptospiras chegam ao meio ambiente principalmente pela urina de roedores, € que esses agentes
encontraram condicdes para sobreviver e meios para alcancar um equino suscetivel nas coleg¢des
de 4guas paradas, representadas por dareas alagadicas (duchas coletivas), bebedouros e
reservatdrios de dgua ndo higienizados periodicamente. No Rio de Janeiro, 30% da populagdo de
Rattus norvegicus foi demonstrada como portadora de leptospiras, com predominancia para o
serovar Icterohaemorrhagiae (LILENBAUM et al., 1993).

No presente estudo foram evidenciadas alteragdes clinicas compativeis com a leptospirose
em 42 (53,2%) animais sororeativos. Uma vez que foi demonstrado que o agente predominante
foi Copenhageni, este ndo € um achado inesperado. Copenhageni ndo ¢ um serovar adaptado a
espécie eqiiina, e desta forma infecgdes por tal estirpe sdo sabidamente mais associados a
presenca de sinais clinicos agudos e a ocorréncia de surtos em equinos (FAINE et al., 2000). No
entanto, 37 (46,8%) animais sororeativos nao apresentaram alteragdes clinicas dignas de nota.
Destes, 34 (80,9%) sdo animais mais velhos (entre 5 ¢ 6 anos) ¢ com longo tempo de

permanéncia no Jockey Clube do Rio de Janeiro. Uma vez que estes animais estiveram expostos



ao agente ha mais tempo, sugere-se que estes animais apresentem uma forma cronica da infeccao,
caracterizada por sintomatologia branda, o que ja foi intensamente descrito na literatura
especializada (PESCADOR et al, 2004; LINHARES et al, 2005).

Analisando os dados obtidos sobre os sinais clinicos dos animais sororeativos, constatou-
se que os mais freqiientes foram dificuldade em ganhar peso, inapeténcia, queda de desempenho
atlético, lacrimejamento exacerbado e hiperemia Optica, ictericia, apatia e opacidade de pelos.
Estas alteragdes foram significativas para os animais sororeativos para leptospirose em relagao os
animais soronegativos.

Inapeténcia e apatia, citados por Williams (1968) e por Carvalho et al. (2006) como
sintomas associados a casos de leptospirose também foram registrados entre os animais
sororeativos do presente estudo. Dos 32 (40,5%) animais sororeativos que apresentaram
dificuldade de ganhar peso, 24 (30,4%) tinham inapeténcia, achados similares aos reportados por
Williams (1968).

A opacidade de pelo foi vista em 33 (41,8%) animais sororeativos € em dois (2,2%) dos
animais soronegativos. Apesar de ndo haver na literatura especializada referencia especifica 4
associagdo de leptospirose com opacidade de pelos, sabe-se que animais que apresentam alguma
alteracdo patoldgica ficam com pélos descorados, quebradicos e grosseiros (TORRES; JARDIM,
1987).

Apesar de ndo ter sido verificada no presente estudo a ocorréncia de mialgias, sabe-se que
a anemia associada & leptospirose pode levar a uma queda da capacidade muscular dos cavalos
acometidos (TROWBRIDGE et al, 1981).

Tanto a ictericia como a hiperemia Otica e lacrimejamento exacerbado estiveram
fortemente associadas com a sororeatividade a leptospirose, pois a totalidade dos equinos que
apresentou tais sinais clinicos se mostrou sororeativo. A ictericia e a hiperemia 6tica sdo achados
decorrentes da hemolise e lesdo endotelial (DAHER et al., 2002; WAGENAAR et al., 2007). A
ictericia também foi associada a sororeatividade para leptospirose em equinos por diversos
autores como Williams (1968); Van den Ingh et al. (1989); Hong et al. (1993); Hunter; Herr
(1994) e Carvalho et al. (2006). Ja no que se refere ao lacrimejamento aumentado e 4 hiperemia
Otica, estes foram descritos como sinais caracteristicos da uveite causada pela leptospira

(GELLAT, 2003).



No momento do exame clinico dos animais ndo foi constatada a ocorréncia de febre,
depressdo, anorexia ou alteragdes neurologicas, mas em diferentes estudos tais sinais foram
descritos, estando geralmente associadas a surtos agudos da infeccdo (WILLIAMS, 1968; VAN
DEN INGH et al. 1989; DIVERS et al. 1992; HONG et al. 1993; HUNTER; HERR 1994;
CARVALHO et al. 2006).

Apenas quatro (4,4%) animais sororeativos para leptospirose se apresentaram letargicos, e
este achado ndo apresentou significancia em relagdo a sororeatividade. Tal achado ndo parece ser
freqiiente, e foi relatada por Divers et al. (1992) em um garanhdo puro sangue inglés com
diagnostico de leptospirose aguda.

Tanto a claudicagdo como a diarrédia ndo apresentaram significAncia nos animais
sororeativos, o que corrobora os achados da literatura, visto que ndo se encontram relatos na
literatura relacionando tais sinais a leptospirose. J4 a queda do desempenho atlético foi uma das
principais queixas, quando se trata de animais de competi¢do. Todos os animais que apresentaram
queda do desempenho apresentaram alguma alteracdo clinica compativel com a leptospirose.

Existem varias especulagdes sobre os fatores etioldgicos da HPIE no eqiiino atleta, e uma
variedade de fatores tém sido sugeridas como causadores ou influenciadores. Dos animais
estudados 16 (20,2%) dos animais sororeativos apresentaram HPIE, assim como 10 (11,1%) dos
equinos soronegativos para leptospirose. A HPIE ¢ bastante comum em equinos de esporte, visto
que relatos indicam que 75 a 90 % dos cavalos de corrida da raga Puro Sangue Inglés apresentam
tal alteracdo, em diferentes graus de sangramento, pelo menos em algum momento da vida
(EPPINGER, 1990).

Considerando-se o grau da HPIE nos 16 animais sororeativos ao serovar Copenhageni, 11
(68,7%) apresentaram grau 4, sendo que sete (43,7%) destes animais apresentaram aumento do
grau da HPIE e epistaxe mesmo apds exercicio leve. Devido a existéncia de outras causas de
epistaxe, o exame endoscopico das vias aéreas garante o diagnostico definitivo. O exame ¢
melhor realizado entre 30 a 90 minutos apos o exercicio (SWEENEY;REILLY, 2001). De acordo
com Maroto et al. (1999) uma das manifestagdes hemorragicas mais comumente observadas em
humanos com leptospirose ¢ a epistaxe. Apesar da ocorréncia de hemorragia pulmonar,
verificada pela broncoscopia, ndo foi constatado desconforto respiratdrio nos animais. Tal

manifestacdo ¢ pouco frequentemente associada & leptospirose, embora Van den Ingh et al.



(1989) tenham relatado a morte de 12 potros com pneumonia hemorragica associada a
leptospirose.

Dentre os 37 animais submetidos & antibioticoterapia especifica, verificou-se que estes
apresentaram apds o tratamento melhora significativa nos pardmetros clinicos. Pinna et al. (2007)
também observaram declinio na ocorréncia de alteragdes reprodutivas como abortamentos, morte
embriondria e neonatal associadas 4 leptospirose apos a introducdo de antibioticoterapia
especifica (dihidroestreptomicina 25mg/Kg PV em dose unica). Segundo Gerritsen et al. (1994)
o tratamento dos animais infectados € importante, pois elimina o portador renal, diminuindo a
fonte de infecgdo e conseqiientemente a exposi¢ao de animais ndo infectados com o agente.

O uso da associacdo de penicilina com estreptomicina na dosagem tnica de 25 mg/kg foi
suficiente para controle da doenga. Com o tratamento os animais melhoraram seu desempenho
atlético e os prejuizos econdmicos causados pela leptospirose foram consideravelmente
reduzidos. Com o tratamento, 0s animais voltaram a se alimentar normalmente tendo um aumento
de peso significativo médio de 10 kg, tendo mostrado estado geral mais saudavel, com pélos
brilhantes e estado mais ativo.

Em relagdo a hemorragia pulmonar, sete (43,7%) cavalos apresentaram aumento do grau
da HPIE mesmo apds exercicio leve. Acredita-se que a fisiopatogenia da HPIE em equinos esteja
associada a um aumento da pressdo arterial pulmonar. Assim, a alta pressdo vascular pulmonar
verificada durante o exercicio fisico, combinada com o aumento do esforco inspiratdrio,
acarretaria a faléncia por estresse dos capilares pulmonares levando a HPIE (MANOHAR;
GOETZ, 1999). Oikawa (1999) sugere que a intensidade do exercicio ¢ um fator importante na
patogénese da HPIE. Apos o tratamento especifico da leptospirose, verificou-se uma diminui¢io
significativa no grau da hemorragia. Desta forma, sugere-se que o aumento do sangramento teria
sido influenciado pela doenga uma vez que a lesao tecidual primordial da leptospirose parece ser
a lesdo endotelial, levando a fragilidade capilar, vasculite e consequentes hemorragias nos tecidos

(AREAN, 1962).



7 CONCLUSAO

Conclui-se que, em animais sororeativos para serovar Compenhageni com sintomatologia
clinica, a presenga de aglutininas anti-leptospiras observadas por meio do teste de
soroaglutinagdo microscopica foi conclusiva para o diagndstico da doenga, além de alertar para o
risco iminente de perdas econOmicas bastantes significativas, somando-se a gravidade de um
problema de Saude Publica.

Todos os animais com queda no desempenho atlético apresentaram alguma alteragdo
clinica compativel com a leptospirose.

Sugere-se que a leptospirose interfira no aumento do grau da HPIE, estudos focados na
interacdo das duas enfermidades devem ser desenvolvidos para melhor esclarecimento das
alteracdes ocorridas nos individuos.

Os animais que foram tratados com antibiticoterapia melhoraram a saude e o rendimento

apds tratamento.
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