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Resumo

Diniz, Juliana Alcoforado. Caracterizagdo da viruléncia de uma cepa de
Leptospira borgpetersenii sorogrupo Ballum em hamster. 2010. 55f. Monografia
(Graduagdo) — Bacharelado em Ciéncias Biolégicas. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A leptospirose ocorre em todo o planeta em humanos e animais, sendo considerada
uma das zoonoses mais importantes no mundo. Recentemente, 0 nosso grupo de
pesquisa relatou o isolamento, a caracterizacdo soroldgica e molecular de quatro
cepas de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum, obtidas de camundongos (Mus musculus)
capturados em uma residéncia localizada nas proximidades do campus da UFPel.
Neste trabalho, utilizou-se uma dessas cepas (cepa 4E) para reproduzir a
leptospirose experimental em hamsters sirios capa dourada (Mesocricetus auratus),
um modelo animal suscetivel a doenca, avaliando-se as manifestacées clinicas e os
achados histopatoldgicos da doenga, além de padronizar a dose letal 50% (LD50).
Grupos de hamsters com nove semanas de idade foram pareados por sexo, sendo
inoculados com diluigdes seriadas da bactéria (10° a 10%, através da via
intraperitonial. A avaliagdo clinica diaria foi realizada nos animais de todos os
grupos, sendo que a coleta de rins, figado e pulmdes foi realizada nos Obitos e
naqueles que sobreviveram até o final do experimento processando-os para a
posterior andlise histopatolégica. As manifestagbes clinicas da doenca foram
caracterizadas pela presenca de sinais clinicos entre os dias 4 e 10 apds a
inoculacao, induzindo letalidade no modelo animal com um inéculo menor do que 10
leptospiras para ambos os sexos. As andlises histopatolégicas mostraram lesdes
tipicamente encontradas na leptospirose severa, caracterizadas pela presenga de
ictericia, hemorragia pulmonar e glomerulopatia. Conclui-se que a cepa 4E pode ser
utiizada em estudos futuros, especialmente na avaliagdo da protecdo cruzada
induzida por vacinas recombinantes contra a leptospirose.

Palavras-chave: Leptospirose. Hamster. Doenga negligenciada. Modelo vacinal.



Abstract

Diniz, Juliana Alcoforado. Caracterizagdo da viruléncia de uma cepa de
Leptospira borgpetersenii sorogrupo Ballum em hamster. 2010. 55f. Monografia
(Graduacao) — Bacharelado em Ciéncias Biologicas. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis occurs throughout the world in man and animals, it is considered one of
the most important zoonosis of the planet. Recently, our group reported the isolation
and characterization of four L. borgpetersenii serogroup Ballum strains, obtained from
mice (Mus musculus) captured in the surroundings of the UFPel. In the present work,
one of these strains (strain 4E) was used to reproduce experimental leptospirosis in
golden syrian hamsters (Mesocricetus auratus), a susceptible animal model for the
disease. Clinical parameters and pathological findings were evaluated and the lethal
dose 50% (LD50) was calculated. Groups of nine week old hamsters were paired by
gender and inoculated with serial dilutions of the bacteria (10° a 10% through the
intraperitoneal route (IP). Daly clinical evaluations were performed in all animals.
Organ tissue was harvested when animals died, or at the end of the experiment
when all surviving animals were euthanized. Tissue samples were processed for
histopathological analyses. Clinical manifestations of the disease occurred mainly
from the fourth to the tenth day post infection (d.p.i.). Strain 4E induced lethality with
less than 10 leptospires for male and females. Histopathological analyses revealed
lesions typically found in severe leptospirosis. This strain is now fully characterized
and can now be used in future studies.

Keywords: Leptospirosis. Mouse-derived strain. Neglected disease. Vaccine model.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose ocorre em todo o mundo em humanos e animais (WHO, 2003).
Os seres humanos e os animais infectam-se, principalmente, através do contato
direto ou indireto com a urina de animais doentes (FAINE, 1999). Esta importante
zoonose é caracterizada por um amplo espectro de manifestacdes clinicas, desde
infeccdo subclinica ou inaparente, até as formas mais graves da enfermidade como
a Sindrome de Weil (BHARTI, 2003) e a Sindrome da hemorragia pulmonar severa
(GOUVEIA, 2008).

Similar a doenga em humanos (AREAN, 1962; BRITO, 1966), a leptospirose
em hamsters é aguda, com lesbGes proeminentes nos rins, figado e pulmdes.
Achados como a nefrite intersticial, que resulta em dano agudo e crénico nos rins,
bem como a perda da fungéo renal, além de hemorragia pulmonar severa, foram
relatados em hamsters, incluindo também infeccbes com sorovares
Icterohaemorrhagiae e Canicola (MILLER 1974; SILVA, 2008), Pomona (SANGER,
1961) e Hardjo (BADIOLA, 1983).

Assim como ocorre com L. interrogans, a infecgdo experimental com L. noguchii €
L. kirschneri geralmente acarreta num curso fatal (BARNETT, 1999; SILVA, 2008).
Recentemente, um estudo visou a caracterizagdo da viruléncia e a padronizacdo da
DL50 com isolados brasileiros, demonstrando que o hamster € um modelo
experimental ideal para o estudo de vacinas contra a doenca, devido a sua
susceptibilidade a uma ampla gama de cepas patogénicas e pela reproducdo das
formas graves da leptospirose (SILVA, 2008). Apesar disso, estudos experimentais

sobre o curso clinico da doenca e sobre a analise histopatoldgica para 0 sorogrupo
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Ballum em hamsters sdo escassos (FAINE, 1999), apesar do surgimento desse

sorogrupo como uma causa importante de doenca no mundo (SLACK, 2006).

A L. borgpetersenii sorogrupo Ballum cepa 4E foi recentemente isolada do
ecossistema local, nas proximidades do campus Capao do Ledo, da UFPel. Esta
cepa foi isolada e caracterizada por técnicas sorologicas e moleculares pelo nosso
grupo de pesquisa (SILVA, 2010).

Neste contexto, realizou-se o presente trabalho com o intuito de caracterizar a
viruléncia e determinar a DL50 da cepa 4E de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum em
hamster. O desafio com esta cepa, agora padronizada, pode ser utilizada em
desenvolvimento de novas vacinas heterdlogas, estudos de viruléncia comparativa e

diagndstico.
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1.1. Objetivos:

Geral

Utilizar a cepa 4E de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum para reproduzir a
leptospirose experimental em hamsters sirios capa dourada (Mesocricetus auratus),

um modelo suscetivel para a leptospirose.

Especificos

e Cultivar in vitro a cepa 4E de L. borgpetersenii

e Testar a viruléncia de uma cepa de L. borgpetersenii em hamsters;

¢ Realizar a avaliagdo clinica dos animais durante o periodo do experimento;

e Determinar a DL50 para hamsters com a cepa 4E de L. borgpetersenii;

e Avaliar, através da técnica de HE, as lesbes encontradas nos rins, figados e

pulmdes dos hamsters inoculados com cada uma das dilui¢des;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leptospirose: uma zoonose de distribuicdo mundial

A leptospirose é a zoonose de maior disseminagdo em todo o mundo, estando
presente em todos os continentes, exceto na Antartida (FAINE, 1999). Segundo a
organizagdo mundial da saude, mais de 500.000 casos da forma grave da
leptospirose sdo notificados em cada ano, com taxas de mortalidade superior a 10%
(WHO, 1999; KO, 2009). Existem evidéncias de que praticamente todas as espécies
de mamiferos sdo hospedeiros suscetiveis a essa doenca, que tem como agente

etiologico as bactérias do género Leptospira spp (ADLER, 2009).

As leptospiras sdo espiroquetas que pertencem a familia Leptospiraceae,
ordem Spirochaetales. Essas bactérias apresentam cerca de 0,1 um de didmetro por
6-20 pm de comprimento e podem ser distinguidas de outras espiroguetas, com
base em suas extremidades Unicas em forma de gancho ou ponto de interrogacao,
(LI, 2000) conforme ilustrado na fig 1. Nesse género, estdo compreendidas espécies
saprofitas e patogénicas, sendo as saprofitas, organismos de vida livre encontrado
na dgua e no solo e, que ao contrario das patogénicas, ndo colonizam o hospedeiro
(FAINE, 1999).

Yasuda e colaboradores em 1987 demonstraram pela hibridizagdo gendmica
DNA-DNA que as varias cepas de L. interrogans sensu lato ndo constitui uma, mas
pelo menos seis espécies diferentes e com base em experimentos de hibridizacdo
de DNA, um total de 20 espécies ja foram descritas no género Leptospira

(MATTHIAS, 2008). No entanto, a correlacdo entre os sistemas de classificagéo
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sorolégica e genotipica é pobre e um dado sorogrupo é frequentemente encontrada

em vérias espécies de Leptospira (BRENNER, 1999).

Figura 1: Estrutura helicoidal e com extremidade em forma de gancho da espiroqueta

do género Leptospira sp.

Na década passada, a leptospirose era considerada, principalmente, uma
doenca ocupacional, associada a atividades como a mineragao, cultivo de arroz,
manutenc¢do de esgoto e criagdo e abate de gado; tendo os veterinarios, juntamente
com os agricultores, os magarefes, os cuidadores e pesquisadores de animais e
trabalhadores do sistema de esgoto como o principal grupo de risco. Contudo, tais
riscos profissionais tem diminuido desde que medidas de protecdo foram
implementadas (CAMPAGNOLO, 2000).

Em paises desenvolvidos, as atividades recreativas, tais como natagdo em
lagos e rios, canoagem, trilhas, caga, e cada vez mais, viagens de aventura e
competicdes de esportes nauticos, também estdo associadas a transmissdo da
leptospirose (HAAKE, 2002). Além disso, a enfermidade também acomete as
pessoas que durante as atividades diarias mantém contato com caes ou outros
animais domésticos em areas com a presenca de roedores (RUSSEL, 2003). Ja em
paises em desenvolvimento, essa doenca apresenta carater endémico, no qual
muitos casos ocorrem em associa¢gao com condigdes de vida em favelas urbanas, as

quais possuem precarias condicbes de saneamento basico e favorecem a
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transmissao da bactéria através da urina dos roedores que residem nos espacos

peridomiciliares, principalmente em periodos de enchentes (KO, 1999; REIS, 2008).

A incidéncia da infeccdo € maior em paises com temperatura elevada do que
em regides temperadas, isso se deve tanto ao longo periodo de sobrevivéncia da
bactéria em ambientes quentes e Umidos, quanto a maior oportunidade para a
exposicdo humana e animal. Em regides temperadas, a incidéncia de leptospirose é
sazonal com picos no verdo e no outono onde a temperatura é um fator limitante
para a sobrevivéncia da bactéria; e jA& nas regides quentes, ocorre durante as
estacdes chuvosas, pois a rapida dissecacdo impediria a sobrevivéncia do micro-
organismo no ambiente (LEVETT, 2001).

Os sinais clinicos da doenca s@o bastante varidveis; na maioria dos casos
sdo, provavelmente, inaparentes e associados com sorovares adaptados aos
hospedeiros. Podemos citar como exemplo, Canicola em cées, Bratislava em
equinos e suinos, Hardjo em bovinos e Pomona em suinos (ANDRE-FONTAINE,
2006). Outras espécies como camundongos (Mus musculus) e ratos (Rattus rattus)
servem como reservatorios para os sorovares Ballum e Icterohaemorrhagiae, e
Copenhageni, respectivamente. Eles geralmente ndo apresentam sinais, mas alojam
leptospiras em seus rins, tornando-se uma importante fonte de infecgcdo para

humanos ou outros animais (BHART]I, 2003).

A leptospirose é uma doenca sistémica de humanos e animais domésticos,
sendo caracterizada por febre, insuficiéncia renal e hepatica, manifestacdes
pulmonares e disturbios reprodutivos. Em cées, na forma tipica pode se apresentar
com febre, ictericia, voémitos, diarréia, coagulagéo intravascular disseminada, uremia
causada por insuficiéncia renal, hemorragias e morte; além de quatro sindromes
identificadas: ictéricas, hemorragicas (doenca de Stuttgart) urémicas e reprodutivas
(aborto e filhotes prematuros ou fracos) (BOLIN, 1996). Em outros animais, tais
como: bovinos e suinos, sinais da leptospirose incluem problemas reprodutivos,
aborto, natimortos, mumificagédo fetal, leitbes ou bezerros fracos e agalaxia. Uma
manifestacdo cronica da leptospirose € comumente vista em equinos, como por
exemplo a uveite recorrente, que porém ndo é exclusiva desta espécie, podendo

também ser visto ocasionalmente em humanos (ROHRBACH, 2005).
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As leptospiras penetram no corpo através da pele desgastada ou lesionada,
ou ainda pela via conjuntiva. Essa doenca varia de assintomatica a fatal fulminante,
podendo ser confundida com outras doencas febris comuns, tais como dengue,
malaria, hepatite e gripe. A forma leve da doencga apresenta-se como auto-limitada,
caracterizada por febre, mialgia, cefaléia, anorexia, nausea, vomitos e dor abdominal
(ADLER, 2009). O segundo estagio da doenca pode apresentar meningite e
alteracdes oculares, sendo conhecida como leptospirose ictérica ou Sindrome de
Weil, a qual é caracterizada por febre, ictericia e azotenia, raramente leva a
insuficiéncia renal ou hepatica, hemorragia ou até a morte. Porém, a terapia de
suporte tem reduzido a mortalidade de 5 a 10% com esta forma da doenca
(LANGSTON, 2003). A Fig. 2 ilustra a cadeia epidemiologica da leptospirose,

destacando as principais manisfesta¢des clinicas da enfermidade em humanos.

Uveite

Meningite

Roedores, carreadores
assintomaticos (
Soloe dgua /
z -
/ .
Animais selvagens

Gado e animais domésticos

Miocardite
Sindrome da
hemaorragia

pulmonar
Severa

Disfungdo hepética

DisfuncBo renal

Figura 2: Ciclo de infeccdo da leptospirose e manifestacfes clinicas em humanos.
Fonte: KO, 2009

A fase crbnica da infeccdo é caracterizada pela presenca de anticorpos e de
leptospiruria  (WHO, 2003). Neste momento a infecgcdo renal € observada,
principalmente dentro dos tabulos contorcidos proximais, onde 0s micro-organismos
podem sobreviver (BHARTI, 2003). Os sinais clinicos apresentados pelo hospedeiro
infectado dependem da é&rea afetada e da extensdo das lesfes causadas pela
disseminacéo das leptospiras (NALLY, 2006).
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As vacinas inativadas e atenuadas tém sido relatadas por mais de 50 anos.
Algumas vacinas inativadas ou atenuadas de leptospirose foram testados com
sucesso em bovinos e caes. Apesar dos esforcos de muitos grupos de pesquisa em
todo o mundo, atualmente ndo ha vacinas para uma eficiente prevencdo de
leptospirose em humanos (THONGBOONKERD, 2008).

As vacinas atualmente disponiveis sdo bacterinas (célula inteira morta) e
direcionam a resposta imune principalmente contra o LPS. Estas bacterinas néo
fornecem protecdo cruzada contra os diferentes sorovares de leptospiras
patogénicas (BHARTI, 2003). Desta forma, o desenvolvimento de uma vacina
eficiente contra leptospirose, com imunoprotecdo cruzada contra diferentes
sorovares, permanece um desafio, e por isso, os esfor¢os para o desenvolvimento

de vacinas recombinantes contra leptospirose (MATSUNAGA, 2002).



3 METODOLOGIA

3.1. Cultivo das leptospiras

As leptospiras foram cultivadas em meio liquido Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) (Difco-EUA) adicionado de 10% de suplemento comercial
(Difco-EUA), & 30 °C. A concentracdo das leptospiras para o experimento foi
determinada através da contagem na camara de Petroff-Hausser (Fisher Scientific)

em microscopia de campo escuro (FAINE, 1999).

A cepa 4E de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum foi isolada de um camundongo
(Mus musculus) capturado em uma residéncia nas proximidades do campus da
UFPel (SILVA, 2010). Esta cepa foi passada duas vezes em hamster e um lote de
aliquotas foi estocado a -70 °C. Antes de usar, aliquotas foram descongeladas e
passadas cinco vezes em meio liquido, através de repiques semanais. No momento
do experimento, as diluicdes seriadas foram preparadas em meio liquido EMJH,
partindo-se de 10° células.mL™, até a obtencdo das diluicdes contendo 10* a 10°
células.mL™, escolhidas para o experimento, de acordo com Silva e colaboradores
em 2008 (SILVA, 2008)(Anexo 1).

3.2. Hamsters

Para a execugdo do experimento foram usados hamsters (Mesocricetus
auratus) do Biotério Central/UFPel. Visando a manutencdo da saude e bem—estar
dos animais, as situacdes de estresse foram minimizadas ao maximo. Para isso, 0s

animais foram tratados de acordo com os Principios Eticos na Experimentag&o



19

Animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA/SBCAL). Este trabalho faz parte de um projeto que foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPel, processo n°
23110.004657/2010-84, o qual visa a construcéo e a avaliagdo de vacinas contra a
leptospirose. Além disso, o laboratério de Biologia Molecular (CDTec) possui

Certificado de Qualidade em Biosseguranca n°® 0081/98.

Todos os animais foram mantidos em microisoladores com as dimensdes de
49x34x16 cm, totalizando 1.666 cm?® (277 cm?), acima do espaco recomendado no
protocolo de Bem-Estar de hamster (COBEA). Os microisoladores com os animais
foram alojados em estantes ventiladas com umidade e ventilacdo controladas. O
programa de luz seguiu o recomendado, nédo sendo ofertado menos que oito horas
de escuro por dia. O fornecimento do alimento foi na forma de racéo peletizada na
propria grade da gaiola, num total de 8-12 g/hamster. As trocas das caixas com as

camas de maravalha foram realizadas durante trés vezes por semana.

3.3. Experimentos de Dose letal 50% (DL50)

Quarenta hamsters com nove semanas de idade, pareados por sexo, foram
inoculados através da via intraperitonial com as concentracbes de 10* a 10°
bactérias. Os hamsters foram inoculados intraperitonialmente com 1 mL de cada
uma das diluigbes. Durante o intervalo de tempo entre o aparecimento dos sintomas
e 0 Obito, todos os animais foram monitorados para a avaliagdo clinica, pelo menos
2 vezes por dia depois do desafio. Animais apresentando baixa na atividade,
evidéncia de hemorragia externa, desidratagdo, pélo ericado, perda de peso e
isolamento foram eutanaziados e os rins foram removidos e cultivados a 29 °C em
meio liquido EMJH. Animais que sobreviveram a infec¢cdo aguda foram eutanaziados
no vigésimo quinto dia apds o desafio para a coleta dos tecidos a fim de determinar
infeccdes subletais. Depois disso, a DL50 foi calculada pela férmula de Reed e
Muench (1938).
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3.4. Amostras Teciduais

Amostras de rins, pulmbes e figado de dois hamsters sadios (animais
utilizados como controle) e dos 40 hamsters de cada uma das diluicbes (doentes e
sobreviventes eutanasiados), foram removidas e colocadas em formol tamponado,
para a conservacdo do material histolégico imediatamente apds a sua remocéao,
permanendo no formol por no méximo 24 horas. Em colaboracdo com o
Departamento de Patologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas, os fragmentos dos orgdos foram fixados em blocos de parafina.
Posteriormente, os blocos foram cortados em sec¢cdes de tecido de 3-4 uym e

colocados em laminas previamente silanizadas.

3.5. Coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE)

A técnica de coloracao histopatoldgica utilizando HE foi desenvolvida em parceria
com o Departamento de Patologia da Faculdade de Veterindria da UFPel. As
solugdes utilizadas estdo presentes no anexo 2. A técnica baseou-se num protocolo
para realizagéo da coloracdo, no qual o primeiro passo foi desparafinizar o material
histolégico com passagens em alcool e xilol, seguido por uma lavagem de 5 minutos
em agua corrente, apds corou-se o tecido com hematoxilina por aproximadamente 2
minutos seguido por mais uma lavagem de 10 minutos, sendo depois corado com
eosina por um minuto e ap6s passar por agua acética a 1% o corte histolégico foi
submetido a passagens em é&lcool absoluto e xilol, por fim a lamina foi montada em

balsamo do Canad4, para a posterior visualizagdo em microscopio.



4 RESULTADOS

Apos a infecgcdo, os animais foram observados diariamente nos periodos da
manhd e da tarde para a andlise dos sinais da doenca, durante um periodo de 25
dias. Os animais mortos e os moribundos que foram eutanaziados dos grupos de
infeccdo foram necropsiados, e os pulmdes, rins e figados foram retirados para

andlise microscopica.

Os primeiros sinais clinicos ocorreram 4 dias ap6s a inoculacdo (d.p.i),
evidenciando-se uma diminuicdo na ingestdo de comida e &agua pelos animais
inoculados com as diluicdes 10* e 10°. No dia 5, os animais das diluicdes 10* e 10°
j& apresentavam sinais de perda de peso e letargia, enquanto que 0s animais das
diluicées 10 e 10" apresentavam os mesmo sinais que caracterizaram o inicio da

doencga nos grupos de maior concentragdo da bactéria.

No dia 6 e no dia 7, observou-se que os animais do grupo 10* e 10°
apresentavam sinais de desidratagdo acentuada, apatia, isolamento, vocalizagéo e
tremores. Além disso, alguns animais apresentavam-se com sinais de choque
hipotérmico, evidenciando uma temperatura corporal baixa durante a palpacéo,

guando comparados com animais do grupo controle.

Enquanto isso, com o passar dos dias, os animais das demais dilui¢des (10 e
10'), apresentavam uma evolugdo clinica semelhante com a descrita para as
diluicdes 10* e 10°, porém mais lenta. Os animais do grupo 10° ndo aparentaram
qualguer um dos sinais evidenciados pelos grupos anteriores durante os 25 dias de

experimento.
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Assim, os primeiros Obitos ocorreram no oitavo dia, sendo que as fémeas
morreram entre o dia 9 e 14 apos a infeccdo, enquanto os machos morreram 8-18
d.p.i. Na Tab. 1, pode-se verificar a distribuicdo dos 6bitos de acordo com a diluicdo

e 0 sexo dos animais.

Tabela 1. Freqliéncia e dias para 6bito dos hamsters de acordo com a diluicdo e o sexo.

Concentragéo Sexo Dias para 0bito Letalidade(%)
. M 8,8,8,10 100
10 F 9,9,10,11 100
10° M 9,9,9,10 100
F 9,9,9,12 100
107 M 10,10,10,11 100
F 10,11,12,13 100
10 M 11,12,14,18 100
F 12,12,14 75
10° v _ °
F - 0

Nesse estudo, a cepa 4E de L. borgpetersenii produziu infecgdo letal em
hamsters machos e fémeas. Contudo, nove de 40 (22,5%) sobreviveram até o dia 25
pés-desafio. Assim, a DL50, que foi calculada utilizando-se a férmula de Reed e
Muench (1938), revelou uma dose de 6,81E+00, 4,22E+00 e 5,18E+00, para

fémeas, machos e geral, respectivamente, ou seja, inferior a 8 leptospiras.

As doses de 10* a 10 foram uniformemente letais, exceto uma Unica fémea
que recebeu a dose de 10" leptospiras sobreviveu até o final do experimento. Todos
os animais do grupo 10° sobreviveram depois de 25 d.p.i. e ndo apresentaram
alterag@es clinicas. Dessa forma, a variag@o entre dias para 6bito e doses pode ser

evidenciada nas curvas de sobrevivéncia para fémeas, machos e geral (Fig. 3).
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(A)

(B)

(©)

Figura 3. Curvas de sobrevivéncia dos animais no experimento, de acordo com cada uma

das diluicbes do antigeno e os dias de 6bito. (A) Geral; (B) fémeas; e (C) machos.
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Durante a necropsia evidenciou-se lesdes macroscopicas em graus variaveis
entre os animais infectados com diferentes doses, tais como ictericia, hemorragia

pulmonar e congestédo de 6rgdos como rins e intestinos (Fig. 4).

Figura 4. Achados macroscopicos representativos, em animais mortos e moribundos,

com hemorragia pulmonar e Ictericia leve e congestao de érgéos abdominais.

Com a utilizagcédo da técnica de coloragdo com HE, pode-se evidenciar que 0s
animais inoculados com diferentes diluicbes do antigeno durante o experimento,
apresentaram lesdes em graus que variaram de discretas a severas nos 0Orgaos

analisados.

As lesdes histopatoldgicas detectadas nos hamsters inoculados também
foram dependentes do inoculo. Na Fig. 5, € possivel observar a descricdo de
algumas dessas principais lesdes presentes nos tecidos dos oérgaos-alvo (rins,
figado e pulméo) de acordo com a diluicdo da bactéria e o sexo do animal. J& no
Apéndice 1, pode-se verificar a analise histopatoldgica realizada em todos animais

do experimento.

Como principais achados, os rins apresentaram graus em niveis moderados a
grave de congestdo e hemorragias; glomerulopatia com atrofia e deposicdo de
células, incluindo eosindfilos e heméacias. Além disso, evidenciou-se degeneracdo
tubular moderada a grave, além de necrose, presenca de cilindros hialinos e
vascuolizacdo. Os figados também apresentaram congestao e com hemorragia. Em
alguns animais, houve uma perda do arranjo estrutural dos corddes de hepatdcitos,
e mostrou uma leucocitose, principalmente neutréfilos e linfocitos, além de algumas
células mononucleares e neutréfilos nas areas do portal. Todos os grupos tiveram
hemorragia microscopica nos pulmdes, variando de grau leve a grave, com um

aumento do namero de neutréfilos nos capilares.
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Anélise Histopatoldgica 10° 10 10° 10° 10"
Sexo M{FIM FIMF M|F|M|F
Obitos 0/4|0/4 | 414|314 | 4l4| 414 | AlA) 414 | 4]4| 4/4
Rim
Sem alteragbes de significado patolégico 1/4|3/4
Congestéo e hemorragia
Discreta (+)
Moderada (++) 3/4 3/4\4/4\3/414/4|1/4|11/4|1/4|1/4
Severa (+++) 1/4 1/4 3/413/4|3/4|2/4
Moderado Infiltrado de células mononucleadas | 3/4 3/414/4)14/4|4/4|4/4)| 414 4/4|3/4
Lesdo praticamente difusa em todo o corte 3/4 3/4|4/4|414|4]14|4/4|4/4|4/4|3/4
histolégico
Vacuolizagdo das células epiteliais de alguns | 3/4 3/4|3/4|3/4|3/4|1/4 1/4|1/4
tibulos renais
Degeneracgéo e necrose tubular
Discreta (+)
Moderada (++) 1/4|3/413/4|3/4 1/411/4|1/4
Severa (+++) 2/4 1/411/414/4|3/4]13/4|2/4
Cilindros hialinos acometendo tubulos 3/413/4\4/4|4/4|4/4)|4/4|3/4|3/4
Glomérulos com presenca de contetdo 2/1411/4
eosinofilico e hemécias
Glomérulos atroficos 1/411/4)|4/4|3/4|14/4|3/4)|3/4|3/4
Figado
Congestéo e hemorragia
Discreta (+) 3/4|3/4|3/4|2/4|2/4]|1/4 4/4|2/4
Moderada (++) 1/4 1/4|\1/4|12/4|3/4|4/4|4/4 2/4
Severa (+++) 1/4
Degeneracgéo difusamente 4/4 | 3/4 1/4
Alguns hepatdcitos com nicleos aumentados | 3/4|3/4|4/4|3/4|3/4|4/4)|4/4|1/4|1/4|2/4
de tamanho
Area focal de hiperplasia linféide 1/4 214|214
Degeneracéo e necrose de hepatécitos 4/4\3/4|4/4| 414 414|414\ 4/4|4/4
Infiltrado misto de macréfagos 4/4\3/4| 414|314 414|414\ 4/4|4/4
Linfécitos e neutrofilos (perivascular) 4/4|3/4 |4/4|4/4\|4]14|4/4|3/4|414
Hepatdcitos fora do padréo de cordbes 1/4
Foliculo linfoide hiperplasico no espaco porta 1/4
Pulmdes
Edema, Congestdo e hemorragia
Discreta (+) 0/4(1/4|1/4|2/4|1/4 1/4 2/4\3/4
Moderada (++) 3/4|0/4|2/4|2/4|2/4|2/4|1/4|3/4|1/4
Severa (+++) 0/4|0/4|1/4\10/411/412/411/411/411/4|1/4
Sem alteragbes de significado patolégico 1/4|2/410/4|0/4
Les&o vascular com proliferacdo de 3/4|3/4 1/4|1/4
fibroblastos ao redor do vaso
Severa hemorragia e infiltrado (vasos ) 1/411/411/4 1/4|1/4
Les&o vascular com presenca de fibrina no 1/4
interior de alvéolos
Material autolizado 0/4|1/410/4|0/4 1/4

Figura 5: Andlise histopatolégica através da coloracdo de HE, de acordo com a diluicdo da

bactéria.




5 DiscussAo

Ensaios de caracterizagdo de viruléncia e determinacdo da DL50 sdo de
grande importancia para estudos sobre a patogénese da leptospirose, e
especialmente para os ensaios de vacinas. H4 um grande anseio da comunidade
cientifica em desenvolver vacinas contra a leptospirose com protecdo cruzada, que
podem aposentar as bacterinas (BRANGER, 2005; SONRIER, 2000; SEIXAS,
2007). Para avaliar a protecdo cruzada, cepas com testes desafios padronizados, de
diferentes espécies e sorotipos de Leptospira sdo necessarias, e poucas estio
disponiveis (SUEPAUL, 2010; FAISAL, 2008; CHANG, 2007; PALANIAPPAN, 2006).
Este trabalho tenta preencher essa lacuna descrevendo a patogenia e a DL50 de um
novo isolado de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum. Além disso, descrevendo novas

constatacdes para a dinAmica da patogénese da doenca em diferentes indculos.

A reproducdo experimental da leptospirose foi realizada com sucesso em
modelo animal usando a cepa 4E. Além disso, foi descrita uma padronizagédo de
teste desafio com dose letal (DL) para esta cepa. Em 2007, Silva e colaboradores
desenvolveram um estudo semelhante, usando diferentes cepas, 0 que permitiu a
realizacdo de vérios estudos, principalmente para avaliagio de novas vacinas
(SILVA, 2007; SEIXAS, 2007; FELIX, 2009). Este trabalho permite o
desenvolvimento de estudos relacionados a testes de vacina com protecao

homologa e heter6loga bem como estudos comparados da patogénese e viruléncia
de Leptospira,

No presente trabalho, obteve-se uma DL50 de 5,18 leptospiras para L.
borgpetersenii sorogrupo Ballum. A viruléncia desta cepa, por apresentar uma baixa
dose letal se assemelha a de L. interrogans sorovar canicola cepa Kito (2,7 leptospiras)

e L. noguchi sorovar Autumnalis cepa Bonito (3 leptospiras) (SILVA, 2008). A DL50
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para L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 (amplamente utilizada em estudos de biologia
molecular e testes de vacinas) € de aproximadamente 80 leptospiras (SEIXAS,
SILVA, 2007). Cepas altamente virulentas e com baixas doses letais sdo desejaveis

para a utilizagdo em testes de vacinas.

A cepa 4E produziu a maioria dos sinais clinicos classicos e patolégicos da
leptospirose, incluindo hemorragia pulmonar, ictericia e rins congestos escuros.
Microscopicamente, foi observado nos rins, congestdo, hemorragia, degeneragao
tubular e necrose, além de atrofia glomerular; no figado, congestdo, hemorragia,
degeneragdo dos hepatdcitos e necrose. Nos pulmdes observou-se congestdo e
hemorragia como descrito anteriormente (KO, 2009; ADLER & MONTEZUMA, 2010).
Além disso, a cepa 4E produziu hemorragia pulmonar, associada a sindrome de
leptospirose pulmonar aguda, a forma mais grave da leptospirose (TREVEJO, 1998;
NALLY, 2005).

Esses achados patoldgicos revelam novas perspectivas para a patogénese da
doenca quando comparadas doses altas e baixas no desafio. Os animais que foram
a oObito ao final do experimento desenvolveram menos ictericia e apresentaram
maior quantidade de hemorragia pulmonar macroscépica do que os animais que
morreram logo apos o desafio (8-9 d.p.i.). Isso pode indicar que os pulmdes séo
colonizados mais tardiamente do que rins e figado. Como altas doses no desafio
matam antes que a colonizacdo do pulmdo seja concretizada, esses resultados
fortalecem as teorias de que altas doses de leptospiras tornam o modelo
experimental pobre (KO, 2009). Outros resultados dadas as peculiaridades desta
cepa, foram semelhantes aos descritos por Silva e colaboradores (2007).

Este trabalho descreveu com sucesso a DL50 e patogénese de Leptospira
borgpetersenii sorogrupo Ballum cepa 4E. O experimento de desafio aqui padronizado
pode ser usado em estudos futuros, especialmente em ensaios de vacinas

de protegéo cruzada.



6 CONCLUSOES

Concluimos que a cepa 4E de L. borgpetersenii sorogrupo Ballum reproduz em
hamsters, a leptospirose grave e fatal.

As lesbes encontradas nos hamsters revelam que a cepa reproduz
experimentalmente a doenga, com graus varidveis de manifestacdes clinicas e
patolégicas de acordo com o inéculo, assim como € encontrado na leptospirose em
humanos e animais.

O resultado da padronizacdo da DL50 desta cepa em hamster permite que ela
possa ser utilizada em ensaios que visam o testar vacinas contra a leptospirose.
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Apéndice

Dados brutos sobre os achados macro e microscopicos do érgaos dos
animais inoculados com diferentes concentracdes do antigeno.

ANIMAL ALTERACOES PATOLOGICAS

105F08AE1 | Macroscopicas

Pulmdes: Sem hemorragia pulmonar (HP)
Figado: Ictericia ++

Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmdes: pequena area focal de edema e congestdo com discreto
infiltrado de células polimorfonucleadas.

Figado: congestdo e hemorragia difusa, degeneragéo (vacuolizagéo
dos hepatdcitos) e necrose de varios corddes de hepatdcitos.

Rins: degeneragéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia, moderado infiltrado de células mononucleadas.

105F08BE1 | Macroscopicas

Pulmdes: HP +++

Figado: Ictericia +++

Rins: Escuros, muito desidratados

Pulmdes: pequena area focal de edema e congestdo com discreto
infitrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia difusa, degeneragéo (vacuolizagéo
dos hepatdécitos) e necrose de véarios cordbes de hepatdcitos,
infiltrado misto de macrofagos e linfécitos.

Rins: degeneragéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas.

105F08CE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmdes: &rea focalmente extensiva com edema e congestdo com
moderado infiltrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia difusa, degeneragéo (vacuolizag&o
dos hepatdécitos) e necrose de véarios cordbes de hepatdcitos,
infiltrado misto de macréfagos e linfocitos. Também se observou um
foliculo linféide hiperpléasico no espago porta.

Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas;
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico.

105MO08AE1 | Macroscépicas
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Pulmbes HP++,
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmdes: area focalmente extensiva a difusa de edema e congestéo
com infitrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatdcitos + discreta) e necrose de alguns de
hepatdcitos, infiltrado misto de macroéfagos, linfocitos e neutréfilos
principalmente perivascular.

Rins: degeneragdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas;
les&o praticamente difusa em todo o corte histolégico.

104MO8BAE1 | Macroscépicas
Pulmdes HP+++,
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros, muito desidratados
HE (Microscépicos)
Pulm@es: area focalmente extensiva de edema e congestdo com
infitrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracéo
(vacuolizacédo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos, infiltrado misto de macréfagos, linfécitos e neutréfilos
principalmente perivascular.
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células

104MO0O8BE1 | Macroscopicas
Pulmdes Sem HP
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmdes: edema e congestdo difuso com infitrado de células
polimorfonucleadas e mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos principalmente centrolobular, infitrado misto de
macrofagos, linfécitos e neutrdéfilos principalmente perivascular.
Rins: degeneragdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos, lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; alguns glomérulos atroficos.

104MO8CEL1 | Macroscopicas

Pulmbes HP++,
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Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmdes: éarea focalmente extensiva com edema e congestdo e
hemorragia com moderado infiltrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia difusa discreta, degeneracéo
(vacuolizacdo do citoplasma dos hepatdcitos, alguns com nacleo
bastante aumentado) e necrose de vérios cordfes de hepatdcitos,
infiltrado misto de macréfagos e linfocitos. Também se observou um
foliculo linféide hiperpléasico no espago porta.

Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas;
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos.

104F09AE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmdes: edema e congestdo difuso com infitrado de células
polimorfonucleadas e mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos principalmente centrolobular, infitrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrodfilos  discreto  principalmente
perivascular.
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos, lesdo praticamente difusa em todo o corte
histologico; alguns glomérulos atréficos.

104F09BE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulm@es: edema e congestédo difuso discreto, com infiltrado discreto
de células polimorfonucleadas e mononucleadas principalmente no
intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos principalmente centrolobular, infitrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrofilos  discreto  principalmente
perivascular.
Rins: ndo tem material

103F09AE1 | Macroscopicas
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Pulmbdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema e congestdo moderado difuso com infiltrado de
células polimorfonucleadas e mononucleadas principalmente no
intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacédo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos principalmente centrolobular, infitrado misto de
macrofagos, linfécitos e neutrdéfilos principalmente perivascular.

Rins: degeneracdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos, lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; alguns glomérulos atroficos.

103F09BE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema e congestdo moderado focalmente difuso com
infitrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos aleatérios no parénquima, infiltrado misto de
macrofagos, linfécitos e neutrdéfilos principalmente perivascular.
Rins: degeneracdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos, lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; alguns glomérulos atroficos.

103F09CE1 | Macroscopicas

Pulmbdes: Sem HP
Figado: Ictericia +++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa focalmente
extensiva com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatdcitos + discreta) e necrose de alguns
de hepatdcitos principalmente centrolobular, infitrado misto de
macrofagos, linfécitos e neutrdéfilos principalmente perivascular.

Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
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lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos, lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; alguns glomérulos atroficos.

103MO09AE1 | Macroscépicas
Pulmdes: HP+
Figado: Ictericia +
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestdo moderada, degeneragdo (vacuolizagéo fina dos
hepatdcitos + discreta) e necrose de alguns de hepatécitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos acometendo grande numero de tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

103MO09BE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Ictericia +
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia discreta a moderada
multifocal a coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
e mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho (leséo
hepatica mais grave que o animal anterior)
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos acometendo grande numero de tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

103MO09CEL1 | Macroscopicas

Pulmbes: HP+++
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas e
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mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
presenca de fibrina no interior de alvéolos. Severa hemorragia e
infiltrado ao redor de vasos.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneragdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histoldgico; presenca de
cilindros hialinos acometendo grande numero de tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

105M10BE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Sem ictericia
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagdo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso. Severa hemorragia e infiltrado ao redor de vasos.
Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo alguns tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

104M10DE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia +
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagdo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso. Severa hemorragia e infiltrado ao redor de vasos.
Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracdo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macroéfagos, linfocitos e neutréfilos principalmente perivascular.
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Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneracao e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo alguns tubulos; alguns
glomérulos atrdficos.

104F10CE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
(Neutrofilos) predominantemente, e mononucleadas principalmente
no intersticio; lesdo vascular com proliferacdo de fibroblastos ao
redor dando aspecto edematoso ao redor do vaso. Severa
hemorragia e infiltrado ao redor de vasos.
Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.
103M10DEL1 | Macroscépicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmd&es: N&o tinha material.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragdo (vacuolizagdo) e necrose tubular moderada a
severa, congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos.
102M10AE1 | Macroscopicas

Pulmbes: HP++
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Figado: Ictericia +
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia discreta a moderada
multifocal a coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
e mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatdcitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepatdcitos com nudcleos aumentados de tamanho. Também chama
atencdo os hepatdcitos estarem bem desorganizados, perdendo o
padréo de corddes.

Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.

102M10BE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia ++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso.
Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatécitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutrofilos principalmente perivascular. Foco de
hiperplasia linféide. Alguns hepatdcitos com nucleos aumentados de
tamanho.
Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.
102M10CE1 | Macroscopicas

Pulmbes: HP++
Figado: Ictericia +
Rins: Escuros
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HE (Microscépicos)

Pulmbes: congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso.

Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatdcitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepat6citos com nicleos aumentados de tamanho. Areas focais de
hiperplasia linféide.

Rins: degeneracéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.

102F10AE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Sem ictericia
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado principalmente de linfécitos a
nivel perivascular. Alguns hepatécitos com ndcleos aumentados de
tamanho.
Rins: degeneracéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.
105M11CE1 | Macroscoépicas

Pulmbes: HP++
Figado: Ictericia++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; Severa hemorragia,
com formacé&o de trombos hemorragicos.
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Figado: congestdo e hemorragia severa, degeneracdo (vacuolizacdo
fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente  centrolobular, marcado infitrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneragdo e necrose tubular moderada, congestédo e
hemorragia discreta a moderada, intenso infiltrado principalmente de
células polimormonucleadas principalmente na pélvis renal
(pielonefrite supurativa grave) e presenca de alguns cilindros hialinos
dispersos pelo parénquima.

104F11DE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia+
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia discreta a moderada
multifocal a coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
e mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia moderada a severa, degeneracao
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos acometendo grande numero de tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

102M11DE1 | Macroscoépicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio. Severa hemorragia ao
redor de vasos.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatdcitos) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragcdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histolégico; presenca de
cilindros hialinos acometendo grande numero de tubulos; alguns
glomérulos atréficos.

102F11BE1 | Macroscoépicas
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Pulmbes: HP+++
Figado: Ictericia+
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatdcitos) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneracdo e necrose tubular bem moderada a severa,
congestédo e hemorragia moderada a severa, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; presenca de cilindros hialinos acometendo grande
ndmero de tdbulos; alguns glomérulos atroéficos.

101M11AE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia+
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
presenca de fibrina no interior de alvéolos. Severa hemorragia e
infiltrado ao redor de vasos.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneracdo e necrose tubular bem severa, congestdo e
hemorragia severa, moderado infiltrado de células mononucleadas
lesdo praticamente difusa em todo o corte histoldgico; presenga de
alguns cilindros hialinos; vacuolizacdo do epitélio tubular; alguns
glomérulos contendo no interior acimulo de contetdo eosinofilico e
com presenca de hemécias.

103F12DE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema discreto, congestdo e hemorragia moderada
multifocal a coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
e mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracdo
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(vacuolizacdo fina dos hepatdcitos) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular ou isolados, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatdécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneragéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada a severa, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; presenca de cilindros hialinos acometendo alguns
ndmero de tubulos.

102F12CE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia+
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia severa multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso. Severa hemorragia e infiltrado ao redor de vasos.
Figado: congestdo e hemorragia moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo grande numero de
tibulos.

101M12BE1 | Macroscoépicas

Pulmdes: HP+
Figado: Ictericia+
Rins: Com manchas pretas

HE (Microscépicos)

Pulmbes: edema, congestdo e hemorragia discreta a moderada
multifocal a coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas
e mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracdo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrdfilos principalmente perivascular.
Alguns hepatécitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneracdo e necrose tubular severa, congestdo e
hemorragia moderada a severa, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo grande numero de
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tubulos; alguns glomérulos atroficos.

101F12AE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia+
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulmdes: edema, congestdo discreta a moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.
Figado: congestao e hemorragia severa, degeneracdo (vacuolizacdo
fina dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfécitos e neutrofilos evidentes principalmente perivascular. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo alguns tibulos.
101F12BE1 | Macroscopicas
Pulmdes: HP++
Figado: Ictericia++
Rins: Escuros
HE (Microscépicos)
PulmGes: discreto edema e congestdo multifocal a coalescente com
infitrado de células polimorfonucleadas e mononucleadas
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo e hemorragia discreta, degeneracdo
(vacuolizacdo fina dos hepatocitos + discreta) e necrose de
hepatdcitos  principalmente  centrolobular, infiltrado misto de
macrofagos, linfocitos e neutrofilos principalmente perivascular
discreto. Hiperplasia linfatica no espago porta.
Rins: degeneragédo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo alguns tubulos; alguns
glomérulos atrdficos.
102F13DE1 | Macroscopicas

Pulmbdes: Sem HP
Figado: Ictericia+++
Rins: Escuros

HE (Microscépicos)

Pulmbes: congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio; lesdo vascular com
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proliferagéo de fibroblastos ao redor dando aspecto edematoso ao
redor do vaso.

Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneragcdo e necrose tubular severa, congestdo e
hemorragia moderada a severa, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizacdo das células epiteliais dos tubulos renais,
presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos; alguns
glomérulos atréficos, caracterizando uma necrose severa.

101M14CE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia+++
Rins: Normais

HE (Microscépicos)

Pulmd&es: congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas (neutréfilos
principalmente) e mononucleadas difusamente no parénquima.
Figado: congestédo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacao dos hepatdcitos + discreta) e necrose de hepatocitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macrofagos,
linfocitos e neutrofilos principalmente perivascular. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: degeneracéo e necrose tubular moderada a severa, congestao
e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos;
glomérulos com presenca de contetddo eosinofilico também no
interior da capsula e em alguns apresentando também grande
acumulo de hemacias no interior.

101F14CE1

Macroscopicas
Pulmdes: HP+++
Figado: Ictericia++
Rins: Normais

HE (Microscépicos)

Pulmbes: congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infitrado de células polimorfonucleadas e
mononucleadas principalmente no intersticio.

Figado: congestdo e hemorragia discreta a moderada, degeneracéo
(vacuolizacdo dos hepatécitos + discreta) e necrose de hepatdcitos
principalmente centrolobular, infiltrado misto de macréfagos,
linfocitos e neutréfilos  principalmente  perivascular.  Alguns
hepat6citos com nicleos aumentados de tamanho. Areas focais de
hiperplasia linféide principalmente no espago porta.

Rins: degeneracdo e necrose tubular moderada a severa, congestao




48

e hemorragia moderada, moderado infiltrado de células
mononucleadas lesdo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; presenca de cilindros hialinos acometendo tubulos;
glomérulos com presenca de conteudo eosinofilico também no
interior da capsula e em alguns apresentando também grande
acumulo de hemacias no interior.

101M18DE1 | Macroscoépicas
Pulmdes: HP+
Figado: Ictericia+
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulmbes: congestdo e hemorragia moderada multifocal a
coalescente com infiltrado de células polimorfonucleadas (neutrofilos
principalmente) e mononucleadas distribuidos difusamente por todo
0 parénquima (Pneumonia). Figado: parece material estar em
autdlise, mas pode observar ainda congestdo e hemorragia discreta
a moderada, degeneracgdo (vacuolizacdo dos hepatdcitos + discreta)
e necrose de hepatécitos principalmente centrolobular, infiltrado
misto de macrofagos, linfécitos e neutréfilos principalmente
perivascular. Alguns hepatécitos com ndcleos aumentados de
tamanho.
Rins: em autdlise, mas observa-se ainda congestdo e hemorragia
moderada; vacuolizagdo das células epiteliais dos tubulos renais.
105M25DE1 | Macroscoépicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Inchados
HE (Microscépicos)
Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macréfagos)
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo moderada, degeneracdo (vacuolizacdo do
citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns hepatdcitos
com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizag@o discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.
105F25DE1 | Macroscopicas

Pulmdes: HP+

Figado: Sem Ictericia
Rins: Inchados

HE (Microscépicos)

Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macrofagos)
principalmente no intersticio.
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Figado: congestdo moderada, degeneracdo (vacuolizacdo do
citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns hepatdcitos
com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizagdo discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.

101F25DE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macrofagos)
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo moderada, degeneracdo (vacuolizacdo do
citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns hepatdcitos
com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizag@o discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.

100M25AE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macrofagos)
principalmente no intersticio.
Figado: congestdo moderada, degeneracdo (vacuolizacdo do
citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns hepatécitos
com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizag@o discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.

100M25BE1 | Macroscopicas

Pulmbes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais

HE (Microscépicos)

Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macrofagos)
principalmente no intersticio.

Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Area focal de
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hiperplasia linféide.

Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizag@o discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.

100M25CE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulm@es: congestdo moderada multifocal a coalescente nos septos
alveolares com infiltrado de células mononucleadas (macrofagos)
principalmente no intersticio.
Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: congestdo e hemorragia moderada, moderado infiltrado de
células mononucleadas leséo praticamente difusa em todo o corte
histolégico; vacuolizagdo discreta das células epiteliais de alguns
tibulos renais.

100M25DE1 | Macroscoépicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulmdes: sem alteracdes de significado patologico (SASP).
Figado: congestdo discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: SASP.

100F25AE1 | Macroscopicas
Pulmdes: Sem HP
Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais
HE (Microscépicos)
Pulmd@es: congestéo e edema discreto a moderado.
Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: SASP.

100F25BE1 | Pulmd@es: sem alteragBes de significado patoldgico (SASP).
Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: SASP.

100F25CE1 | Macroscopicas

Pulmbdes: Sem HP
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Figado: Sem Ictericia
Rins: Normais

HE (Microscépicos)

Pulmdes: sem alteracdes de significado patologico (SASP).

Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: SASP.

100F25DE1 | Obito provavelmente por “briga” no inicio do experimento

CNM 20/10: | Controle negativo macho sadio
HE (Microscépico)
Pulmdes: sem alteracdes de significado patologico (SASP).
Figado: congestdo discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatdécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.
Rins: SASP.

CNF 20/10: | Controle negativo fémea sadia

HE (Microscépico)

Pulmdes: sem alteracdes de significado patologico (SASP).

Figado: congestao discreta a moderada, degeneracdo (vacuolizagdo
fina do citoplasma dos hepatécitos difuso) difusamente. Alguns
hepatdcitos com nucleos aumentados de tamanho.

Rins: SASP.




Anexos

Anexo 1: Esquema para as diluigcbes seriadas que serédo utilizadas nos experimentos

de DLso.
108 107 106
ﬁ q # LN B |

1 mL de cultura2x10® 1 mL de cultura10® 1 mL de cultura 10°

Cultura 2x10°

+ + +

1 mL de PBS pH 7,2 9mL de PBSpH 7,2 9mL de PBS pH 7,2

Fonte: Silva, E. F.(2005)

Anexo 2: Solugdes para a coloragéo de hematoxilina e eosina (H.E.)

¢ Hematoxilina de harris

Hematoxilina 59
Sulfato de aluminio e potassio (alumen de potassio) 100g
Oxido amarelo de mercurio 2,59
Agua destilada 1000ml
Alcool absoluto 50mi
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e Preparo da hematoxilina

Dissolver a hematoxilina no alcool. Dissolver o alumen na agua morna.
Juntam-se as duas solu¢des adicionando-se o 6xido amarelo de mercurio; e deixar
ferver em um baldo volumétrico durante 5 minutos. Resfriar & temperatura ambiente

e, em seguida, filtrar com papel de filtro.

e FEosinaal%

Eosina 19

Agua destilada 100ml

e Agua acética a 1%

Acido acético glacial iml

Agua destilada 100ml




