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RESUMO 

 

DIAS, C. S. Biofilme de cepas autóctones de Leptospira interrogans: investigação na 

infecção canina aguda e efeito disruptivo in vitro por antibióticos e ácido p-cumárico. 

Salvador, 2025. 91 pg. Tese (Doutor(a) em Ciência Animal nos Trópicos) - Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnia - Universidade Federal da Bahia. 

  

Leptospirose é uma doença infecciosa de caráter zoonótico, causada por bactérias do 

gênero Leptospira. Os cães são altamente susceptíveis, com comprometimento renal relevante 

para a clínica e a epidemiologia. Leptospira é capaz de formar biofilmes no ambiente, em 

hospedeiros crônicos e in vitro, mas essa característica não foi investigada em infecções agudas. 

A formação de biofilmes representa uma ameaça à Saúde Única, pois está associada a falhas 

terapêuticas e à manutenção da circulação de bactérias patogênicas entre humano-animal-

ambiente. Este estudo objetivou investigar biofilmes no parênquima renal de cães naturalmente 

infectados com leptospirose aguda. Empregou-se imunohistoquímica anti-LipL32 e colorações 

de Alcian Blue e ácido periódico de Schiff, para identificação de leptospiras e marcação de 

substâncias da matriz exopolimérica. Adicionalmente, quatro cepas (C20, C29, C51 e C82), 

isoladas desses cães, foram submetidas a ensaios de susceptibilidade antimicrobiana nas formas 

planctônica e de biofilme (7 e 21 dias), utilizando doxiciclina, ciprofloxacina e ácido p-

cumárico (p-CA), em concentrações entre 0,02μg/mL a 1,600μg/mL. Após a exposição aos 

antimicrobianos, a disrupção das arquiteturas dos biofilmes foi avaliada por microscopia 

eletrônica de varredura. Não foi detectada marcação histológica de matriz extracelular, 

entretanto, foram observados biofilmes incipientes, na forma de agregados de L. interrogans. 

A maturidade dos biofilmes influenciou negativamente a eficácia dos antimicrobianos testados. 

Em comparação à forma planctônica, foi observada menor susceptibilidade antimicrobiana em 

biofilmes com apenas 7 dias. Em ambas as formas de crescimento o p-CA apresentou CIMs 

mais baixas em relação aos antibióticos. Apesar da heterogeneidade nas arquiteturas após 

disrupção, células bacterianas íntegras foram observadas em todos os tratamentos. Estes 

achados destacam a necessidade de investigar o papel de agregados bacterianos e a progressão 

de biofilmes in vivo, os mecanismos específicos de ação do p-CA em biofilmes de L. 

interrogans e combinações terapêuticas mais eficazes que as convencionais. 

 

Palavras-chave: Leptospirose, biofilme, infecção aguda, colonização renal, resistência 

antimicrobiana, ácido p-cumárico 
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ABSTRACT 

 

DIAS, C. S. Biofilm of autochthonous strains of Leptospira interrogans: investigation in 

acute canine infection and in vitro disruptive effect of antibiotics and p-coumaric acid. 

Salvador, 2025. 91 pg. Tese (Doutora em Ciência Animal nos Trópicos) - Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnia - Universidade Federal da Bahia. 

 

Leptospirosis is a zoonotic infectious disease caused by bacteria of the genus 

Leptospira. Dogs are highly susceptible, often presenting renal impairment with clinical and 

epidemiological significance. Leptospira can form biofilms in the environment, in chronic hosts 

and in vitro, however, this feature has not been investigated in acute infections. Biofilm 

formation represents a One Health threat, as it is associated with therapeutic failures and the 

persistence of pathogenic bacteria in the human-animal-environment interface. This study 

aimed to investigate biofilms in the renal parenchyma of dogs naturally infected with acute 

leptospirosis. Anti-lipL32 immunohistochemistry and Alcian Bleu and periodic acid-Schiff 

staining were applied to identify Leptospira and detect components of the exopolysaccharide 

matrix. Additionally, four strains (C20, C29, C51 and C82), isolated from these dogs, were 

subjected to antimicrobial susceptibility assays in both planktonic and biofilm (7 and 21 days) 

forms, using doxycycline, ciprofloxacin and p-coumaric acid (p-CA) at concentrations ranging 

from 0,02μg/mL to 1,600μg/mL. After antimicrobial exposure, the disruption of biofilm 

architecture was evaluated by scanning electron microscopy. No histological staining of the 

extracellular matrix was detected; however, incipient biofilms, in the form of L. interrogans 

aggregates, were observed. Biofilm maturity negatively affected antimicrobial efficacy, with 

lower susceptibility observed in biofilms as early as 7 days compared to planktonic forms. In 

both growth conditions, p-CA exhibited lower MICs than the tested antibiotics. Despite 

variations in biofilm architecture after disruption, intact bacterial cells were present in all 

treatments. These findings highlight the need to investigate the role of bacterial aggregates in 

in vivo biofilm progression, the specific mechanisms of p-CA action in L. interrogans biofilms, 

and more effective therapeutic combinations than conventional treatments. 

 

Keywords: Leptospirosis, biofilm, acute infection, renal colonization, antimicrobial resistance, 

p-coumaric acid 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma zoonose altamente transmissível com ampla distribuição mundial 

e incidência em diversos cenários epidemiológicos (rural, urbano, silvestre) (COSTA et al., 

2015). Causada por bactérias do gênero Leptospira, ubíquas no ambiente, acomete humanos e 

diversas espécies animais. Estes podem atuar como hospedeiros incidentais e/ou carreadores 

crônicos do microrganismo, integrando a interface de transmissão homem-animal-ambiente 

com significativas implicações para a Saúde Única (ELLIS, 2015. PICARDEAU, 2020). 

Globalmente, estima-se que ocorram mais de 1,03 milhão de casos humanos anualmente, com 

uma tendência crescente em áreas tropicais e subtropicais devido a fatores climáticos e 

socioeconômicos (COSTA et al., 2015). No Brasil, entre 2007 e 2023, foram confirmados, em 

média, 3400 casos, com uma taxa de letalidade de 9% (BRASIL, 2024). 

 A doença clínica em cães demonstra a patogenia multissistêmica da infecção, que se 

reflete em disfunções em vários sistemas do corpo (MAGNIN et al., 2020). Os sinais clínicos 

variam de sintomas leves a complicações graves, como síndrome hepatorenal, uveíte, 

hemorragias, intussuscepção, cardiopatias, poliartrite, abortamento, síndrome pulmonar 

(SCHULLER et al., 2015; PAZ et al., 2021a). A doença aguda grave necessita de abordagens 

terapêuticas com elevados custos para os responsáveis, os quais, por vezes, estão associados a 

condições de baixa renda em áreas urbanas (ESTEVES et al., 2023). Em cães, estima-se elevada 

prevalência de sintomáticos e assintomáticos, de modo que o papel desta espécie como fonte 

de infecção tem sido progressivamente investigado (RICARDO et al., 2024; DI AZEVEDO et 

al., 2023). 

 Em cães e humanos, a infecção ocorre através da exposição às cepas patogênicas, por 

contato direto ou indireto, liberadas por hospedeiros infectados (SYKES et al., 2023). Apesar 

das variações geográficas entre hospedeiros de manutenção e sorogrupos associados, no 

ambiente urbano, ratos sinantrópicos ainda são considerados o principal hospedeiro reservatório 

para leptospiras, associados principalmente à transmissão do sorogrupo (sg) 

Icterohaemorrhagiae para humanos e cães (MARTINS; LILENBAUM, 2013). Entretanto, o 

isolamento de Leptospira sp. a partir de amostras de urina de cães sugere a capacidade de 

liberação ativa de espécies patogênicas no ambiente (GOH et al., 2021). Desse modo, o estudo 

dos diversos aspectos da patogênese que possam estar associados à contaminação do ambiente 

a partir de cães representa relevante investigação do real papel desta espécie na transmissão 

com risco zoonótico (RICARDO et al., 2024). 
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 Apesar de existirem avanços sobre a interação Leptospira-hospedeiro, os diversos 

mecanismos de infectividade e patogênese ainda não são totalmente compreendidos 

(TAKAHASHI; TEIXEIRA; NASCIMENTO, 2022). Um desses mecanismos implicados na 

colonização renal é a formação de biofilme bacteriano, que em espécies carreadoras pode 

favorecer a evasão do sistema imune e a colonização renal crônica (SANTOS et al., 2021). Os 

biofilmes são matrizes de substâncias exopoliméricas constituídas por polissacarídeos, 

proteínas, ácidos nucleicos e lipídeos, que promovem adesão às superfícies e a outras células 

(FLEMMING; WINGENDER, 2010). 

 Infecções bacterianas crônicas associadas a biofilmes apresentam maiores riscos à saúde 

devido à resistência às defesas do hospedeiro e à terapia antimicrobiana (OLSEN, 2015). Há 

uma crescente busca por evidências de biofilmes em infecções clínicas agudas causadas por 

outras espécies bacterianas (KOLPEN et al., 2022).  Na leptospirose, as pesquisas no ambiente 

e ensaios in vitro apresentaram dados relevantes, porém ainda pela perspectiva de hospedeiros 

crônicos (SANTOS et al., 2021; THIBEAUX et al., 2020; VINOD KUMAR et al., 2016a).  

Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo multidisciplinar 

de Leptospira em diversas espécies animais, incluindo cães (DE CARVALHO et al., 2023; 

DIAS et al., 2021; PAZ et al., 2021b; PAZ et al., 2025). Este tipo de abordagem culminou, até 

o momento, na obtenção de 17 isolados autóctones de Leptospira sp., a partir de cães com 

doença aguda e diferentes desfechos clínicos; dos quais descrevemos análises epidemiológicas, 

clínicas e patológicas. Através do sequenciamento, por análises filogenéticas e de similaridade 

genômica, quatro isolados (C20, C29, C51 e C82) foram identificados como cepas de 

Leptospira interrogans. Adicionalmente, análise genômica comparativa evidenciou a 

circulação de cepas altamente relacionadas em cães, roedores e humanos, no mesmo cenário 

epidemiológico, ressaltando o relevante papel que os cães desempenham na saúde pública (PAZ 

et al., 2025).  

Ao estudar estas cepas, De Carvalho e colaboradores (2023) observaram a formação de 

biofilme maduro, in vitro, em apenas sete dias de incubação e um reduzido perfil de 

susceptibilidade a agentes antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento da 

leptospirose em cães. Já PAZ e colaboradores (2025) detectaram a presença de 23 genes 

potencialmente associados à formação de biofilme. A identificação de biofilmes nos rins de 

animais colonizados por Leptospira em infecção aguda auxiliará na compreensão dos 

mecanismos de infecção do patógeno. A investigação de novas estratégias de disrupção de 

biofilmes tende a criar abordagens a problemática da resistência antimicrobiana. Ademais, a 
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compreensão destes mecanismos somados ao prévio isolamento de cepas locais permitirá o 

desenvolvimento de estratégias de controle da leptospirose voltadas para a realidade brasileira. 

Considerando a forte associação entre resistência antimicrobiana e infecções por 

biofilmes, há uma crescente busca pela caracterização de atividades inibitórias e/ou disruptivas 

de agentes antimicrobianos naturais sobre biofilmes bacterianos. Compostos naturais possuem 

vantagens como maior biodisponibilidade, menor toxicidade, potenciais efeitos sinérgicos e 

reduzidas concentrações inibitórias mínimas (CIMs) (JANTORN et al., 2023). O ácido p-

cumárico, um polifenol derivado do metabolismo de plantas (FERREIRA et al., 2019), 

demonstra potencial como candidato promissor para disrupção de biofilmes bacterianos, com 

eficácia comprovada em diversos patógenos e em diferentes contextos (AHMAD et al., 2024; 

DU et al., 2023). 

Dado a complexidade da leptospirose e seu impacto significativo na saúde pública e 

animal, é essencial aprofundar o entendimento sobre os mecanismos de infecção e resistência. 

Este estudo visa explorar a formação de biofilmes por Leptospira interrogans em infecções 

agudas, uma área ainda pouco investigada, mas de extrema importância devido à sua associação 

com falhas terapêuticas. Adicionalmente, as técnicas empregadas na identificação de biofilmes 

focam em estágios mais maduros dessas estruturas, sendo frequentemente relacionadas a 

infecções crônicas. Ao investigar as interações entre o patógeno e o hospedeiro, bem como a 

eficácia de diferentes abordagens terapêuticas, esperamos contribuir para o desenvolvimento 

de estratégias mais eficazes de controle e tratamento da leptospirose. Assim, este estudo não 

apenas amplia o conhecimento científico sobre a patogênese da leptospirose, mas também visa 

fornecer subsídios para políticas de saúde pública que possam mitigar o impacto desta doença 

em populações vulneráveis. 

  

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 LEPTOSPIROSE 

 

2.1.1 Agente etiológico e Classificação 

 

Leptospiras são bactérias aeróbias, pertencentes à ordem Spirochaetales, família 

Leptospiraceae, gênero Leptospira. Consideradas Gram-negativas, possuem 

lipopolissacarídeos na superfície de sua membrana externa e apresentam-se como bactérias 

espiraladas, compostas por dois flagelos periplasmáticos (responsáveis pela motilidade), 
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extremidades em forma de gancho, delgadas (0,1 µm de diâmetro) e comprimento entre 6 e 20 

µm (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010).  

Como bactérias fastidiosas, Leptospira necessita de condições especiais para 

crescimento in vitro, incluindo temperatura entre 28 e 30 °C e pH entre 6,8 e 7,4 (BHARTI et 

al., 2003). Entretanto, Hornsby e colaboradores (2020) obtiveram crescimento a 37 °C 

utilizando o meio de cultura diferencial Hornsby-Alt-Nally (HAN). No ambiente, Leptospira 

pode sobreviver e manter a virulência por 40 dias; em água doce, no entanto, pode persistir por 

até 20 meses, a depender da cepa (BIERQUE et al., 2020). Dentre seus principais requisitos 

nutricionais estão fontes de carbono, nitrogênio, vitaminas e suplementos que podem incluir o 

cálcio, magnésio, ferro, cobre, manganês, glicerol, tiamina, biotina, fosfato e sulfato (FAINE 

et al., 1999). Em espécies patogênicas, o tempo de geração é de seis a oito horas, com produção 

de 6 a 8 x 109 leptospiras por mL (CAMERON, 2015). 

A classificação das leptospiras pode ser realizada com base em suas características 

sorológicas ou moleculares. A sorológica, de acordo com seus determinantes antigênicos, é 

baseada no polimorfismo dos carboidratos que compõem os lipopolissacarídeos de sua 

membrana externa, sendo reconhecidos mais de 300 sorovares distintos (PICARDEAU, 2020). 

Apesar de contribuir para o estudo da epidemiologia e seu uso ser mais viável quando do 

diagnóstico na rotina clínica, o desenvolvimento de técnicas moleculares impulsionou a sua 

substituição pela classificação genotípica, onde as leptospiras são agrupadas em diferentes 

espécies genômicas com DNA relacionado (SCHULER et al., 2015). Atualmente, 69 espécies 

foram descritas geneticamente, divididas em patogênicas (subclado P1), intermediárias 

(subclado P2) e saprofíticas (subclados S1 e S2) (CASANOVAS-MASSANA et al., 2020; 

FERNANDES et al., 2022; KORBA et al., 2021; VINCENT et al., 2019). 

    

2.1.2 Epidemiologia 

 

A leptospirose é amplamente reconhecida como uma doença infecciosa negligenciada, 

cuja transmissão requer a continuada circulação enzoótica do organismo entre hospedeiros 

reservatórios (KO; GOARANT; PICARDEA, 2009). Cães e diversas outras espécies animais 

(domésticas e selvagens), assim como os humanos, podem ser infectados (COSTA et al., 2015). 

Em cães, a transmissão ocorre mais comumente através do contato direto com animais 

infectados e sua urina, ou indiretamente pelo contato com solo ou água contaminados com 

leptospiras (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010). Na população canina do Brasil 

algumas características foram consideradas relevantes e associadas a maiores índices de 
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infecção, como comportamento errante, responsáveis com baixas condições socioeconômicas 

e áreas urbanas de inundação (SOHN-HAUSNER et al., 2023). 

A natureza subclínica e muitas vezes branda da infecção em cães, os sinais inespecíficos 

da doença, a baixa notificação por parte de médicos veterinários e as dificuldades inerentes às 

técnicas diagnósticas parecem contribuir para a subestimação da real incidência (GRAYZEL et 

al., 2016). Em humanos, mais de 1 milhão de pessoas foram infectados, com cerca de 60 mil 

mortes por ano no mundo todo; o Brasil foi responsável por quase metade dos casos de 

leptospirose da América Latina (COSTA et al., 2015), demonstrando a relevância para a saúde 

pública.  

Na epidemiologia da leptospirose, diferentes sorogrupos demonstram adaptabilidade a 

hospedeiros específicos, conhecidos como hospedeiros de manutenção (SCHULLER et al., 

2015). A exemplo, os roedores (gênero Rattus) que atuam como reservatórios para o sg 

Icterohaemorrhagiae, cães para o sorovar (sv) Canicola, bovinos para o sv Hardjo e equinos 

para Bratislava. Entretanto, estudos demonstram uma maior complexidade na interação 

sorovares e hospedeiros, incluindo para os cães, infecções subclínicas e crônicas por outros 

sorovares, detecção do sorovar Canicola em cães com doença aguda e o envolvimento de outras 

espécies animais (roedores, equinos e suínos) como carreadores do sv Canicola (BOEY; 

SHIOKAWA; RAJEEV, 2019; GRILLOVA et al., 2023; MENY et al., 2022). 

Diferentes regiões possuem variáveis dinâmicas no ciclo de transmissão - hospedeiros 

reservatórios, clima, fatores socioeconômicos e condições ambientais (GRIEBSCH et al., 2022) 

- que devem ser consideradas. Mesmo que em áreas urbanas os roedores, em particular o rato 

de esgoto (Rattus norvegicus), sejam considerados a principal fonte de infecção direta ou 

indireta para humanos e caninos (MARTINS; LILENBAUM, 2013), a dinâmica interação entre 

diferentes hospedeiros e cepas infectantes mostra a importância da identificação e do estudo de 

cepas autóctones. No Brasil, cães e humanos são altamente expostos ao sg Icterohaemorrhagiae 

(sv Icterohaemorrhagiae e sv Copenhageni) do qual os roedores urbanos são os principais 

reservatórios (DI AZEVEDO et al., 2023). 

A ampla circulação de cães entre diferentes ambientes os torna mais susceptíveis à 

diversas fontes ambientais de contaminação, podendo indicar seu papel como conectores entre 

fontes de infecção e humanos (SANT’ANNA et al., 2017). Embora a transmissão direta de 

leptospirose de cães para humanos ainda seja um tema debatido, a documentação de 

superimposição entre casos caninos e humanos no Brasil (BENITEZ et al., 2021) sugere que os 

cães podem desempenhar um papel relevante na contaminação de ambientes habitados por 

humanos (SOHN-HAUSNER et al., 2023). Além disso, cães podem atuar como hospedeiros 
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reservatórios, excretando leptospiras viáveis pela urina por longos períodos e contribuindo para 

a epidemiologia e disseminação da doença (GOH et al., 2021). 

Ainda que cães e humanos frequentemente coabitem os mesmos cenários 

epidemiológicos, interpretá-los exclusivamente como vítimas de uma mesma fonte de infecção 

e sentinelas para a leptospirose humana pode negligenciar seu possível papel como 

transmissores de Leptospira para humanos e outros animais (DI AZEVEDO et al., 2023). 

Embora a transmissão direta entre cães e humanos seja considerada incomum, uma meta-análise 

recente (DI AZEVEDO et al., 2023) indicou a circulação de um grupo geneticamente 

homogêneo de leptospiras, incluindo sequencias idênticas à L. interrogans Fiocruz L1-130, 

reforçando a necessidade de mais estudos para compreender o risco zoonótico associado à 

interação entre cães e humanos. 

Similarmente, o estudo do genoma de cepas do sg Icterohaemorrhagiae isoladas a partir 

de cães e seres humanos, todas provenientes do mesmo cenário epidemiológico, revelou elevada 

similaridade no conteúdo genômico, sugerindo a relevância de cepas autóctones de animais 

para a saúde pública (PAZ et al., 2025). No Brasil, o estado da Bahia possui elevadas taxas de 

positividade (ESTEVES et al., 2023), sendo fonte dos isolados caninos utilizados no presente 

estudo. Todos estes fatores reforçam a necessidade de mais estudos buscando entender as 

dinâmicas da transmissão da leptospirose em diferentes cenários epidemiológicos. 

A aplicação de técnicas moleculares para o estudo de Leptospira auxilia o entendimento 

da interação bactéria-bactéria, bactéria-ambiente e bactéria-hospedeiro (MURRAY, 2015). 

Particularmente, a análise genômica permite a identificação precisa das espécies circulantes 

com implicações clínicas, de saúde pública, epidemiológica, assim como na prevenção e no 

controle. A obtenção de isolados autóctones e o sequenciamento completo de seus genomas 

favorecem a identificação mais robusta das espécies circulantes, fornecendo também 

informações relacionada à evolução, genes de virulência e de resistência a antimicrobianos, 

genômica comparativa e regiões gênicas regulatórias (PAZ et al., 2025). 

  

2.1.3 Patogenia e Clínica 

 

A infecção canina por leptospiras patogênicas manifesta-se como uma doença 

multissistêmica, caracterizada por elevados graus de lesão tecidual em múltiplos órgãos de 

hospedeiros suscetíveis após a exposição ao agente infeccioso. Em hospedeiros reservatórios, 

a infecção pode resultar em colonização renal persistente com liberação intermitente de 

leptospiras pela urina (DE OLIVEIRA et al., 2022). Por seu caráter multissistêmico, com uma 
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ampla gama de apresentações clínicas, a dicotomia da infecção tende a posicionar em polos 

opostos a doença aguda e a crônica (SYKES et al., 2023). 

Após a exposição, leptospiras entram no organismo do hospedeiro através de injúrias na 

pele e de membranas mucosas, iniciando a leptospiremia com disseminação via hematógena 

(SURDEL et al., 2022). A disseminação pelo hospedeiro é atribuída à capacidade de rápida 

translocação por junções intercelulares (TOKUMON et al., 2023) que, junto à mecanismos de 

evasão do sistema imune, estabelecem infecção em diversos órgãos, onde continuam a se 

replicar e causam lesão tecidual (SIQUEIRA et al., 2017). Com o estabelecimento da 

colonização renal, as espiroquetas são eliminadas através da urina, contaminando o ambiente e 

constituindo fonte de infecção (GOH et al., 2021). 

Clinicamente, a leptospirose canina é reportada como doença que varia de hiperaguda a 

crônica (SYKES et al., 2023). As manifestações clínicas mais comumente reconhecidas da 

leptospirose em cães relacionam-se à patogenia renal e hepática, com nefrite tubulointersticial 

e disfunção hepática. Tratando-se de doença multissistêmica, outras manifestações devem ser 

reconhecidas, incluindo a síndrome hemorrágica pulmonar, coagulopatias, vasculite, edema 

periférico, ascite, pancreatite, envolvimento ocular (uveíte, conjuntivite), miosite enterite, 

miocardite e até mesmo disfunções reprodutivas (PAZ et al., 2021; SYKES et al., 2023). 

O desenvolvimento e a progressão da doença estão relacionados à virulência da cepa, 

susceptibilidade do hospedeiro e carga de inóculo infectante (ELLIS, 2015). Os variados graus 

de lesão tecidual nos hospedeiros são determinados por fatores específicos do patógeno (fatores 

de virulência), assim como pela interação patógeno-hospedeiro e consequente resposta à 

infecção. Fatores expressos por leptospiras são complexos, envolvendo processos como adesão, 

invasão, secreção e virulência (KAVELA et al., 2023). Interações patógeno-hospedeiro são, em 

geral, mediadas por proteínas expressas na membrana externa da bactéria (WUNDER et al., 

2016b). 

A adesão à componentes celulares dos hospedeiros se constitui importante etapa na 

patogênese, garantindo o ancoramento bacteriano, a invasão celular e a colonização tecidual 

(TAKAHASHI; TEIXEIRA; NASCIMENTO, 2022). Leptospiras expressam proteínas 

adesinas hábeis na ligação a diversos componentes como fibronectina, fibrinogênio, colágeno, 

laminina, plasminogênio e elastina (SAMROT et al., 2021). Endoflagelo e lipopolissacarídeo 

(LPS) de Leptospira, componentes da parede celular, caracterizam-se como relevantes fatores 

de virulência, pois, mutações em genes envolvidos na motilidade e na síntese do LPS resultaram 

em perda de virulência (LIAO et al., 2009; WUNDER et al., 2016b).   
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Na leptospirose, a variabilidade de manifestações da doença, de acordo com o sorovar 

infectante e a espécie do hospedeiro, constitui principal fator da heterogeneidade da patogenia 

(PUTZ; NALLY, 2020). A imunopatogênese, em especial a resposta inflamatória frente 

infecção por Leptospira, influencia o desfecho clínico da infecção (MARUOKA et al., 2021). 

O perfil de expressão de citocinas diverge entre a doença aguda e a crônica em diferentes 

modelos de infecção, tendo sido observada maior produção de citocinas anti-inflamatórias em 

infecções crônicas (MAISSEN-VILLIGER et al., 2016; MATSUI et al., 2016; MATSUI et al., 

2017). 

   

2.1.4 Diagnóstico 

 

Devido a variabilidade dos sinais clínicos da leptospirose canina e das limitações dos 

testes disponíveis, o diagnóstico deve abranger, preferencialmente, a combinação de um ensaio 

sorológico e um teste de detecção do organismo (SYKES et al., 2023). O teste de 

soroaglutinação microscópica (MAT) é amplamente empregado para diagnóstico clínico, 

entretanto, dentre suas limitações destaca-se a necessidade de amostras das fases aguda e 

convalescente, pois a soroconversão com produção de anticorpos tende a ocorrer de 7 a 14 dias 

após a infecção (OIE, 2021). Adicionalmente, os títulos no MAT são indicativos de exposição 

prévia, muitas vezes não podendo ser diferenciados de títulos vacinais em cães (SYKES et al., 

2023). Por se tratar de uma técnica sorogrupo-específica, recomenda-se a inclusão de cepas 

relevantes para a região estudada no painel de antígenos empregados no MAT, a fim de 

aumentar a sensibilidade e reduzir possíveis resultados falso-negativos (SYKES et al., 2023). 

A detecção direta através de cultivo e isolamento possui a vantagem da posterior 

identificação de espécie e sorovar infectantes, provendo informações relevantes para a 

epidemiologia que podem ser utilizadas para elaboração de vacinas (CAMERON, 2015). 

Entretanto, leptospiras possuem crescimento fastidioso e requerem meios especiais para 

crescimento com incubação por até seis meses para obtenção de um isolado clínico (REAGAN; 

SYKES, 2019). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular amplamente 

disponível em laboratórios veterinários e é capaz de detectar o DNA de Leptospira antes do 

desenvolvimento de uma resposta por anticorpos, tornando-a mais sensível que o MAT, em 

estágios iniciais de infecção (REAGAN; SYKES, 2019). Em amostras de urina, resultados 

também devem ser interpretados em conjunto com o quadro clínico devido a excreção 
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intermitente da bactéria e a possibilidade de contaminantes e/ou inibidores da PCR na amostra 

(SYKES et al., 2023).  

  

2.1.5 Tratamento 

 

 Em cães, o tratamento da leptospirose envolve o uso de antibioticoterapia para 

eliminação da bactéria em conjunto com tratamento de suporte para reduzir o dano à órgãos 

como os rins e fígado (GRIEBSCH et al., 2022). O tratamento antimicrobiano deve ser 

empregado o mais cedo o possível no curso da infecção, considerando-se que a leptospirose 

canina possui elevada taxa de letalidade (MIOTTO et al., 2018). Entretanto, frequentemente o 

diagnóstico é baseado nas apresentações clínicas inespecíficas enquanto veterinários aguardam 

o resultado de testes diagnósticos, o que resulta no emprego de agentes de amplo espectro 

(SUEPAUL et al., 2015). 

Para caninos, recomenda-se a administração intravenosa inicial de derivados de 

penicilina para resolução da fase de leptospiremia, seguida da administração oral de doxiciclina 

com o objetivo de eliminar a persistência renal e prevenir o status de carreador crônico 

(SCHULLER et al., 2015; SYKES et al., 2023). Apesar de não haver um tempo de tratamento 

ótimo, estima-se o uso de doxiciclina por 14 dias (SYKES et al., 2023). 

 Chakraborty e colaboradores (2011) estudaram os efeitos da ampicilina, estreptomicina 

e ciprofloxacina em Leptospira, observando modificações na estrutura celular (degradação de 

membrana, formação de vesículas membranares, irregularidades do espiralado, perda de 

ganchos, desprendimento de flagelo e edema celular), principalmente em porções terminais. 

Como as porções terminais são tidas como o sítio mais ativo de metabolismo, de síntese proteica 

e de parede celular de leptospiras, hipotetizou-se que o dano celular pelas drogas testadas se 

origina nestes locais (CHAKRABORTY et al., 2011). 

A literatura reporta resultados conflitantes sobre a eficácia do tratamento de leptospirose 

em cães. Já foi reportada excreção persistente de leptospiras, confirmada por PCR, mesmo após 

antibioticoterapia. Entre os agentes empregados estão doxiciclina, amoxicilina, enrofloxacina e 

ampicilina (JUVET et al., 2011; MAURO; HARKIN, 2019; RATET et al., 2014). Em contraste, 

Sharun e colaboradores (2019) reportaram sucesso no uso das recomendações de penicilina e 

doxiciclina (14 dias). McCallum e colaboradores (2019) observaram infecção persistente apesar 

de tratamento (entre 14 e 21 dias) com doxiciclina. 

O número de ensaios clínicos randomizados que avaliam a eficácia das terapias frente à 

leptospirose permanece limitado. Ressalta-se que diferentes critérios foram utilizados para 
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confirmar o sucesso do tratamento, incluindo PCR de urina ou sangue, MAT e tentativas de 

cultivo bacteriano (MAURO; HARKIN, 2019). Consequentemente, essa variabilidade de 

critérios para determinar o sucesso terapêutico pode contribuir para falhas no tratamento, 

favorecendo o estabelecimento de infecções crônicas e a consequente colonização renal 

persistente. 

O uso otimizado de antimicrobianos traz benefício ao paciente e à saúde pública ao 

minimizar a contribuição para a problemática da resistência antimicrobiana. Ainda são escassos 

os estudos sobre a susceptibilidade de isolados de Leptospira em cães, devido, principalmente, 

às dificuldades no isolamento desta espiroqueta. No entanto, alguns estudos relataram 

concentrações inibitórias mínimas (CIMs) que sustentam o uso de antimicrobianos em 

pacientes clínicos, como ampicilina, azitromicina, doxiciclina, eritromicina e ciprofloxacina 

(CHAKRABORTY et al., 2010; MUARRY; HOSPENTHAL 2004; RESSNER et al., 2008). 

Outros indicaram CIMs bastante elevadas para doxiciclina, droga de preferência para a 

resolução da leptospirúria (CHAKRABORTY et al., 2010; MUARRY; HOSPENTHAL 2004; 

RESSNER et al., 2008; SUEPAUL et al., 2015). 

É importante ressaltar que os estudos em susceptibilidade antimicrobiana foram 

realizados com poucas variedades de isolados de Leptospira, geralmente envolvendo cepas 

mantidas em laboratório. Adicionalmente, esses resultados podem variar entre regiões 

geográficas e espécies bacterianas, evidenciando a necessidade de resultados que reflitam 

cenários distintos, com emprego de isolados ambientais e clínicos (TROTT; ABRAHAM; 

ADLER, 2018). 

 

2.2 BIOFILMES 

 

Atribuíam-se às bactérias um único modo de crescimento - planctônico - caracterizado 

por organismos solitários e livres. Posteriormente, foi reconhecido o crescimento bacteriano em 

forma de biofilmes (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978). van Leeuwenhoek, criador do 

primeiro microscópio, observou pela primeira vez, em 1684, agregados em placa bacteriana; 

em publicação de 1833, foi descrito o crescimento bacteriano em superfície com formação de 

aglomerados (DONLAN; COSTERON, 2002). A primeira evidência de biofilmes clínicos, 

como são reconhecidos atualmente, ocorreu em 1917 em esfregaço de escarro de um paciente 

com fibrose cística (HOIBY, 1977). Entretanto, foi em 1978 que a teoria da formação de 

biofilmes foi postulada a partir da observação de ecossistemas aquáticos onde a maioria das 
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bactérias parecia crescer em biofilmes contidos em uma matriz e aderidos a superfícies 

(COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978).  

Biofilmes são tradicionalmente descritos como agregados microbianos fixados a uma 

superfície biótica ou abiótica, contidos em uma matriz extracelular autoproduzida 

(COSTERTON et al., 1995). A introdução da tecnologia de microscopia confocal de varredura 

e o avanço na aplicação de vários métodos moleculares permitiram a investigação mais 

completa de biofilmes, incluindo a caracterização de suas estruturas e o estudo da regulação 

gênica (LAWRENCE et al., 1991). Ademais, o envolvimento do biofilme tem sido cada vez 

mais reconhecido em novas infecções e doenças, de modo que a definição de biofilme tende a 

ser refinada de acordo com novas descobertas (SHARMA et al., 2023).  

Devido a variabilidade em sua estrutura e composição nos diferentes nichos ecológicos, 

a definição de biofilme tem sido mantida de forma mais genérica, como células microbianas 

imobilizadas em uma matriz extracelular de polímeros. Este arranjo atua como um ecossistema 

funcional e altamente dinâmico, homeostaticamente regulado, que interage com o ambiente e 

se adapta a ele, formando estruturas complexas (FLEMMING; WUERTZ, 2019). 

A formação do biofilme e seu desenvolvimento em fenótipo maduro é um processo 

composto por várias etapas, sendo dependente de algumas variáveis como os tipos de 

microrganismos em sua composição, a superfície de fixação, disposição de nutrientes, pH, 

temperatura e expressão de genes (SHARMA et al., 2023). Cinco estágios estão envolvidos 

neste processo: fixação a uma superfície, formação de agregados/microcolônias, produção de 

matriz extracelular polimérica, maturação e dispersão (DUTTA et al., 2021).  

A adesão inicial ocorre por intermédio de estruturas bacterianas (como flagelo ou pili), 

a um substrato (receptor) em sistemas biológicos, referida como fixação reversível (GUPTA et 

al., 2016).  Segue-se o movimento de microrganismos em proximidade, formando co-agregados 

celulares e iniciando a produção de matriz (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). 

Bactérias expressam adesinas altamente específicas para esse processo de aderência célula-

célula e para receptores na matriz; a matriz mantém presos colonizadores iniciais e atua como 

receptora para a adesão de mais microrganismos (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 

1999).  

O acúmulo de células culmina na formação de microcolônias mais estáveis, propícias 

para a multiplicação e divisão celulares (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). 

Nestas comunidades iniciais já ocorre o processo de Quorum Sensing (QS). QS é um sistema 

de comunicação célula-a-célula no qual moléculas de sinalização coordenam comportamentos 

bacterianos, como a formação de biofilme e a expressão de mecanismos de patogenicidade 
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(DUTTA et al., 2021). Desse modo, as células coordenam seus estilos de vida como um grupo 

através de vias de sinalização para troca de substratos, distribuição de produtos metabólicos e 

excreção de produtos do metabolismo bacteriano (DUTTA et al., 2021). Em Leptospira, foi 

proposto um papel do QS na regulação da formação de biofilmes, tanto no ambiente quanto em 

hospedeiros animais (SANTOS et al., 2021). Entender como essas moléculas respondem e 

como elas influenciam o comportamento de leptospiras pode fornecer novos alvos terapêuticos 

para a disrupção de biofilmes. 

Conforme ocorre acúmulo de células nas microcolônias, a produção de substância 

extracelular polimérica (EPS, do inglês Extracellular Polymeric Substance) atua como um 

“cimento”, mantendo a adesão irreversível do biofilme (GUPTA et al., 2016). A EPS é 

altamente hidratada e desempenha papéis essenciais na estrutura, na proteção dos organismos 

componentes e atuando como um sistema digestivo, a depender do(s) tipo(s) bacteriano(s) que 

compõem o biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Esta matriz é composta por 

polissacarídeos, proteínas, lipídeos, ácido nucléico e substâncias inorgânicas. O DNA 

extracelular (eDNA) é o principal componente da EPS, responsável principalmente pela 

arquitetura dos biofilmes, mas participa também na transferência gênica, no reparo de DNA e 

QS (DUTTA et al., 2021). 

A consequente maturação do biofilme em uma arquitetura complexa culmina no 

desenvolvimento de canais por onde se movem livremente nutrientes, oxigênio e sais 

inorgânicos, e por onde ocorre a remoção de produtos metabólicos (ZHAO et al., 2023). A 

última etapa é referida como dispersão, que consiste na separação de células bacterianas da 

massa principal do biofilme, através de mecanismos físicos (erosão) e químicos (trocas de 

substratos, nutrientes, colonização de novos sítios) (DUTTA et al., 2021). A dispersão é valiosa 

para a promoção de diversidade genética, escape de ambientes desfavoráveis e colonização de 

novos nichos, constituindo uma relevante estratégia de sobrevivência (SHARMA et al., 2023). 

Ressalta-se que o modelo típico de cinco passos atribuído à formação de biofilme é 

extrapolado a partir de estudos utilizando Pseudomonas aeruginosa como modelos de 

biofilmes. Este modelo de desenvolvimento ainda considera a necessidade de adesão a uma 

superfície como etapa crucial. Entretanto, o papel de agregados bacterianos não fixados vem 

recebendo crescente atenção (KRAGH; TOLKER-NIELSEN; LICHTENBERG, 2023; SAUER et 

al., 2022). Sauer e colaboradores (2022) propuseram então a expansão do modelo conceitual de 

formação de biofilme, considerando o envolvimento de três eventos: agregação, crescimento e 

dispersão. Neste modelo, sugere-se independência do processo de fixação a uma superfície 

biótica ou abiótica e considera a agregação como o evento central (SAUER et al., 2022). Os 
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autores destacam que o modelo tradicional não considera relevantes aspectos, incluindo a 

composição dos microrganismos, os diferentes ambientes circundantes das células, a diferença 

entre microambientes in vitro e in vivo e, principalmente, o fato de que muitos biofilmes 

bacterianos não foram investigados em cenários clínicos. Assim, são necessários estudos in vivo 

buscando elucidar as características de agregados bacterianos e dos microambientes que possam 

estar envolvidas na patogênese da infecção e na tolerância a antimicrobianos. 

 

2.2.1 Biofilmes e Saúde Única 

  

 A estrutura dos biofilmes confere proteção bacteriana em ambientes hostis (dentro ou 

fora do hospedeiro), fator que favorece a sobrevivência e conseguinte disseminação bacteriana 

(JACQUES; MALOUIN, 2022). Como o conceito de Saúde Única abrange a interface humano-

animal-ambiente (CDC, 2023; WHO, 2019), diversas infecções bacterianas zoonóticas, a 

exemplo da leptospirose, navega por todos estes cenários de forma integrada. Ademais, por 

serem encontrados em uma variedade de ambientes naturais (marinho, água fresca, efluentes) e 

condições clínicas (infecções em humanos e animais) (JACQUES; MALOUIN, 2022), os 

biofilmes estão intimamente conectados ao conceito de Saúde Única.  

A abordagem proposta pela Saúde Única, que visa a quebra das barreiras que ainda 

separam a medicina humana, veterinária e as ciências ambientais (DESTOUMIEUX-GARZON 

et al., 2018) de aspectos socioeconômicos, concilia com o ciclo de transmissão da leptospirose 

e de outras zoonoses. Doenças causadas por patógenos como Salmonella, Campylobacter, 

Listeria e Escherichia coli, destacam-se por sua capacidade de produzir biofilmes e são também 

comumente disseminadas nesta interface de ambiente compartilhado entre animais e humanos 

(JACQUES; MALOUIN, 2022). 

O avanço no estudo de genomas bacterianos documentou a presença de uma gama de 

genes envolvidos na formação, regulação e modulação de biofilmes, demonstrando que a 

maquinaria para produção de matriz extracelular, apesar de seu elevado custo energético, está 

presente em quase todos os genomas (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Ademais, a 

conservação destes genes ao longo da evolução sugere que a formação de biofilme é crítica para 

o ciclo de vida da maioria das bactérias, tanto dentro do hospedeiro quanto em interações entre 

hospedeiros (JACQUES; MALOUIN, 2022). Assim como na Saúde Única, o estudo dos 

biofilmes deve apresentar uma abordagem multidisciplinar, incluindo estratégias para sua 

identificação, controle e prevenção e, consequentemente, prevenir a persistência e a 

disseminação de patógenos entre ambientes, animais e pessoas (JACQUES; MALOUIN, 2022). 



28 
 

Enquanto as formas planctônicas contribuem para a proliferação e disseminação, são as 

populações bacterianas sésseis que permitem a persistência no hospedeiro e no ambiente 

(CLUTTERBUCK et al., 2007). Tanto na medicina humana quanto na veterinária, o desafio 

para diagnosticar e tratar infecções por biofilmes mostra sua relevância para a saúde. Além das 

propriedades protetivas contra a ação de agentes antimicrobianos, a matriz do biofilme também 

confere proteção contra células do sistema imune através de ação antifagocítica (SHARMA et 

al., 2019). Adicionalmente, a resposta imune contínua contra o biofilme pode causar injúrias ao 

parênquima local, pois, mesmo que células fagocíticas sejam incapazes de eliminar bactérias 

protegidas dentro do biofilme, a produção prolongada de citocinas promove uma resposta 

inflamatória exacerbada e elevados níveis de proteases no local (CLUTTERBUCK et al., 2007). 

Na medicina humana, infecções por biofilmes estão associadas a maiores morbidade e 

mortalidade, a exemplo de infecções em cateteres (PELLING et al., 2019), fibrose cística 

(MARTIN WATERS; GRASEMANN, 2021), endocardite (LERCHE et al., 2021) e cárie 

dentária (MEYER et al., 2021). Na medicina veterinária, biofilmes impactam tanto animais de 

produção quanto de companhia, com envolvimento em diversas enfermidades. Entre elas, 

mastite bovina, feridas em equinos, doenças do trato urinário em cães e gatos, doenças 

gastrintestinais, periodontites, otites, dermatites e complicações associadas a implantes 

ortopédicos (NESSE; OSLAND; VESTBY, 2023).  

Pye e colaboradores (2013) observaram que 40% dos isolados de P. aeruginosa obtidos 

de amostras clínicas de otite canina eram capazes de produzir biofilme, o que estava associado 

a uma aumentada resistência à polimixina B, neomicina, gentamicina e enrofloxacina, em 

comparação com suas formas planctônicas. Em uropatógenos, a produção de biofilmes foi 

associada à resistência antimicrobiana, maior morbidade e recorrência de infecções em cães 

(SHIMIZU; HARADA, 2017). A formação de biofilme também já foi documentada em 

Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina (PEDERSEN et al., 2021) e em ambientes 

de processamento de alimentos (DE SOUZA et al., 2014). Ademais, Mycobacterium avium, um 

patógeno associado à contaminação de alimentos e infecções em animais e humanos, foi 

reportado na forma de biofilmes em sistemas de água potável (FALKINHAM; NORTON; 

LECHEVALLIER, 2001). 

Os biofilmes têm um impacto significativo na Saúde Única, comprometendo o 

tratamento de infecções, favorecendo a permanência de agentes infecciosos no ambiente e em 

hospedeiros, além de dificultar o diagnóstico precoce de infecções associadas a elevadas 

morbidade e mortalidade (JACQUES; MALOUIN, 2022). Portanto, compreender os 
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mecanismos envolvidos na sua formação, tanto no ambiente quanto em humanos e animais, é 

essencial para que sejam adotadas estratégias eficazes de controle e promoção da saúde. 

  

2.2.2 Biofilmes e Resistência Antimicrobiana 

   

A resistência antimicrobiana está no topo da lista de ameaças à saúde humana e animal 

(WHO, 2023) e encontra-se entre as principais ameaças globais à Saúde Única (PAHO, 2021). 

Mesmo em indivíduos imunologicamente competentes, a característica mais desafiadora de 

infecções associadas a biofilmes é a dificuldade em tratá-las (LICHTENBERG et al., 2023). As 

bactérias em biofilmes apresentam um fenótipo de resistência a antibióticos de 10 a 1000 vezes 

superior em comparação às bactérias na forma planctônica (SHARMA et al., 2019).  

Diversos mecanismos operam em conjunto promovendo resistência e/ou tolerância a 

agentes antimicrobianos (OLSEN, 2015). Estes mecanismos podem ser divididos em diferentes 

categorias: (a) tolerância física, (b) tolerância fisiológica, (c) tolerância transcriptômica, (d) 

células persistentes e (e) QS (LICHTENBERG et al., 2023). Fisicamente, a matriz do biofilme 

restringe o acesso do agente antimicrobiano às bactérias dele. Além desta barreira de 

penetração, a EPS pode agir como um trocador iônico, sequestrando antibióticos hidrofóbicos 

e positivamente carregados, como os aminoglicosídeos (CLUTTERBUCK et al., 2007). O 

fenótipo fisiológico de crescimento lento, característico da maioria das bactérias em biofilmes, 

torna inativos alguns dos alvos de antimicrobianos, como a síntese proteica. Em biofilmes por 

P. aeruginosa, os antibióticos ciprofloxacina e tobramicina mostraram-se ativos somente na 

interface biofilme-ar, onde há elevadas concentrações de oxigênio (WALTERS et al., 2003). 

A expressão de genes específicos também pode conferir reduzida sensibilidade. Por 

exemplo, níveis elevados de Guanosina monofosfato (3′-5′)-cíclica dimérica (c-di-GMP) - 

associados com a produção de matriz em espécies Gram-negativas (ANDERSEN et al., 2021) 

- e a expressão de bombas de efluxo (GUPTA et al., 2014; LICHTENBERG et al., 2023). 

Adicionalmente, nas partes mais inferiores do biofilme encontra-se uma subpopulação de 

células metabolicamente menos ativas, chamadas persistentes. Estas células se diferenciaram 

em um estado dormente como forma de proteção, apresentando alta tolerância à ação de 

antibióticos (LEWIS, 2012). Elas são responsáveis por retomar o crescimento de biofilmes que 

sofrem algum processo de agressão e por repopular o sítio de infecção (PERCIVAL et al., 

2011a).  

Como biofilmes atuam como ambientes protetivos para células persistentes, sua 

presença deve também ser investigada em infecções agudas, onde a resistência antimicrobiana 
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é considerada a principal causa de recalcitrância (OLSEN, 2015). Entretanto, a dificuldade em 

detectar biofilmes prematuros prejudica o tratamento (NAG et al., 2021) e destaca a relevância 

da busca por estratégias de prevenção, controle e erradicação de biofilmes. Dentre as 

metodologias propostas estão a dispersão de biofilmes, degradação da matriz extracelular, 

bloqueio da adesão bacteriana, interferência na comunicação celular por QS e destruição de 

células persistentes (DIELTJENS et al., 2020; STEWART, 2015; VERDEROSA; TOTSIKA; 

FAIRFULL-SMITH, 2019). 

 

2.2.3 Biofilme por Leptospira spp. 

  

A epidemiologia e a patogenia de Leptospira ancoram-se na colonização persistente de 

túbulos renais em hospedeiros reservatórios e na sobrevivência no ambiente externo (ANDRE-

FONTAINE; AVIATI; THORIN, 2015). No entanto, outros sítios de colonização devem ser 

considerados na transmissão, como a rota genital, crescentemente investigada em pequenos 

ruminantes e bovinos (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020; SANTOS et al., 2022) No ambiente, 

sua capacidade de sobreviver sugere a presença de sistemas regulatórios que permitem a 

adaptação aos desafios apresentados pelos diferentes estresses (THIBEAUX et al., 2020). Por 

exemplo, L. interrogans conserva energia para sobreviver em ambientes estressantes, através 

da redução da expressão de genes envolvidos em motilidade, produção de energia e 

metabolismo (DAVIGNON et al., 2024). Nos hospedeiros, a persistência crônica sugere a 

presença de fatores que previnem a ação do sistema imune e de agentes antimicrobianos 

(GEIßLER; WOLLANKE, 2021). 

O impacto negativo da leptospirose na saúde humana e animal impulsionou a 

investigação de biofilmes por leptospiras em diferentes cenários. Leptospiras foram capazes de 

formar biofilmes in vitro (IRAOLA et al., 2016; RISTOW et al., 2008; THIBEAUX et al., 

2020). Foram isoladas a partir de biofilmes ambientais inseridos em comunidade urbana com 

baixa sanitização, indicando função na manutenção ecológica do patógeno (DOS SANTOS 

RIBEIRO et al., 2023). Anteriormente, estudos evidenciaram biofilmes de Leptospira em 

plantações de arroz e esgotos (VINOD KUMAR et al., 2015). Em hospedeiros animais, 

evidenciou-se a presença de biofilme nos túbulos renais de Rattus norvegicus (SANTOS et al., 

2021) e no humor vítreo de equinos com uveíte recorrente (ACKERMANN et al., 2021). 

Contudo, de acordo com a literatura consultada, não há relatos de formação de biofilme em cães 

acometidos por leptospirose aguda ou crônica. 
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Ristow e colaboradores (2008) investigaram a formação de biofilmes por Leptospira 

impulsionados pela capacidade de espécies saprofíticas e patogênicas de sobreviver em 

ambientes aquáticos, um fator relevante para a transmissão da doença. Adicionalmente, 

acreditava-se que a colonização crônica de túbulos renais de hospedeiros de manutenção ocorria 

através da formação de agregados celulares. Nesse contexto, a investigação inicial da estrutura 

e dos possíveis mecanismos envolvidos na colonização renal de animais reservatórios foi de 

fundamental importância. Os autores observaram que 90% das cepas estudadas formavam 

biofilmes in vitro, com espécies patogênicas necessitando de períodos mais longos para atingir 

a maturação. Estruturalmente, os biofilmes apresentaram-se como microcolônias piramidais, 

multicelulares e organizadas em diversas camadas, com bactérias separadas por canais 

(RISTOW et al., 2008). 

O tratamento da leptospirose pode ser desafiador, com respostas variadas frente a 

diferentes agentes antimicrobianos (MIRAGLIA et al., 2013; MORENO et al., 2016; 

SUEPAUL et al., 2015). Considerando que o tratamento deve ser iniciado assim que se 

apresente suspeita da doença, de modo a limitar a bacteremia e evitar a excreção urinária de 

leptospiras (SYKES et al., 2023), a associação de biofilmes com a resistência antimicrobiana 

impulsionou a investigação do perfil de susceptibilidade em leptospiras na forma de biofilme. 

De modo geral, leptospiras associadas a biofilmes apresentam maiores níveis de resistência in 

vitro (DE CARVALHO et al., 2023; VINOD KUMAR et al., 2016b; VINOD KUMAR et al., 

2018). 

Outras características investigadas em biofilmes por L. interrogans incluem o papel do 

eDNA e do sinalizador c-di-GMP (THIBEAUX et al., 2020). O eDNA mostrou-se crítico para 

a formação de biofilme coeso, sendo constituinte abundante no biofilme maduro; exposição do 

biofilme à DNase resultou na sua disrupção após 24h do tratamento. O mesmo estudo relatou 

que interferência no c-di-GMP de leptospira compromete a formação de biofilme, evidenciando 

o papel funcional da sinalização por c-di-GMPA em L. interrogans (THIBEAUX et al., 2020). 

Outra proteína essencial para a manutenção de biofilmes de Leptospira é a chaperonina 

GroEL (VINOD KUMAR et al., 2017). Sua expressão confere resistência a condições adversas, 

um fator crucial para a sobrevivência de leptospiras em ambientes hostis, como águas 

contaminadas. Adicionalmente, devido à sua alta imunogenicidade, a proteína GroEL foi 

sugerida como um potencial alvo para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

(VINOD KUMAR et al., 2017). 

Estudos adicionais são necessários para entender fatores gênicos, ambientais e dos 

hospedeiros que possam estar associados à formação de biofilmes por leptospiras. Ademais, a 
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presença de biofilmes em leptospiras focou amplamente em sua influência no estabelecimento 

e manutenção de infecções crônicas e na persistência do patógeno no ambiente. A formação do 

biofilme, assim como a patogenia da leptospirose, é um processo dinâmico, o que justifica a 

investigação em outros cenários clínicos, assim como o estudo de outras espécies de leptospiras 

e de hospedeiros acidentais e carreadores.  

 

2.3 ÁCIDO p-CUMÁRICO (p-CA) 

 

O ácido p-CA é um polifenol derivado do metabolismo de plantas, amplamente 

encontrado em bebidas (café e vinho), cereais (aveia e trigo) e até mesmo em frutas (cerejas, 

maçãs e uvas) (FERREIRA et al., 2019; PEI et al., 2016). Metabólitos secundários, como o p-

CA, têm atraído interesse devido às suas diversas propriedades biológicas, incluindo atividades 

antioxidante, anti-inflamatória, analgésica, antitumoral e antimicrobiana (PEI et al., 2016). 

Além disso, o p-CA demostrou potencial como agente antibiofilme.  Ferreira e colaboradores 

(2021) observaram que p-CA em cristais líquidos apresentaram maior capacidade de erradicar 

biofilmes maduros de Candida albicans em comparação com a anfotericina B e fluconazol. 

Estudos recentes reforçam a relevância do ácido p-cumárico como agente antibiofilmes 

bacterianos. Foi demonstrada sua capacidade de inibir a formação de biofilmes por 

Streptococcus mutans, reduzindo significativamente a virulência deste patógeno (AHMAD et 

al., 2024). Ademais, a incorporação de p-CA em scaffolds de poliuretano mostrou-se eficaz na 

disrupção de biofilmes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, destacando seu potencial 

em dispositivos biomédicos (DU et al., 2023). Outro estudo investigou sua capacidade de inibir 

o QS bacteriano, sugerindo aplicações para a preservação de alimentos (CHEN et al., 2020). 

Estas propriedades tornam o p-CA um promissor candidato para avaliação em estudos de 

disrupção de biofilmes bacterianos. 

O elevado grau de resistência a antimicrobianos associado às infecções por biofilmes 

impulsiona a busca por métodos eficazes para dispersão destas comunidades multicelulares. 

Um dos principais fatores no combate a infecções por biofilmes é entender a fisiologia do seu 

desenvolvimento por diferentes microrganismos, de modo a selecionar agentes que atuem nas 

diferentes fases de sua formação (PERCIVAL et al., 2011b). Uma estratégia promissora é o uso 

de moléculas capazes de causar a disrupção da estrutura multicelular do biofilme, aumentando 

a efetividade de agentes antimicrobianos convencionais (antibióticos) e das células de defesa 

do hospedeiro, que passam a ter acesso facilitado às bactérias protegidas na matriz do biofilme 

(STEWART; COSTERTON, 2001).  
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A literatura reporta o estudo de agentes naturais com ação anti-biofilme ou anti-

aderência bacteriana, incluindo extratos de alho em P. aeruginosa (BJARNSHOLT et al., 

2005), polifenóis de oxicoco em Porphyromonas gingivalis (YAMANAKA et al., 2007) e E. 

coli (HOWELL, 2002), ácidos ginkgólicos em E. coli e Staphylococcus aureus (LEE et al., 

2014). Entretanto, até o momento, não foram publicadas pesquisas objetivando a avaliação anti-

biofilme de Leptospira por agentes naturais. 

  

3 HIPÓTESE 

 

Cepas autóctones de L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae isoladas a partir de 

amostras de cães com infecção aguda formam biofilme em parênquima renal. Biofilmes 

maduros de L. interrogans com apenas sete dias de formação exigem maiores concentrações de 

antimicrobianos para sua disrupção em comparação com bactérias em sua forma planctônica. 

O antimicrobiano natural, ácido p-cumárico, tem o potencial de atuar na disrupção de biofilmes 

maduros de L. interrogans. 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar a formação de biofilme em parênquima renal de cães naturalmente infectados 

por Leptospira interrogans, através de histotécnicas, assim como analisar a disrupção in vitro 

de biofilmes maduros, com sete dias de formação, por ação de agentes antimicrobianos. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

Investigar a formação de biofilme em parênquima renal de cães naturalmente infectados 

por Leptospira interrogans, em quadro agudo de infecção. 

Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas estudadas, na forma 

de biofilmes maduros, com sete dias frente à doxiciclina, ciprofloxacina e ácido p-cumárico. 

Avaliar a arquitetura de biofilmes maduros (sete e 21 dias) após exposição à doxiciclina, 

ciprofloxacina e ácido p-cumárico, por microscopia eletrônica de varredura. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 DESENHO DO ESTUDO 

  

O presente estudo faz parte de abordagem multidisciplinar adotada pelo grupo de 

pesquisa do Laboratório de Bacterioses (LABAC – Universidade Federal da Bahia/UFBA), 

envolvendo a caracterização de cães com leptospirose e a obtenção de 17 isolados autóctones 

de Leptospira spp. Para tanto, foram incluídos cães atendidos no setor de clínica de pequenos 

animais do Hospital de Medicina Veterinária Renato R. de Medeiros Neto, UFBA. De todos os 

animais, mediante aceite de participação do responsável, foram coletadas amostras para 

diagnóstico de leptospirose (Anexo A). 

A avaliação da formação de biofilme foi realizada a partir de parênquima renal de quatro 

cães naturalmente infectados, com desfecho clínico óbito. As atividades previstas foram 

aprovadas pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Escola de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da UFBA (autorização nº 06.2021 - Anexo B e nº 93/2023 - Anexo C). 

Adicionalmente, a partir do cultivo in vitro, foi realizado o teste de susceptibilidade 

antimicrobiana (planctônica e biofilme) e analisada a disrupção de biofilmes (sete e 21 dias) 

formado por cepas autóctones isoladas a partir de amostras clínicas (sangue e urina) destes 

mesmos cães, frente à doxiciclina ciprofloxacina e ácido p-cumárico (Figura 1). 

 

Figura 1 - Representação esquemática do desenho de estudo sobre formação de biofilme em parênquima renal de 

cães naturalmente infectados por L. interrogans e análise in vitro de disrupção de biofilmes por 

antimicrobianos e ácido p-cumárico. 
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5.2 CEPAS AUTÓCTONES 

 

Para verificar a formação de biofilme, foram selecionadas quatro cepas autóctones de 

Leptospira (C20, C29, C51 e C82), obtidas pelo nosso grupo de pesquisa, a partir de amostras 

de sangue e urina de cães naturalmente infectados com quadro clínico de leptospirose aguda, 

oriundas do mesmo cenário epidemiológico (Anexo D). Estas foram mantidas congeladas a        

-196 ºC, o número de passagens em meio de cultura foi rigorosamente monitorado, tratando-se 

de cepas infectantes (ensaio em modelo hamster de infecção). Com base na caracterização 

sorológica (PAZ et al., 2021b) e molecular (ANI do inglês Average Nucleotide Identity), as 

cepas foram identificadas como L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae (PAZ et al., 

2025).  

 

5.3 INVESTIGAÇÃO DE BIOFILME RENAL in vivo 

  

A formação de biofilme por L. interrogans foi investigada em fragmentos renais dos 

mesmos cães a partir dos quais obtivemos êxito no isolamento das cepas utilizadas neste estudo, 

referidos também como C20, C29, C52 e C82. A avaliação histológica para identificação da 

presença de biofilme foi realizada através do emprego de histotécnicas com colorações 

especiais e imunohistoquímica. Fragmentos de parênquima renal de aproximadamente 2 cm2, 

fixados em formol neutro tamponado 10%, foram utilizados para obtenção de cortes 

histológicos de 3 µm para realização sequencial das seguintes histotécnicas, em cortes seriados: 

Hematoxilina-Eosina (HE), Imunohistoquímica (IHQ), Azul de Alcian (AA) e Ácido 

Periódico-Schiff (PAS). 

Para detecção de biofilme, foi empregado o Azul de Alcian, que em pH 2,5 (ácido 

acético 3%) foi utilizado para marcar mucopolissacarídeos, ácidos sulfatados e carboxilados, 

sialomucinas (glicoproteínas) sulfatadas e carboxiladas presentes na matriz de biofilmes. A 

reação de coloração pelo PAS foi utilizada para demonstrar a presença de sialomucinas 

(glicoproteínas), substâncias mucoides neutras, membrana basal e glicogênio, conferindo a cor 

rosa escuro (ou magenta) quando presentes (CARSON; HLADIK, 2009). 

A análise por imunohistoquímica foi realizada de acordo com Haake e colaboradores 

(2000), com modificações. Parafina foi removida dos fragmentos de parênquimas renais com 

banhos em xilol e as secções desidratadas com álcool. Para recuperação antigênica enzimática 

foi utilizada a tripsina (0,1% em 0,1 mol/L Tris HCl, pH 7,6), a 37 ºC, por 30 minutos. Seguiu-

se o bloqueio da peroxidase endógena com solução de peróxido de hidrogênio a 3%, à 
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temperatura ambiente. Após bloqueio de ligações inespecíficas com albumina 1%, as secções 

foram incubadas com anticorpo primário monoclonal anti-LipL32 (gentilmente cedido pelo Dr. 

David A. Haake, Division of Infectious Diseases, VA Greater Los Angeles Healthcare System, 

CA, USA), presente somente em Leptospira patogênicas, na diluição de 1:50, a 4 ºC, overnight. 

Para etapas posteriores foram utilizados reagentes contidos no sistema de detecção 

polimerizada controlada - NovoLink Polymer Detection System (Leica). As reações 

enzimáticas foram reveladas com o uso de 3,3’ - diaminobenzidina (DAB, Leica). 

Posteriormente, os cortes foram incubados por dois minutos com HE para contraste e revelação 

das estruturas do parênquima. Em seguida, os cortes foram cobertos com lamínulas, usando 

meio de montagem Entellan®.  

Como controle positivo da reação foi utilizado fragmento de parênquima renal de 

hamster sírio infectado com L. interrogans, sg Icterohaemorrhagiae (isolada a partir do sangue 

do cão referido como C20 neste estudo), que evoluiu ao óbito após 4 dias de inoculação. Este 

método também foi utilizado para comprovar o status infectante das cepas estudadas. Como 

controle negativo da reação foram realizadas todas as etapas, exceto incubação com anticorpo 

primário anti-LipL32. Como controle negativo da espécie foi utilizado fragmento de 

parênquima renal de cão não infectado por Leptospira.  

As lâminas foram avaliadas em microscópio trinocular de campo claro Nikon, modelo 

Eclipse Si (Nikon®) contendo sistema de aquisição de imagens com câmera digital (Prime Cam 

Intervisions WIFI 12 PRO, Prime Life Science®) e software de captura PrimeCam versão 5.1. 

Onde houve marcação por IHQ para a presença de LipL32, as imagens capturadas foram 

confrontadas com as colorações por AA e PAS para detecção de biofilme e HE para tentativa 

de colocalização (se marcação positiva por AA e ou PAS, a mesma área era observada por 

coloração HE). A presença de injuria tecidual renal nos parênquimas dos 4 cães foram 

previamente caracterizadas em PAZ et al., 2025. 

 

5.4 AVALIAÇÃO DA DISRUPÇÃO DE BIOFILME DE L. INTERROGANS 

 

5.4.1 Formação de biofilme in vitro 

 

Todas as cepas estudadas (C20, C29, C51 e C82) pertencem à coleção de culturas do 

LABAC, mantidas congeladas em crioprotetor dimetilsulfóxido (DMSO) 2,5% à -196 °C 

(NARDUCHE et al., 2016) e meio T80/40LH (JOHNSON; HARRIS, 1967). Com o objetivo 

de garantir a viabilidade e a qualidade dos experimentos, antes dos ensaios uma alíquota de 
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cada cepa foi descongelada e todo o conteúdo transferido para tubo de ensaio contendo 4,5 ml 

de meio para crescimento bacteriano. As culturas foram avaliadas quanto i) crescimento da 

população bacteriana até concentrações próximas a 108 leptospiras/mL em aproximadamente 

sete dias; ii) movimentação ativa das bactérias, caracterizada por vigorosa rotação; iii) ausência 

de crescimento de microrganismos contaminantes; iv) presença de auto aglutinação.  

A formação de biofilme foi conduzida em placas de poliestireno com 96 poços, de baixa 

evaporação, especificas para cultura de células e tecidos (Nest Biotechnology®, Jiangsu, 

China), conforme descrito por De Carvalho e colaboradores (2023). Brevemente, as cepas 

foram cultivadas de acordo com suas curvas de crescimento (DE CARVALHO et al., 2023) até 

todas alcançarem a fase exponencial (1 x108 leptospiras/mL) em dia específico para utilização 

nos experimentos, através de contagem em câmara de Petroff-Hausser (Hausser Scientific 

Company, PA, USA).  

Todas as cepas foram padronizadas para obtenção de culturas com inóculos de 

suspensão bacteriana em concentração inicial de 1 x 106 leptospiras/mL (DE CARVALHO et 

al., 2023). Posteriormente, 150 μl destas culturas foram dispensados no interior dos poços das 

placas de poliestireno, em triplicata, e incubadas a 30 ºC sob condições estáticas e avaliadas em 

momentos distintos, conforme ensaio por disrupção com uso de antimicrobianos e ácido p-

cumárico. Para minimizar a evaporação, os poços da periferia não foram utilizados, mas 

preenchidos com água destilada estéril. 

 

5.4.2 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (TSA) da forma planctônica ao 

ácido p-cumárico 

 

Antes de determinar a susceptibilidade das cepas (C20, C29, C51 e C82) na forma de 

biofilmes, foi realizado o ensaio de susceptibilidade antimicrobiana de L. interrogans 

planctônica ao ácido p-cumárico conforme descrito por De Carvalho e colaboradores (2023), 

com breves modificações. O ensaio foi realizado através da técnica de microdiluição em caldo, 

que tem como objetivo determinar a concentração inibitória mínima (CIM) suficiente para 

inibição de crescimento bacteriano. Os resultados foram obtidos por meio de leituras das 

absorbâncias dos poços em espectrofotômetro, com comprimento de onda de 570 e 600 nm e 

utilização do Alamar Blue (reagente que detecta crescimento celular). 

O controle positivo de cada cepa (poços com leptospiras e sem adição de 

antimicrobianos) e negativo (poços somente com meio de cultivo) foram estabelecidos.  100µl 

de meio T80/40LH foram adicionados aos poços das placas. Diluições seriadas de ácido p-
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cumárico (Sigma-Aldrich™ St. Louis, Missouri, USA) foram preparadas em etanol absoluto, 

resultando em concentrações finais variando de 0,02 a 1,600 µg/mL. Após este processo, 

alíquotas de 100 μl de cada cepa de Leptospira spp., em uma concentração de 1 × 106 

células/mL, foram preparadas e distribuídas nos respectivos poços, com exceção dos poços 

destinados ao controle negativo, que receberam 100 µL de meio de cultura estéril. As placas 

foram incubadas por 24 horas a 30 °C sob exposição ao agente.  

Para avaliar a viabilidade das leptospiras na forma planctônica, adicionaram-se 20 μL 

de AB a cada poço, seguido de uma nova incubação por 90 minutos a 30° C. Após o período 

de exposição ao AB, o conteúdo dos poços foi transferido para uma outra placa de 

microtitulação para a leitura em espectrofotômetro. As densidades ópticas foram medidas nos 

comprimentos de onda de 570 e 600 nm. Com base na leitura das absorbâncias na fórmula 

fornecida pelo fabricante do AB, a CIM foi definida como a menor concentração do composto 

testado que resultou na redução em um valor igual ou inferior a 50% do AB, 90 minutos após 

a adição do reagente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

As porcentagens de reduções do AB foram obtidas, utilizando a fórmula a seguir: 

 

(𝜀𝑜𝑥)𝜆2𝐴𝜆1 − (𝜀𝑜𝑥)𝜆1𝐴𝜆2
(𝜀𝑅𝐸𝐷)𝜆1𝐴′𝜆2 − (𝜀𝑅𝐸𝐷)𝜆2𝐴′𝜆1

× 100 

 

Onde: ox = coeficiente de extinção molar do Alamar Blue (azul) na forma oxidada, red 

= coeficiente de extinção molar do Alamar Blue (rosa) na forma reduzida, A = absorbância dos 

poços testes, A’ = absorbância dos poços controle negativo, 1 = 570nm, e 2 = 600nm. 

 

5.4.3 Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (TSA) de biofilmes de L. 

interrogans 

 

O ensaio de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado em todas as quatro cepas, 

conforme descrito por De Carvalho e colaboradores (2023), com modificações. Os controles 

positivos e negativos também foram estabelecidos. Brevemente, as bactérias em biofilme com 

sete dias de crescimento (biofilmes maduros) foram expostas a diluições seriadas de 

antimicrobianos (ciprofloxacina e doxiciclina) (Sigma-Aldrich™ St. Louis, Missouri, USA), 

variando entre 0,02 e 1.600,00 µg/mL. Para o ácido p-cumárico, todas as cepas testadas foram 

crescidas em biofilmes de sete e 21 dias, expostos a diluições seriadas do composto, variando 

entre 0,02 e 1.600,00 µg/mL. 
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Após completa formação de biofilme, o sobrenadante foi gentilmente aspirado e 

desprezado. Diluições seriadas dos compostos testados foram adicionadas aos poços 

correspondentes, em volume de 150 µl, nas concentrações acima especificadas. Os 

antimicrobianos doxiciclina e ciprofloxacina foram preparados em meio T80/40LH, enquanto 

as diluições seriadas do ácido p-cumárico foram preparadas em etanol absoluto. Em seguida, 

as placas foram incubadas por 24 horas, a 30 ºC sob exposição aos agentes. Após incubação, a 

as bactérias em biofilme foram expostas a 20 µl de Alamar Blue (AB) em cada poço e posterior 

incubação por 6 horas a 30°C. Após a exposição ao AB, o conteúdo foi transferido para uma 

nova placa de microtitulação para a leitura no espectrofotômetro. As densidades ópticas foram 

lidam em espectrofotômetro (comprimentos de onda de 570 a 600 nm). Por meio das 

absorbâncias dos poços e sua inserção na fórmula disponibilizada pelo fabricante do AB, a 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida como a menor concentração da droga que 

resultou na redução em um valor igual ou inferior a 50% do AB, após seis horas de exposição 

ao reagente. 

 

5.4.4 Observação microscópica de disrupção de biofilmes por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A partir dos resultados de susceptibilidade aos agentes testados, foram selecionadas, 

para cada cepa, uma concentração de cada antibiótico e do ácido p-cumárico eficazes para 

observação microscópica de disrupção dos biofilmes através de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). As cepas foram cultivadas como descrito na seção “5.4.1 Formação de 

biofilme in vitro”, com algumas modificações. Brevemente, inóculos de 1 mL de cultura em 

fase exponencial na concentração de 1 x 106 leptospiras/mL foram adicionados em placas de 

24 poços (Jetbiofil®, China), com fundo chato, específicas para cultura, cada poço contendo 

uma lamínula de vidro estéril de 12 mm de diâmetro. Após crescimento dos biofilmes de sete 

ou 21 dias, o sobrenadante foi removido, o biofilme lavado uma vez com PBS e posteriormente 

fixado com glutaraldeído a 2,5% e paraformaldeído a 4% em tampão cacodilato de sódio 0,1M 

pH 7,4 por 1 hora. Para os biofilmes com 21 dias de crescimento, a avaliação da disrupção pelo 

p-CA só foi realizada nas cepas C20 e C82. 

Posteriormente, os biofilmes foram lavados três vezes com tampão cacodilato de sódio 

0,1M pH 7,4, fixados com tetróxido de ósmio a 1% por 30 minutos e novamente lavados três 

vezes com tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,4. Após fixação, os biofilmes foram 

desidratados através de uma série de concentrações de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), e secados 
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utilizando o sistema de ponto crítico no equipamento CPD 030 (Leica, Wetzlar, Alemanha). As 

lamínulas foram coladas em stubs e metalizadas com ouro, formando uma camada de 

aproximadamente 25 nm. As amostras foram observadas em microscópio eletrônico de 

varredura JSM-6390LV (Jeol, Tóquio, Japão), com operação em 10Kv. 

Para análise dos efeitos disruptivos dos antimicrobianos sobre os biofilmes de L. 

interrogans, foi desenvolvida uma tabela específica (Tabela 3) contendo parâmetros descritivos 

observados por MEV. Esses parâmetros foram definidos com base nas características 

estruturais e morfológicas dos biofilmes e células que os compõem após a exposição aos 

tratamentos. Como não há um sistema padronizado na literatura para descrever a disrupção de 

biofilmes, inclusive de Leptospira, a criação desses critérios representa uma contribuição 

original deste estudo. 

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 INVESTIGAÇÃO DE BIOFILME EM PARÊNQUIMA RENAL DE CÃES COM 

INFECÇÃO AGUDA 

 

Foram estudados fragmentos de parênquima renal obtidos de 4 cães (C20, C29, C51 e 

C82) diagnosticados com leptospirose aguda, caracterizados por manifestações clínicas, 

laboratoriais e histopatológicas de síndrome hepatorenal grave, capazes de formar biofilme in 

vitro (Tabela 1). A natureza grave das infecções resultou em desfecho clínico óbito em, no 

máximo, 24 horas após primeira consulta veterinária, de modo a serem instituídas abordagens 

terapêuticas de suporte, em sua maioria, por período curto empregando-se derivado de 

penicilina. Somente o animal C20 fez uso de doxiciclina por 24 horas (5 mg/kg, 2 doses). 
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Tabela 1 – Clínica, patologia e tratamento de cães com leptospirose aguda e características dos isolados (C20, 

C29, C51 e C82) de Leptospira interrogans, sorogrupo Icterohaemorrhagiae. 

 

Cão Origem do 

isolado 

Caracterização 

molecular 

PCR 

urina 

PCR 

SgT 

T.E.C 

(dias) 

Clínica Histopatologia Tratamento 

C20 Sangue L. interrogans + - 5 Azotemia, anemia,  

disfunção hepática, 

icterícia, melena, 

anuria, vômito 

Necrose e degeneração 

Inflamação 

mononuclear 

Regeneração tubular 

Congestão 

Hemorragia 

Doxiciclina, VO 

(1dia) 

C29 Urina L. interrogans - - 4 Anemia, azotemia, 

disfunção hepática, 

icterícia, melena 

Necrose e degeneração 

Inflamação 

mononuclear 

Cilindros 

hialinos/granulares 

Ectasia tubular 

Regeneração tubular 

Congestão 

Benzilpenicilina, IV 

(menos de 8h) 

C51 Sangue L. interrogans + - 5 Azotemia, 

disfunção hepática, 

icterícia, anuria, 

convulsão 

Necrose e degeneração 

Inflamação 

mononuclear 

Ectasia tubular 

Regeneração tubular 

Congestão 

Hemorragia 

Benzilpenicilina, IV 

(menos de 8h) 

C82 Sangue L. interrogans - - 4 Icterícia, anuria Inflamação 

mononuclear 

Necrose e degeneração 

Hemorragia 

Suporte 

FONTE: Adaptado de Dias e colaboradores (2021), Paz e colaboradores (2021) e Paz (2022). 

SgT: Sangue Total 

T.E.C.: Tempo de evolução clínica. 

VO: Via oral. 

IV: Via intravenosa. 

 

Imunohistoquímica anti LipL-32 evidenciou reatividade imunogênica em todos os 

fragmentos renais analisados, sendo observados depósitos granulares antigênicos reativos, 

agregados bacterianos e leptospiras intactas, com distribuição multifocal, em membranas 

apicais de células tubulares, no lúmen e espaços peritubulares (Figura 2). Em contraste, hamster 

infectado com a cepa C20 apresentou padrão de colonização mais intensa, com evidente 

marcação de numerosas leptospiras intactas em parênquima renal (Figura 3). Características 

histopatológicas comuns entre os parênquimas renais dos cães foram presença de infiltrados 

linfocíticos, necrose e degeneração tubular e hemorragia (Figura 4). 
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Figura 2 – Investigação de leptospiras (lipL32) em diferentes estruturas renais de cães (C20, C29, C51 e C82) 

com quadro agudo de leptospirose. 

(A) Imunomarcação de leptospiras intactas, visíveis em membrana apical de túbulo proximal (seta), cão C20 - 

400x. (B) Imunomarcação em glomérulo renal (seta), cão C20 - 400x. (C) Imunomarcações em túbulos coletores 

(seta branca) e espaços peritubulares (seta preta), cão C29 - 400 x. (D) Imunomarcação em membrana apical e 

lúmen tubular (seta), cão C29 - 400x. (E) Imunomarcação em membrana tubular (seta), cão C51 - 400x). (F) Fracas 

imunomarcações de depósitos granulares antigênicos em células tubulares da região cortical (setas), cão C82 – 

100x. 

 

Figura 3 – Comparação de imunomarcação de lipL32 em parênquima renal de cão (C20) e hamsters infectados 

com L. interrogans, com tempo de evolução clínica de 5 dias. 

(A) Imunomarcações menos densas (setas) em parênquima renal de cão C20, naturalmente infectado com L. 

interrogans – 400x. (B) Imunomarcações difusas e intensas de lipL32 em parênquima renal de hamster sírio 

experimentalmente infectado com L. interrogans (cepa C20) - 400x.  
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Figura 4 – Alterações histopatológicas de parênquima renal de cães (C20, C29, C51 e C82) com infecção aguda 

por L. interrogans. 

 

Fotomicrografias evidenciando infiltrados inflamatório mononuclear multifocais (setas pretas) e necrose tubular 

(setas vermelhas). (A) C20; (B) C29; (C) C51; (D) C82. Coloração HE. Magnificações100x. 

 

A investigação dos parênquimas renais não revelou a formação de biofilmes maduros 

através de marcação de substâncias mucoides por AA e PAS (Figuras 5 e 6). No fragmento 

renal C29 puderam ser observadas fortes marcações na IHQ em paredes tubulares, assim como 

leptospiras individuais no lúmen (Figuras 5A e5B), entretanto, AA e PAS não evidenciaram 

marcações sugestivas de matriz de biofilme (Figuras 5C e 5D).  
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Figura 5 - Imunomarcação para lipL32 e formação de biofilme em parênquima renal de cão (C29) com quadro 

agudo de leptospirose.  

(A) Túbulos renais de cão C29 positivos para IHQ anti-LipL32 - 100x. (B) Intensa imunomarcação por IHQ em 

membrana tubular e presença de leptospiras intactas no lúmen (seta preta) – 1000x. (C) Parênquima renal de cão 

C29 negativo para coloração de AA - 100x. (D) Fotomicrografia de região ampliada, sem evidências de marcação 

de matriz por PAS - 1000 x.  

 

Em marcações de leptospiras individuais (C82) também não foi observada a formação 

de matriz extracelular, como pode ser notado na Figura 6. Notadamente, apesar da ausência de 

marcação de matriz de biofilme, foi possível observar agregado bacteriano com característica 

morfológica de fase inicial de formação de biofilme para a cepa C20 (Figura 7). Entretanto, 

também sem marcação positiva para as colorações de AA e PAS. 

 

Figura 6 - Imunomarcação para lipL32 e formação de biofilme em parênquima renal de cão (C82) com quadro 

agudo de leptospirose.  

(A) Parênquima renal de cão C82 positivo para IHQ anti-LipL32 - 400x e 1000x. (B) Parênquima renal de cão 

C82 negativo para coloração de AA - 400x. 
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Figura 7 - Investigação de formação de biofilme por agregado bacteriano e imunomarcação por lipL32 em 

parênquima renal de cão C20 com infecção aguda por L. interrogans, sg Icterohaemorrhagiae. 

(A) Túbulos renais de cão C20 positivos para IHQ anti-LipL32 com evidência de agregado bacteriano - 400x. (B) 

Imunomarcação por IHQ de agregado de L. interrogans por C20 – 1000x. (C) Parênquima renal de cão C20 

negativo para coloração de AA - 400x. (D) Parênquima renal de cão C20 sem evidências de marcação de matriz 

por PAS - 4000 x.  

 

Os controles das histotécnicas podem ser observados no Anexo E. Controle positivo 

para reação de imunohistoquímica anti-LipL32 mostrou leptospiras intactas em parênquima 

renal de hamster infectado com a cepa C20. Controle negativo da reação não mostrou presença 

de marcações antigênicas em parênquima renal. Em controles positivos para AA e PAS 

puderam ser observadas marcações para mucopolissacarídeos em cartilagem de brônquio e 

membranas tubulares renais. 

 

6.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE L. INTERROGANS NAS 

FORMAS PLANCTÔNICA E BIOFILME 

 

Os ensaios de susceptibilidade antimicrobiana revelaram diferenças entre as formas 

planctônicas e os biofilmes das cepas testadas de L. interrogans (Tabela 2). As CIMs das formas 

planctônicas indicaram alta susceptibilidade ao p-CA, com valores iguais ou inferiores ao limite 

mínimo de detecção (0,02 µg/mL), destacado sua eficácia contra essas formas bacterianas. Por 

outro lado, para os biofilmes tanto de sete quanto de 21 dias, as CIMs do p-CA variaram de 200 

a 800 µg/mL, dependendo da cepa e do tempo de crescimento. Comparativamente, as CIMs 

para a doxiciclina e ciprofloxacina foram uniformemente mais elevadas (800 µg/mL - 1600 
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µg/mL) contra biofilmes de sete dias, reforçando o melhor desempenho antimicrobiano do p-

CA contra bactérias em biofilmes. Esses resultados indicam uma redução da susceptibilidade 

ao p-CA em relação às formas planctônicas já em biofilmes com sete dias, sugerindo a maior 

resistência associada à esta condição. 

Nos biofilmes ainda mais maturados (21 dias), as CIMs do p-CA para as cepas C20 e 

C82 foram de 800 µg/mL, enquanto para C29 e C51 foram de 400 µg/mL. A maior 

concentração de p-CA para atividades antibiofilmes de 21 dias reflete também a progressiva 

resistência metabólica e estrutural das comunidades de L. interrogans ao longo do tempo. 

Com base no número de diluições seriadas dentro do intervalo de concentrações 

antimicrobianas testadas neste estudo, as CIMs observadas mostraram que, em comparação 

com suas formas planctônicas, biofilmes com sete dias de crescimento foram até 14 vezes 

menos susceptíveis ao p-CA. Enquanto biofilmes com 21 dias foram até 15 vezes menos 

susceptíveis. A progressão de sete para 21 dias de crescimento, mostrou um aumento de até 

duas vezes na resistência das bactérias em forma de biofilme ao p-CA. 

 

Tabela 2 - Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) para doxiciclina, ciprofloxacina e ácido p-cumárico frente 

a biofilmes de L. interrogans com diferentes tempos de crescimento e células planctônicas. 

 

Id cepas 

Planctônica   Biofilme 7 dias   Biofilme 21 dias 

CIM (µg/mL) 

p-CA  Doxiciclina Ciprofloxacina p-CA  p-CA 

C20 ≤ 0,02  800 800 400  800 

C29 ≤ 0,02  1600 800 200  400 

C51 ≤ 0,02  800 800 200  400 

C82 ≤ 0,02  800 800 200  800 

CIM90 ≤ 0,02   800 800 200   800  

CIM – Concentração inibitória mínima 

Os resultados de susceptibilidade cumulativa para todos as cepas são expressos como CIM90  

 

 

6.3 DISRUPÇÃO DE BIOFILMES DE L. INTERROGANS POR DOXICICLINA, 

CIPROFLOXACINA E p-CA 

 

Após formação de biofilmes in vitro por cepas autóctones de L. interrogans por sete e 

21 dias, as imagens de MEV permitiram a avaliação das diferenças nas arquiteturas entre 

biofilmes maduros intactos e aqueles expostos à doxiciclina, ciprofloxacina e p-CA. As imagens 

dos controles negativos permitiram a observação de dois aspectos relevantes (Figura 8). O 

primeiro foi a presença, tanto em biofilmes de sete quanto de 21 dias, de elevadas densidades 
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celulares, leptospiras envoltas por multicamadas abundantes e bem desenvolvidas de matriz 

extracelular, cobrindo uniformemente a superfície abiótica da lamínula, caracterizando 

biofilmes maduros. Ademais, foram observados canais e a presença de filamentos ramificados 

de matriz extracelular circundando os mesmos. As células bacterianas mantiveram a morfologia 

típica de L. interrogans, formando aglomerados co-aderidos entre si e firmemente aderidos à 

superfície, o que reforça a estabilidade e complexidade do biofilme mesmo em estágios iniciais. 

O segundo aspecto foi presença de variações notáveis na morfologia dos biofilmes 

formados sob as mesmas condições de incubação entre diferentes cepas.  Essas diferenças 

incluem organização estrutural, densidade celular e características da matriz extracelular. Para 

os biofilmes de sete dias, as cepas C20 e C82 apresentaram maior densidade de biofilmes mais 

volumosos e com camadas mais proeminentes (Figuras 8A e 8D). Enquanto C29 e C51 

formaram biofilmes organizados em tapetes mais finos (Figuras 8B e 8C).  

Destaca-se que, após os ensaios de disrupção, todos os biofilmes, tanto de sete quanto 

de 21 dias, apresentaram diferentes níveis de danos em suas estruturas e em células bacterianas. 

Contudo, não foi evidenciada a destruição completa dos biofilmes maduros, observando-se 

remanescência de agregados celulares e colônias de diferentes tamanhos, assim como 

manutenção de substância exopolimérica.  
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Figura 8 - Fotomicrografias representativas de Microscopia Eletrônica de Varredura demonstrando biofilmes não tratados de L. interrogans (C20, C29, C51 e C82) em diferentes 

tempos de incubação. 

 

(A) e (E) Biofilmes de L. interrogans, cepa C20, com 7 e 21 dias de crescimento, respectivamente. (B) Biofilme de L. interrogans, cepa C29, com 7 dias de crescimento. (C) 

Biofilme de L. interrogans, cepa C51 com 7 dias de crescimento. (D) e (F) Biofilmes de L. interrogans, cepa C82, com 7 e 21 dias de crescimento, respectivamente. 
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Nos biofilmes expostos à doxiciclina foram observados efeitos variados, com diferenças 

notáveis entre as estruturas remanescentes e a morfologia das células bacterianas (Figuras 9 - 

12). Na cepa C20 (800 µg/mL), a incubação com doxiciclina apresentou maior efeito sobre as 

células bacterianas do que na disrupção da arquitetura do biofilme. Isso resultou na formação 

de lacunas na estrutura do biofilme, mas ainda com grande quantidade de células aderidas à 

lamínula. Nas superfícies mais expostas do biofilme, apenas raras leptospiras foram observadas 

(Figura 9B). A maioria das células apresentou deformação estrutural e morfológica, incluindo 

a desorganização de sua forma espiralada típica para formas mais estiradas (menos contraídas) 

e perda de integridade (Figura 9D).  

 

Figura 9 - Efeitos da doxiciclina em biofilme (cepa C20) de L. interrogans: observações estruturais.  

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C20. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C20, tratados com 800 µg/mL de doxiciclina. Setas vermelhas indicam lacunas na matriz extracelular. Setas verdes 

indicam células bacterianas com manutenção de integridade morfológica. Setas amarelas indicam células 

bacterianas com perda de integridade e deformação estrutural, como perda de morfologia típica - estiradas. 

 

Na cepa C29 (doxiciclina, 1600 µg/mL) observaram-se efeitos semelhantes, incluindo 

regiões descontinuadas na matriz extracelular (Figura 10B) e perda de integridade celular 
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(Figuras 10B e 10D). Entretanto, divergindo da cepa C20, ainda mantém cepas viáveis não 

foram observadas leptospiras morfologicamente íntegras em camadas superiores do biofilme 

tratado, mas sim em camadas mais próximas à lamínula. 

 

Figura 10 - Efeitos da doxiciclina em biofilme (cepa C29) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C29. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C29, tratados com 1600 µg/mL de doxiciclina. Setas vermelhas indicam lacunas na matriz extracelular. Setas 

amarelas indicam células bacterianas com perda de morfologia típica - estiradas ou encolhidas. 

 

O biofilme da cepa C51 (doxiciclina, 800 µg/mL) mostrou manutenção da estrutura tipo 

tapete aderido à superfície abiótica, mas com redução significativa na densidade celular. As 

imagens sugerem notável perda das camadas mais superiores do biofilme, embora o tratamento 

tenha resultado na manutenção de leptospiras com morfologia aparentemente não alterada ao 

redor e conectadas ao biofilme remanescente (Figuras 11B e 11D).  

 

 

 

 



51 
 

Figura 11 - Efeitos da doxiciclina em biofilme (cepa C51) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C51. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C51, tratados com 800 µg/mL de doxiciclina. Setas vermelhas indicam manutenção de tapete de matriz 

extracelular, com perda de camadas superiores do biofilme. Setas amarelas indicam células bacterianas com 

manutenção de integridade. 

 

Por fim, após exposição do biofilme da cepa C82 (800 µg/mL), cujo controle negativo 

era bastante espesso, foi observada significativa disrupção estrutural. Entretanto, observaram-

se colônias densas, caracterizadas pela presença de remanescentes de matriz extracelular 

conectando as leptospiras. Adicionalmente, foram detectadas bactérias de morfologia mais 

encolhida e de aparência irregular (Figura 12B). As Figuras 12B e 12D também mostram, nessa 

cepa, uma maior manutenção de células bacterianas íntegras, em comparação às cepas C20 e 

C29, indicando uma maior resiliência estrutural do biofilme em relação aos efeitos da 

doxiciclina. 
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Figura 12 - Efeitos da doxiciclina em biofilme (cepa C82) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C82. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C82, tratados com 800 µg/mL de doxiciclina, Setas vermelhas indicam presença de matriz extracelular abundante. 

Setas verdes indicam células bacterianas com manutenção de integridade. Setas amarelas indicam células 

bacterianas com perda de morfologia típica - encolhidas. 

 

Os efeitos da ciprofloxacina em biofilmes de sete dias podem ser observados nas Figuras 

13, 14, 15 e 16. Para a cepa C20, a exposição à ciprofloxacina (800 µg/mL) resultou em 

significativa disrupção da estrutura do biofilme, de maior intensidade se comparada ao uso da 

doxiciclina. Foram observadas células bacterianas mais esparsas na superfície da lamínula, 

circundadas por menores quantidades de matriz, organizadas em pequenos agregados 

conectados por filamentos de matriz e células individuais. Apesar da dispersão estrutural, a 

maioria das leptospiras agregadas manteve uma superfície regular e lisa, sem sinais de danos 

graves (Figuras 13B e 13D). 
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Figura 13 - Efeitos da ciprofloxacina em biofilme (cepa C20) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C20. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C20, tratados com 800 µg/mL de ciprofloxacina. Setas vermelhas indicam presença de matriz extracelular 

conectando agregados de células bacterianas. Setas verdes indicam células bacterianas com manutenção de 

integridade morfológica. 

 

 Em contraste à doxiciclina, a exposição do biofilme da cepa C29 à ciprofloxacina (800 

µg/mL), embora em menor concentração, resultou na permanência de extensas quantidades de 

matriz depositadas na camada externa (Figuras 14B e 14D). Notadamente, houve redução na 

densidade celular em camadas superiores, em comparação ao controle negativo. De modo 

bastante similar ao tratamento da cepa C51 com mesma concentração de doxiciclina, puderam 

ser observadas leptospiras íntegras conectadas ao biofilme remanescente e em camadas mais 

internas (Figura 14D). No entanto, algumas células não aderidas ao biofilme apresentaram 

sinais de danos, assim como células e matriz nas camadas mais superficiais do biofilme (Figura 

14B e 14D). 
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Figura 14 - Efeitos da ciprofloxacina em biofilme (cepa C29) de L. interrogans: observações estruturais.  

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C29. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C29, tratados com 800 µg/mL de ciprofloxacina. Setas vermelhas indicam manutenção de tapete de matriz 

extracelular, com perda de camadas superiores do biofilme. Setas verdes indicam células bacterianas com 

manutenção de integridade. Setas amarelas indicam células bacterianas com perda de integridade morfológica. 

 

Na cepa C51, a exposição à ciprofloxacina (800 µg/mL) resultou na disrupção da 

estrutura madura do biofilme, evidenciada pela ausência de tapete cobrindo a superfície 

abiótica. A ação antibacteriana do antimicrobiano pode ser claramente observada pela presença 

de diversas bactérias isoladas e dispersas, com perda de integridade e morfologia (Figura 15B).  

Entretanto, foram preservadas colônias e agregados compostos principalmente por células 

morfologicamente intactas conectadas por matriz filamentosa (Figura 15D).  
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Figura 15 - Efeitos da ciprofloxacina em biofilme (cepa C51) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C51. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C51, tratados com 800 µg/mL de ciprofloxacina. Setas vermelhas indicam manutenção de colônias e agregados 

celulares com presença de matriz extracelular. Setas verdes indicam células bacterianas com manutenção de 

integridade. Setas amarelas indicam células bacterianas com perda de integridade morfológica. 

 

Assim como sua exposição à doxiciclina (em mesma concentração), a incubação do 

biofilme da cepa C82 com ciprofloxacina (800 µg/mL) resultou em disrupção da estrutura geral 

do biofilme, porém, houve manutenção de grandes colônias de células bacterianas íntegras 

interconectadas por abundante deposição de matriz extracelular (Figuras 16B e 16D). Ademais, 

poucos agregados caracterizados por leptospiras deformadas foram encontrados aderidos à 

superfície da lamínula (Figura 16B). 
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Figura 16 - Efeitos da ciprofloxacina em biofilme (cepa C82) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C82. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C82, tratados com 800 µg/mL de ciprofloxacina. Setas vermelhas indicam manutenção de colônias celulares com 

abundante presença de matriz extracelular. Setas verdes indicam células bacterianas com manutenção de 

integridade. Setas amarelas indicam células bacterianas com perda de integridade morfológica. 

 

Como apresentado na Figura 17, após a exposição do biofilme de sete dias da cepa C20 

ao p-CA (400 µg/mL), a disrupção se caracterizou pela presença de menor densidade celular 

no biofilme exposto, porém, acompanhada de colônias celulares de diferentes tamanhos ainda 

aderidas à superfície da lamínula (Figura 17B). A exposição ao ácido também demonstrou 

manutenção de células morfologicamente intactas, muitas vezes acompanhadas pelo acúmulo 

de material granular depositado (Figura 17D).  

 

 

 

 

 

 



57 
 

Figura 17 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C20) de L. interrogans: observações estruturais. 

 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C20. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C20, tratados com 400 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam manutenção de colônias celulares de 

diferentes tamanhos com presença de matriz extracelular. Setas verdes indicam células bacterianas com 

manutenção de integridade. Setas azuis indicam deposição de material granular. 

 

A exposição do biofilme de sete dias da cepa C29 ao p-CA (200 µg/mL) apresentou 

características semelhantes tanto à doxiciclina quanto à ciprofloxacina, em especial a 

manutenção de colônias bacterianas com alta densidade de matriz e deposição de material 

granular (Figura 18B e 18 D). Entretanto, ao contrário da ciprofloxacina, o p-CA pareceu ter 

maior efeito na disrupção do tapete aderido à lamínula. Em comparação à doxiciclina, a 

exposição ao ácido resultou em maiores quantidades de células morfologicamente não 

danificadas (Figura 18D). 
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Figura 18 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C29) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C29. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C29, tratados com 200 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam manutenção de colônias celulares 

com presença de matriz extracelular. Setas verdes indicam células bacterianas com manutenção de integridade. 

 

Na cepa C51 (200 µg/mL), a exposição ao p-CA mostrou mais semelhanças ao efeito 

da doxiciclina na disrupção do biofilme, caracterizando-se por uma maior manutenção da 

estrutura do biofilme em forma de tapete aderido e redução na densidade do biofilme (Figura 

19B). Observou-se também a presença de material de aspecto granular. As células bacterianas, 

tanto individuais quanto agregadas ao biofilme, mantiveram uma morfologia mais próxima à 

observada no controle negativo, tanto nas camadas mais superficiais quanto nas mais profundas 

do biofilme (Figura 19D). 
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Figura 19 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C51) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C51. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C51, tratados com 200 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam manutenção de tapete de matriz 

extracelular, com perda de camadas superiores do biofilme. Setas verdes indicam células bacterianas com 

manutenção de integridade. 

 

Em contrapartida, a exposição do biofilme da cepa C82 (200 µg/mL), apresentou intensa 

disrupção do biofilme, que, em comparação ao controle negativo, apresentou acentuada redução 

do número de células intactas e agregadas. A pouca matriz extracelular observada apresentou 

deposição de material granular (Figura 20B). Observou-se também acentuada decomposição 

celular bacteriana (Figura 20D). 
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Figura 20 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C82) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (7 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C82. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C82, tratados com 200 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam deformação na matriz extracelular. 

Setas amarelas indicam células bacterianas com perda de integridade e deformação estrutural. 

 

A exposição do biofilme de 21 dias da cepa C20 ao p-CA (800 µg/mL) resultou em 

intensa disrupção da estrutura do biofilme, com a presença de pequenas colônias e agregados 

de células com aparência espiralada mais acentuada e com substância exopolimérica aderida 

(Figura 21B). Adicionalmente, foram observadas deformações estruturais na maioria das 

células bacterianas dentro e fora dos agregados (Figuras 21B e 21D). Assim como nos biofilmes 

de sete dias, a exposição ao p-CA também resultou na deposição de material granular. 
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Figura 21 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C20) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (21 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C20. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C20, tratados com 800 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam agregados de células bacterianas 

com acentuação na forma helicoidal, acompanhadas por deposição de substância exopolimérica. Setas amarelas 

indicam células bacterianas com perda de integridade. 

 

Para a cepa C82, o p-CA (800 µg/mL) mostrou efeitos semelhantes aos inferidos ao 

biofilme de 21 dias da cepa C20, com considerável disrupção do biofilme maduro, mesmo que 

possam ser observadas colônias remanescentes compostas por matriz extracelular menos densa 

(Figura 22B). Entretanto, assim como nos tratamentos anteriores com o p-CA, as colônias são 

compostas por células bacterianas caracterizadas por intensa deposição de material granular e 

perda de integridade (Figura 22D). 
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Figura 22 - Efeitos do ácido p-cumárico em biofilme (cepa C82) de L. interrogans: observações estruturais. 

(A) e (C) Biofilmes (21 dias) não tratados de L. interrogans, cepa C82. (B) e (D) Biofilmes de L. interrogans, cepa 

C82, tratados com 800 µg/mL de ácido p-cumárico. Setas vermelhas indicam deformação na matriz extracelular. 

Setas amarelas indicam células bacterianas com perda de integridade. 

 

Todos os experimentos realizados evidenciaram variáveis intensidades de disrupção dos 

biofilmes e danos às células bacterianas, não demonstrando um padrão consistente detectável 

no modo de ação anti-biofilme dos tratamentos estudados (ANEXO F). As respostas variaram 

de acordo com as diferentes cepas e os tipos de tratamentos, refletindo a complexidade das 

interações entre os agentes antimicrobianos e os biofilmes de L. interrogans. 

Apesar da heterogeneidade nas ações, alguns resultados se destacam (Tabela 3). O p-

CA demonstrou efeito antibacteriano superior à doxiciclina e à ciprofloxacina, mas sua 

capacidade disruptiva em biofilmes de sete dias não diferiu na arquitetura. Nessa condição, a 

ciprofloxacina promoveu maior disrupção em três das quatro cepas testadas, enquanto o p-CA 

e a doxiciclina tiveram esse efeito em duas e uma cepa, respectivamente. O p-CA também 

demonstrou boa ação disruptiva nas cepas C20 e C82, inclusive em biofilmes de 21, nos quais 

sua exposição pareceu resultar em menor manutenção de agregados complexos. Entretanto, 

deve-se considerar que para 21 dias os biofilmes foram expostos a doses maiores do ácido. 
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Tabela 3 - Principais achados na Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de biofilmes de L. interrogans (7 e 21 dias) após exposição à agentes antimicrobianos (doxiciclina, 

ciprofloxacina e p-CA). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

MEV = Microscopia Eletrônica de Varredura 

p-CA = ácido p-cumárico 

+ = presença 

- = ausência 

 

 

Achados de MEV 

Cepas 
Biofilmes 7 dias  Biofilmes 21 dias 

Doxiciclina  Ciprofloxacina  p-CA  p-CA 

C20 C29 C51 C82  C20 C29 C51 C82  C20 C29 C51 C82  C20 C82 

Disrupção acentuada do biofilme - - - +  + - + +  + - - +  + + 

Manutenção de "tapete" fortemente aderido - - + -  - + - -  - - + -  - - 
Manutenção de arquiteturas complexas + + + +  - + + +  + + + -  - - 

Manutenção de células íntegras + + + +  + + + +  + + + +  + + 
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7 DISCUSSÃO 

  

 Leptospirose e biofilmes representam importantes prioridades para a saúde pública 

(OIE, 2021). O papel dos biofilmes tem sido investigado na leptospirose, com evidências que 

sustentam sua relevância em infecções crônicas (RISTOW et al., 2008; SANTOS et al., 2021). 

No entanto, essa associação ainda não foi explorada em hospedeiros incidentais. Ademais, o 

quadro agudo da leptospirose é frequentemente acompanhado por envolvimento grave de 

diversos sistemas orgânicos, resultando em desfechos clínicos desfavoráveis e em infecções 

refratárias ao tratamento convencional (SCHULLER et al., 2015; SYKES et al., 2023). 

Uma das hipóteses deste estudo fundamenta-se em uma prévia caracterização 

multidisciplinar das cepas analisadas, na qual foram identificados genes relacionados à 

produção de biofilme, demonstrada 99% de homologia com a cepa L1-130 (PAZ et al., 2025) 

e observada a formação de biofilmes maduros in vitro com apenas sete dias de crescimento (DE 

CARVALHO et al., 2023). No presente estudo, expandimos essa investigação ao realizar testes 

de susceptibilidade em biofilmes maduros com apenas sete dias de formação, empregando 

antibióticos e também o p-CA. Também avaliamos biofilmes mais maduros (21 dias) frente ao 

p-CA. Indo além, utilizamos a microscopia eletrônica para visualizar a disrupção dos biofilmes 

em ambas as fases de crescimento, permitindo uma análise mais detalhada do impacto desses 

antimicrobianos sobre a morfologia dos biofilmes.  

 

 7.1 INVESTIGAÇÃO DE BIOFILME RENAL in vivo 

 

 Não foram observadas evidências histológicas de formação de biofilme maduro no 

parênquima renal de cães portadores de L. interrogans em infecção aguda. Entretanto, foram 

identificados biofilmes insipientes na forma de agregados de leptospiras. Neste estudo, a doença 

aguda foi definida pelo quadro clínico grave e pela rápida evolução para óbito (máximo 5 dias). 

Em cães, após a passagem trans-mucosa, reporta-se bacteremia por até 10 dias, acompanhada 

de vasculite, seguida por invasão renal e hepática, e posterior excreção urinária de leptospiras 

(REAGAN; SYKES, 2019; SCHULER et al., 2015). 

O curto tempo de evolução clínica dos animais estudados, aliado à investigação de 

infecção natural, pode refletir o padrão menos difuso de colonização renal observado nos cães. 

Este padrão contrasta com os achados no parênquima renal do controle positivo - hamster 

infectado por via intraperitoneal (IP) com a cepa C20 -, no qual foi observada uma distribuição 

difusa de leptospiras intactas nos rins. Ressalta-se que essas diferenças podem estar 
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relacionadas ao fato de que, na inoculação IP, as leptospiras não interagem com importantes 

mecanismos de defesa do hospedeiro, como barreiras mucosas e cutâneas (WUNDER et al., 

2016a). 

Em modelos experimentais, as leptospiras invadem rapidamente a circulação sanguínea 

e alcançam diversos órgãos antes mesmo de iniciarem sua multiplicação (WUNDER et al., 

2016a). Entretanto, rotas de inoculação que simulam de forma mais próxima as infecções 

naturais, como a conjuntival, demonstraram um atraso na disseminação, distribuição e 

multiplicação das leptospiras (WUNDER et al., 2016a).  

As fotomicrografias de IHQ apresentaram um padrão multifocal de colonização renal, 

sem obliteração completa dos túbulos renais, nos quais raras leptospiras intactas foram 

observadas. Os achados histopatológicos nos cães estudados indicaram alterações circulatórias 

e necrose, aspectos correlacionados à injúria aguda por leptospirose (PAZ et al., 2021). 

Consistentemente, a leptospirose aguda é caracterizada por intensas injúrias teciduais, mesmo 

na presença de poucos microrganismos, sugerindo que os danos sejam mediados por 

componentes bacterianos tóxicos e/ou pela ativação exacerbada da resposta imunológica do 

hospedeiro (HILBE et al., 2023; ZUERNER, 2015). Assim, a carga de leptospiras não está 

necessariamente associada â gravidade das lesões orgânicas (MATSUI et al., 2011). 

Em cães, o padrão de produção de citocinas pró-inflamatórias em formas graves de 

infecção indica uma complexa resposta imune (MAISSEN-VILLIGER et al., 2016). Essa 

resposta diferenciada sugere a manutenção de processos inflamatórios em infecções agudas, 

alterando o microambiente tecidual (MATSUI et al., 2016). Esses fatores podem refletir a 

menor observação de agregados bacterianos, de esparsas leptospiras intactas e a precocidade do 

processo infeccioso relatado neste estudo. Esses fatores junto ao rápido tempo de evolução para 

o óbito podem ter limitado a progressão de agregados para a forma de biofilmes maduros 

produtores de profusas quantidades de matriz extracelular, detectáveis pelas técnicas de 

coloração empregadas. 

Em contraste, Santos e colaboradores (2021) observaram alterações histopatológicas 

mínimas nos rins de R. norvegicus associados à presença de biofilmes. Os autores sugeriram 

uma correlação entre a obliteração completa de túbulos renais, com elevada carga bacteriana, 

menor injúria no parênquima e a formação de biofilme (SANTOS et al., 2021). Estudos sobre 

a resposta imune à leptospirose destacam que carreadores crônicos e pacientes sobreviventes 

expressam maiores níveis de citocinas anti-inflamatórias, promovendo uma resposta protetiva, 

associada a uma forma mais branda da doença e à colonização persistente (MAISSEN-

VILLIGER et al., 2016; MATSUI et al., 2017).  
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 Segundo os resultados obtidos, podemos inferir que a natureza aguda e grave da infecção 

na presença de poucas leptospiras no parênquima renal sugere a necessidade de uma maior 

carga bacteriana para a formação de biofilmes maduros a serem evidenciados pelas técnicas de 

coloração aplicadas. Como mencionado, o microambiente renal protetivo, aliado à resposta 

imune diferenciada em hospedeiros reservatórios, parece criar condições favoráveis à 

multiplicação e à formação de colônias bacterianas capazes de formar matriz em maior 

intensidade, caracterizando biofilme maduro, ou seja, em uma fase mais crônica. 

Apesar de não se detectar neste estudo in vivo biofilmes maduros com produção de 

matriz extracelular, destaca-se a presença de agregado bacteriano (C20) com morfologia 

semelhante a observada em experimento in vitro por nossa equipe (DE CARVALHO et al., 

2023), representando o primeiro dia de incubação das leptospiras. Agregados bacterianos são 

considerados uma valiosa característica para a persistência de bactérias patogênicas durante 

infecções e transmissão entre hospedeiros (JACQUES; MALOUIN, 2022), estando também 

associados a maior resistência antimicrobiana (KRAGH; TOLKER-NIELSEN; LICHTENBERG, 

2023) Já foi reportada a presença de agregados nos pulmões de suínos infectados por 

Actinobacillus pleuropneumoniae (TREMBLAY et al., 2017) e em glândula mamária de vacas 

infectadas com S. aureus (JACQUES; MALOUIN, 2022). 

 Embora o rápido curso de infecção impeça uma correlação direta entre falha terapêutica 

e formação de agregado bacteriano nos animais estudados, há relato de persistência de 

leptospiras após tratamento da fase aguda com posterior multiplicação e estabelecimento de um 

processo crônico (ANDRÉ-FONTAINE, 2006). Os derivados de penicilina, são a primeira 

escolha para tratar a bacteremia inicial, enquanto a doxiciclina é indicada para reduzir a 

colonização renal (SYKES et al., 2023). Contudo, falhas terapêuticas em cães (GUTIERREZ 

et al., 2019) e o aumento das CIMs para doxiciclina em Leptospira (BENACER et al., 2017; 

DE CARVALHO et al., 2023; LIEGEON; DELROY; PICARDEAU, 2018) reforçam a 

importância de abordagens terapêuticas adequadas e do início do tratamento o quanto antes no 

curso clínico. 

 Atualmente, um dos principais desafios na leptospirose é a detecção precoce da infecção 

e dos processos patogênicos associados (DIAS et al., 2021). Como biofilmes estão relacionados 

à menor eficácia antimicrobiana, o atraso na identificação dessas estruturas, tanto em estágios 

iniciais (agregados bacterianos) quanto mais maduros, significa também atraso nas adequações 

de prevenção e tratamento, causando prejuízos significativos à saúde animal (KAVELA et al., 

2023). Entretanto, as técnicas disponíveis para identificação de biofilmes são voltadas às 

estruturas em estágios maduros, relacionando-as a infecções crônicas (KOLPEN et al., 2022). 
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Assim, são necessários mais estudos voltados para a investigação de amostras clínicas de 

animais naturalmente infectados, que proporcione melhor entendimento do estabelecimento de 

biofilme in vivo, em diferentes estágios de infecção. Ademais, análise de pequenos fragmentos 

de rins in vivo podem não representar todo o sistema orgânico estudado. 

 Leptospira interrogans é amplamente disseminada e representa um patógeno de grande 

relevância para a saúde humana e animal (OIE, 2021). A partir dos resultados em nossa jornada 

científica, considerando a relevância da leptospirose para a saúde pública, a caracterização 

destas cepas em diferentes âmbitos de pesquisa gerou relevantes aspectos da epidemiologia, 

diagnóstico, clínica e tratamento da leptospirose em cães (DE CARVALHO et al., 2023; DIAS 

et al., 2021; PAZ et al., 2021; PAZ et al., 2025). Entretanto, mais estudos são necessários para 

melhor caracterização dos isolados, envolvendo análises como a proteômica e transcriptômica, 

assim como a influência de agregados bacterianos na susceptibilidade a antimicrobianos. 

 

7.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE L. INTERROGANS NAS 

FORMAS PLANCTÔNICA E BIOFILME FRENTE A DIFERENTES AGENTES S 

 

Os valores elevados de CIMs para doxiciclina e ciprofloxacina frente a biofilmes de sete 

dias, em comparação com suas formas planctônicas, destacam o papel protetivo da matriz 

extracelular como barreira física e funcional, limitando a penetração dos antimicrobianos 

(JACQUES; MALOUIN, 2022). A correlação entre susceptibilidade antimicrobiana e biofilmes 

precoces (menos de 21 dias) de Leptospira ainda não havia sido investigada. Embora não haja 

consenso estabelecido para a interpretação das CIMs na leptospirose, estudos prévios com 

biofilmes de 21 dias evidenciaram aumentos significativos nas concentrações necessárias para 

a inibição por antimicrobianos como amoxicilina, ampicilina, doxiciclina, ciprofloxacina e 

penicilina G (DE CARVALHO et al., 2023; VINOD KUMAR et al., 2016). Desse modo, os 

resultados deste estudo destacam as complexas interações entre L. interrogans e os agentes 

antimicrobianos testados em diferentes estágios de maturação do biofilme. 

A observação de que biofilmes de sete dias podem influenciar a susceptibilidade 

bacteriana à doxiciclina e à ciprofloxacina, antibióticos empregados no tratamento da 

leptospirose canina (SYKES et al., 2023), ressalta a importância de pesquisas voltadas para a 

identificação de compostos capazes de inibir de forma eficaz a formação e a manutenção de 

biofilmes. O aumento na CIM de biofilmes de sete dias em relação às formas planctônicas 

sugere limitações nos protocolos terapêuticos atualmente usados. Nesse contexto, o uso de 

substâncias antimicrobianas naturais apresenta-se como uma alternativa promissora, 
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oferecendo potenciais benefícios no combate a infecções associadas a biofilmes bacterianos e 

contribuindo para o desenvolvimento de novos regimes terapêuticos frente à resistência 

antimicrobiana por biofilmes.  

Ao conhecimento dos autores, este é o primeiro estudo a avaliar o efeito de 

antimicrobianos, incluindo o p-CA, em biofilmes de sete dias de cepas autóctones de Leptospira 

interrogans.  Paralelamente, investigou-se a capacidade disruptiva deste agente natural em 

comparação aos antibióticos doxiciclina e ciprofloxacina. Assim, não foi possível realizar 

comparações diretas com outros estudos da literatura. No entanto, destaca-se o papel do p-CA 

como antimicrobiano para as formas planctônicas, que se mostraram altamente susceptíveis, 

com CIMs consistentemente baixas (≤ 0,02 µg/mL), demonstrando a eficácia do composto em 

condições em que a barreira do biofilme está ausente. A atividade antibacteriana do p-CA 

corrobora estudos anteriores, nos quais o composto mostrou boa capacidade de inibir o 

crescimento de outras espécies bacterianas, incluindo resistentes, com CIMs entre 0,5 e 1 

mg/mL (IVANOV et al., 2022; YAZICI; BAKHEDDA; AKÇELIK, 2023; XU et al., 2022). 

Em contrapartida, neste estudo a investigação da atividade antibacteriana em biofilmes 

deste polifenol revelou susceptibilidade progressivamente reduzida dos biofilmes de sete e 21 

dias ao p-CA, com aumentos de até 15 vezes nas CIMs em relação às formas planctônicas. 

Embora as concentrações de p-CA necessárias tenham sido menores em comparação à 

doxiciclina e à ciprofloxacina, especialmente em biofilmes de sete dias, esses resultados 

indicam que o crescimento de L. interrogans na forma de biofilmes aumenta sua proteção, 

reduzindo efetivamente o potencial antimicrobiano de todos os agentes estudados. 

 

7.3 DISRUPÇÃO DE BIOFILMES DE L. INTERROGANS 

 

Os biofilmes são comunidades organizadas em agregados protegidos por uma complexa 

estrutura de substância exopolimérica que confere proteção à ação de agentes antimicrobianos 

(SAUER et al., 2022). Neste estudo, os resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana 

demonstraram que as quatro cepas estudas em forma de biofilme requeriam concentrações 

maiores de antimicrobianos em comparação às formas planctônicas. Nesse contexto, decidiu-

se realizar análises por MEV com o objetivo de observar a arquitetura dos biofilmes tratados. 

Os biofilmes não tratados (sete e 21 dias) apresentaram diferenças estruturais evidentes 

em relação à densidade celular e aos padrões de produção de matriz extracelular. Resultados 

semelhantes já haviam sido reportados para as mesmas cepas com 21 dias de incubação (DE 

CARVALHO et al., 2023).  Analogamente, os efeitos disruptivos observados nas arquiteturas 
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dos biofilmes tratados indicam que, embora todos os agentes testados tenham surtido algum 

grau de mitigação, não foi possível observar um padrão consistente em suas atividades. Esses 

achados sugerem que fatores genéticos ou fenotípicos específicos de cada cepa desempenham 

um papel crucial na formação e organização estrutural dos biofilmes, bem como em sua resposta 

aos tratamentos antimicrobianos, mesmo quando submetidos às mesmas condições 

experimentais. Essa heterogeneidade reflete a necessidade de abordagens distintas no combate 

às infecções por L. interrogans, especialmente em condições em que a formação de biofilme é 

um fator crítico.  

 Adicionalmente, é importante destacar que, apesar da heterogeneidade disruptiva, um 

ponto de convergência observado foi o fato de que a exposição às três substâncias estudadas 

resultou na manutenção de leptospiras com características morfológicas indicativas de 

integridade celular. Em sua maioria, essas células foram localizadas nas camadas mais internas 

dos biofilmes e/ou envoltas por remanescentes de matriz extracelular em agregados 

bacterianos e colônias persistentes após os tratamentos. Esses achados se tornam ainda mais 

relevantes frente ao fato de que, em situações clínicas, a fração de um medicamento que chega 

ao sítio de ação tende a ser reduzida em relação aos valores testados in vitro (DONG et al., 

2019).  Contudo, essas sub concentrações influenciam de forma significativa a fisiologia 

bacteriana, incluindo a regulação de genes de virulência, formação de biofilme e expressão de 

sistemas de resistência (NARIMISA et al., 2020). 

Curiosamente, a exposição à subconcentrações (sub-MICs) pode, em algumas situações, 

promover a formação de biofilmes bacterianos, dependendo da espécie bacteriana e do 

antimicrobiano em questão. Por exemplo, Pseudomonas aeruginosa apresentou aumento 

significativo na formação de biofilmes quando exposta a sub-MICs de cefotaxima, amoxicilina 

e azitromicina, enquanto a ciprofloxacina revelou efeito inibitório sobre os biofilmes dessa 

mesma bactéria, evidenciando a complexidade das interações entre antibióticos e a fisiologia 

bacteriana (AKA & HAJI, 2015). 

Embora uma limitação deste estudo tenha sido a não investigação da viabilidade de 

células remanescentes, esses achados corroboram descrições na literatura sobre a presença de 

células persistentes em biofilmes, consideradas um dos mecanismos que conferem tolerância à 

ação de agentes antimicrobianos (LICHTENBERG et al., 2023). Davignon e colaboradores 

(2024) relataram que, após a disrupção do biofilme de Leptospira, as células retornaram de um 

estado de dormência para um estado metabolicamente ativo. Adicionalmente, as bactérias 

resultantes da disrupção do biofilme preservaram sua virulência, conforme demonstrado em um 
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modelo animal (DAVIGNON et al., 2024). Essas células, devido à sua capacidade de sobreviver 

aos tratamentos, podem retomar o crescimento do biofilme e repopular o sítio de infecção 

contribuindo para a persistência da leptospirose. Ademais, como as cepas utilizadas neste 

estudo são infectantes, a presença de células bacterianas remanescentes após tratamento 

intensifica a relevância dos achados e reforça a importância dos biofilmes na patogênese da 

leptospirose. 

 O presente estudo revelou que nenhum dos agentes testados se mostrou 

consistentemente superior na disrupção de biofilmes pré-formados de L. interrogans. 

Observou-se que, enquanto um agente apresentava uma atividade menos intensa, outro 

demonstrava maior efetividade, sugerindo um potencial complementar entre eles. Nesse 

contexto, o uso do p-CA pareceu complementar as ações dos antibióticos em determinados 

aspectos. Por exemplo, em comparação à doxiciclina, o p-CA foi mais eficaz na disrupção de 

biofilmes de sete dias da cepa C20, enquanto, para a cepa C82, seu uso resultou em menor 

manutenção de agregados celulares. Em relação à ciprofloxacina, o p-CA demonstrou maior 

capacidade de disrupção do tapete de biofilme da cepa C29. 

O p-CA tem sido amplamente investigado por seus efeitos antibiofilme, dado que 

polifenóis, como ele, apresentam vantagens sobre os antibióticos tradicionais ao exercerem 

menor pressão seletiva sobre as populações bacterianas (XU et al., 2022). Entretanto, a maior 

parte dos estudos tem como foco seu efeito preventivo na formação de biofilmes bacterianos, 

em vez de sua ação sobre biofilmes já estabelecidos. Yazici e colaboradores (2023) 

demonstraram que, na concentração de 1 mg/mL, o p-CA foi capaz de reduzir em até 66,42% 

a formação de biofilmes de Enterococcus faecalis. Por outro lado, em biofilmes por Salmonella 

Enteritidis, efeitos inibitórios foram relatados na concentração de 0,25 mg/mL, embora o p-CA 

não tenha mostrado efetividade em biofilmes pré-formados desta espécie (XU et al., 2022). Em 

contrapartida, Ahmad e colaboradores (2024) demonstraram que, à concentração de 1 mg/mL, 

o p-CA apresentou boa atividade disruptiva, dispersando 73,45% do biofilme pré-formado de 

Streptococcus mutans e reduzindo significativamente a viabilidade celular. 

O efeito anti-biofilme do p-CA foi atribuído à sua interferência na matriz extracelular 

ao reduzir a produção de componentes como exopolissacarídeos e o eDNA (IVANOV et al., 

2022). O p-CA possui grupos hidrofóbicos que permitem sua interação mais fácil com células 

e sua inserção na matriz do biofilme, o que pode resultar em alterações na integridade da matriz 

e facilitar a penetração deste composto ou de outros antimicrobianos nas camadas mais internas 

do biofilme (LOU et al., 2012). Neste estudo, a ação disruptiva mais acentuada observada em 

biofilmes (C20 e C82) de 21 dias pode estar conectada ao aumento da concentração do agente, 



71 
 

o que proporcionaria sua maior interação com os componentes da matriz. Assim, com base nos 

resultados deste estudo, sugere-se a continuidade da busca por novas abordagens terapêuticas 

para infecções por L. interrogans com formação de biofilmes, incluindo terapias combinadas 

para o controle de biofilmes em diferentes estágios de desenvolvimento. 

 

8 CONCLUSÕES 

 

 A formação de biofilmes, mesmo que incipientes, no parênquima renal de cães 

naturalmente infectados por L. interrogans, em um momento tão precoce quanto sete dias, pode 

ser uma causa relacionada à falha terapêutica. A presença de agregados bacterianos com alta 

similaridade morfológica com estágios iniciais de formação de biofilme in vitro sugere um 

fenótipo potencialmente comparável com essa estrutura, ressaltando a necessidade de 

investigações sobre a patogênese da formação e da progressão de biofilmes in vivo. 

A maturidade dos biofilmes de L. interrogans influencia negativamente a eficácia dos 

tratamentos antimicrobianos. Mesmo em biofilmes com apenas sete dias de crescimento, a 

presença de características estruturais associadas a um estágio avançado de maturidade foi o 

suficiente para reduzir a eficácia dos agentes antimicrobianos testados. Essa adaptação rápida 

à condição de biofilmes ressalta a importância de intervenções terapêuticas precoces para evitar 

o estabelecimento de biofilmes mais resistentes. 

 Identificou-se heterogeneidade na disrupção das arquiteturas dos biofilmes tratados de 

L. interrogans, com manutenção de células bacterianas morfologicamente integras. O p-CA 

demonstrou eficácia antibacteriana contra formas planctônicas de L. interrogans e capacidade 

de disrupção em biofilmes de sete e 21 dias de maturação. Adicionalmente, os resultados 

sugerem uma possível atividade complementar do p-CA com antibióticos tradicionais 

(doxiciclina e ciprofloxacina).  Estudos adicionais são essenciais para elucidar os mecanismos 

específicos de ação do p-CA sobre biofilmes de L. interrogans e para investigar possíveis 

combinações terapêuticas que possam superar as limitações observadas nos tratamentos atuais. 
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Anexo A – Termo de consentimento livre e esclarecido  
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Anexo B - Certificado da Comissão de Ética no Uso Animal – CEUA nº 06/2021 
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Anexo C - Certificado da Comissão de Ética no Uso Animal – CEUA nº 93/2023 
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Anexo D - Localização geográfica dos locais de moradia dos caninos a partir dos quais foram 

obtidos os isolados de Leptospira na cidade de Salvador, Bahia, Brasil. 

Figura Suplementar 1 - Representação, por bairro, dos domicílios de residência dos tutores dos animais C20, 

C29, C51 e C82. 

C20: Bairro Engomadeira, Salvador, BA. 

C29: Engenho Velho da Federação, Salvador, BA. 

C51:São Caetano, Salvador, BA. 

C82: Engenho Velho de Brotas, Salvador, BA. 
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ANEXO E - Controles positivos e negativos das reações de imunohistoquímica e colorações de 

AA e PAS. 

 

(A) Controle negativo para reação de Imunohistoquímica anti-LipL32, parênquima renal de cão não infectado. 

Magnificação 100 X. (B) Controle positivo para reação de imunohistoquímica anti Lip-L32 em parênquima 

renal de hamster sírio dourado infectado com a cepa C20 (L. interrogans, sorogrupo Icterohaemorrhagiae). 

Magnificação 400 X. (C) Controle positivo para coloração de mucopolissacarídeos em cartilagem de brônquio, 

em parênquima pulmonar de hamster sírio dourado. Magnificação 4000 X. (D) Controle positivo para 

coloração de membranas tubulares em parênquima renal de cão. Magnificação 100 X. 
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ANEXO F - Fotomicrografias representativas de Microscopia Eletrônica de Varredura dos efeitos disruptivos 

comparativos da doxiciclina, ciprofloxacina e ácido p-cumárico na arquitetura de biofilmes 

maduros (7 e 21 dias) das cepas C20, C29, C51 e C82 de L. interrogans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1) e (2) Controle Negativo C20. (3) E (4) C20, doxiciclina (800 µh/mL). (5) e (6) C20, ciprofloxacina (800 µh/mL). (7) e (8) C20, p-

CA (400 µh/mL). (9) e (10) Controle Negativo C20. (11) e (12) C20, p-CA (800 µh/mL). (13) e (14) Controle Negativo C29. (15) e 

(16) C29, doxiciclina (1600 µh/mL). (17) e (18) C20, ciprofloxacina (800 µh/mL). (19) e (20) C29, p-CA (200 µh/mL). (21) e (22) 

Controle Negativo C51. (23) e (24) C51, doxiciclina (800 µh/mL). (25) e (26) C51, ciprofloxacina (800 µh/mL). (27) e (28) C51, p-CA 

(200 µh/mL). (29) e (30) Controle Negativo, C82. (31) e (32) C82, doxiciclina (800 µh/mL). (33) e (34) C82, ciprofloxacina (800 

µh/mL). (35) e (36) C82, p-CA (200 µh/mL). (37) e (38) Controle Negativo, C82. (39) e (40) C82, p-CA (800 µh/mL). 

BIOFILMES 21 DIAS 
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ANEXO G - Publicações cientificas e artigos submetidos derivados desta tese, de minha 

autoria. 
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ANEXO H - Publicações cientificas em que, durante o período do doutorado, colaborei como 

autor ou coautor. 
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