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RESUMO

As leptospiroses sdo doencgas zoonoticas que provocam lesdes, principalmente, nos rins,
caracterizada como nefrite tabulointersticial. O mecanismo de lesdo € complexo e pouco
compreendido. Estudos apontam para acdo direta da bactéria sobre células do
hospedeiro com producéo de toxinas e enzimas proteoliticas, mas, também é observada
a participacdo da imunidade inata e adquirida na lesdo renal. Objetivou-se com este
estudo pesquisar a imunopatogenia das leptospiroses em suinos infectados
naturalmente. Para este estudo foram colhidos os soros e fragmentos de rim de 139
suinos. Pela técnica de soroaglutinacdo microscopica obteve-se oito amostras positivas
para um ou mais sorovares de Leptospira interrogans. A técnica de PCR detectou sete
suinos positivos. Dentre as alteracGes histopatoldgicas observadas, nefrite intersticial
linfohistiocitaria foi a mais encontrada, de distribuicdo focal, peritubular e perivascular,
e intensidade variando de minima a moderada; foi observado também fibrose de
intensidade minima a média, vasculite, tumefacdo de endotélio vascular, degeneracdo de
células epiteliais tubulares, atrofia de tabulos, congestdo da regido medular, tumefagédo
do tufo glomerular e hipercelularidade difusa. A imunocoloracio para a molécula CD4"
e MHC de classe Il foi observada em células glomerulares, células intersticiais e em
células epiteliais tubulares tanto nos suinos infectados, quanto nos ndo infectados.
Depositos de 1gG, 1gM e IgA foram observados em um padréo granular, no endotélio de
capilares glomerulares, com marcacdo focal, global e segmentar; no endotélio dos
capilares intertubulares; na capsula de Bowman e em células epiteliais tubulares, tanto
nos suinos infectados, como nos ndo infectados. Os resultados mostram que células
epiteliais tubulares, células T CD4+, IgM e IgA estdo envolvidas na mediacdo imune da
lesdo renal na leptospirose em suinos, no entanto, MHC Il e IgG ndo apresentam um
papel claro.

Palavras-chave: Suino, Leptospiroses, Rim, Imunopatogenia.
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ABSTRACT

The leptospirosis are zoonotic diseases that cause lesions mainly in the kidneys,
characterized as tubulointerstitial nephritis. The mechanism of injury is complex and
poorly understood, studies point to the direct action of the bacteria on host cells to
produce toxins and proteolytic enzymes, but is also observed participation of innate
immunity and acquired in renal injury. The objective of this study was to investigate the
immunopathogenesis of leptospirosis in pigs naturally infected. For this study, sera and
renal tissue of 139 pigs were collected. By microscopic agglutination test there was
obtained eight samples positive for one or more Leptospira interrogans serovar. The
PCR detected seven positive pigs. Among the histopathological changes observed,
interstitial nephritis was found most frequently, focal distribution, peritubular and
perivascular, and intensity ranging from minimal to moderate; fibrosis was also
observed in intensity varied from minimal to average, vasculitis, swelling of vascular
endothelial, degeneration of tubular epithelial cells, tubular atrophy, congestion of the
medullary region, swelling of the glomerular tuft and diffuse hypercellularity.
Immunostaining for the molecule CD4 + and MHC class Il was observed in glomerular
cells, interstitial cells and tubular epithelial cells in both the infected pigs as well as in
uninfected. Deposits of IgG, IgM and IgA were observed in a granular pattern in the
endothelium of glomerular capillaries with marking focal, segmental and global, the
endothelium of capillaries intertubulares, Bowman's capsule and tubular epithelial cells
in both infected and uninfected pigs. The results show that tubular epithelial cells, CD4"
T cells, IgM and IgA are involved in mediating immune renal injury in leptospirosis in
pigs, however, MHC Il and IgG did not show a clear role.

Keywords: Swine, Leptospirosis, Rim, Immunopathogenesis.
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1 INTRODUCAO GERAL

As leptospiroses sdo doencas zoonoticas de distribuicdo mundial, relatadas em seres
humanos, suinos, bovinos, equinos, caprinos, cées, e em diversas espécies de animais silvestres
(TAGLIABUE; FARINA, 1995).

A enfermidade é causada por bactérias patogénicas da ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae e género Leptospira (BARANTON, 1995). Na classificacdo soroldgica realizada
desde 1915, o género Leptospira é dividido em duas espécies: a Lepstopira interrogans, que
compreende as estirpes patogénicas, e Leptospira biflexa, que compreende as estirpes saprofitas
(SOTO, 2007).

Estudos taxonémicos recentes, baseados na homologia do DNA, tém proporcionado a
descricdo de treze genomoespécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii (genomoespécie 1), L.
borgpetersenii, L. inadae, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchii, L.
santarosai, L. terpstrae (genomoespécie 3), L. weilii, L. wolffii e mais de 260 sorovares, e as
genomoespécies saprofitas incluem: L. biflexa L. meyeri, L. yanagawae (genomoespécie 5), L.
kmetyi, L. vanthielii (genomoespécie 4) e L. wolbachi, que contém mais de 60 sorovares
(ADLER; MOCTEZUMA, 2009).

As leptospiras sdo bactérias aerobias obrigatorias, que medem 0,1um de didmetro e 6 a 20
um de comprimento. Apresentam morfologia filamentosa, espiralada, com movimentos
rotacionais e de dobramento (helicoidal) o que possibilita motilidade ativa (BARANTON, 1995).
Por causa de seu reduzido diametro, as leptospiras sdo melhores visualizadas em microscopio de
campo escuro ou microscopio de contraste de fase (FAINE et al., 1999).

A variante soroldgica ou sorovar é a unidade taxondmica do género. O grande nimero de
variantes sorologicas existentes dificulta os estudos, pois podem ocorrer variagdes regionais,
bem como variagdes nas espécies estudadas. Ha especificidade de sorovares por determinados
hospedeiros vertebrados, podendo haver um mesmo hospedeiro infectado por um ou mais
sorovares e 0s animais podem atuar como hospedeiros de manutencdo para alguns sorovares e
hospedeiros acidentais para outros, nos quais a infeccdo pode ser grave ou fatal (FAINE et al.,
1999; LEVETT, 2001; RIET-CORREA et al., 2007).

A cadeia epidemioldgica da leptospirose envolve trés elos: a fonte de infecgéo, as vias de
transmissdo e o hospedeiro susceptivel (BROD; FEHLBERG, 1992). Os animais domésticos de

manutenc¢do sdo considerados hospedeiros priméarios importantes para a persisténcia dos focos de
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infeccdo e o homem, hospedeiro acidental e terminal, sendo pouco eficiente na perpetuacdo da
doenca (BADKE, 2001).

A doenca é mais incidente em paises de clima tropical, provavelmente devido ao aumento
da sobrevida das leptospiras em ambientes com temperaturas que variam de 25 a 30°C e
condicBes climaticas imidas, onde podem persistir por semanas a meses. Em regides de clima
temperado, a doenca é sazonal, com grande incidéncia no verdo e no periodo de maior densidade
pluviométrica (VINETZ, 2001; BHARTI et al., 2003).

A infeccdo por leptospiras em suinos tem sido descrita em todo o mundo. O primeiro
registro de leptospirose em suinos foi feito por Wagener em 1942 que descreveu, na Alemanha, a
transmissdo da doenca de um suino para o homem (GUIDA, 1948). No Brasil a infeccéo ja foi
registrada nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Minas Gerais,
Goiés, Rio de Janeiro, Ceard, Pernambuco, Maranhdo e Piaui (FAVERO et al., 2002; SOTO et
al., 2007; GONCALVES et al., 2011).

Os suinos podem ser hospedeiros de manutencdo, especialmente quando infectados pelos
sorovares Pomona, Bratislava e Tarassovi, ou hospedeiros acidentais, quando infectados pelos
sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis, Hardjo e Grippotyphosa
(GONCALVES; COSTA, 2011). Na infeccdo por um sorovar especifico do suino, ha uma
adaptacao hospedeiro-parasita, 0s sinais clinicos sao pouco evidentes ou ndo se manifestam, e as
leptospiras sdo mantidas no trato urinario por longo periodo, de onde sdo transportadas pela
urina, em condicgdes viaveis, para infectar outros animais e homem. J& na infeccdo acidental,
quando os suinos sao infectados por um sorovar adaptado a outra espécie, 0s sinais clinicos sao
bem evidentes, no entanto a permanéncia no trato urinario ocorre por pouco tempo e ha também
transporte de menor numero de leptospiras pela urina (OLIVEIRA, 1999; SHIMABUKURO et
al., 2003).

Os estudos realizados de 1973 a 2011 revelaram que 0s principais sorovares encontrados
infectando suinos foram Pomona, Grippotyphosa, Pyrogenes, Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Autumnalis, Ballum e Javanica (SOTO et al., 2007; GONCALVES; COSTA, 2011).

A transmiss@o pode ocorrer de forma direta ou indireta. A transmissdo direta ocorre pelo
contato com sangue e ou urina de animais doentes, por transmissdo venérea e placentaria. A
transmisséo indireta resulta do contato com a urina e descargas uterinas de animais infectados,
fetos abortados e fémites, por meio do solo, alimentos ou &gua contaminada (OLIVEIRA;

LIMA, 1996). As leptospiras podem penetrar no organismo através das mucosas, da pele integra
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(imersa em &gua) ou da pele com solucdo de continuidade (LEVETT, 2001; RIET-CORREA et
al., 2007).

A penetracdo das leptospiras nos suinos ocorre principalmente através de solucBes de
continuidade da pele e superficies mucosas. O periodo de incubagdo é de 2 a 5 dias, com
posterior disseminacdo hematogena, com localizacéo e proliferacdo nos 6rgdos parenquimatosos,
principalmente figado e rins (SOTO et al., 2007; MONAHAN, CALLANAN e NALLY, 2009).
A leptospiremia dura em torno de dois a trés dias, caracterizada por uma fase febril e ja no quarto
dia, as leptospiras estdo presentes nos rins, onde se localizam nos tubulos renais, principalmente
no tubulo proximal, causando nefrite intersticial (CORREA; CORREA, 1992). As leptospiras
tendem a persistir em locais como tubulos renais, olhos e Utero, onde a acdo dos anticorpos é
minima (SOTO et al.,, 2007) devido a auséncia de ativacdo de complemento (MONAHAN,
CALLANAN e NALLY, 2009).

As leptospiroses em suinos se manifestam, basicamente, nas formas aguda e cronica. Na
aguda, frequentemente ocorre febre e mastite focal nos animais adultos; nos leitdes, pode ocorrer
febre, anorexia, hemoglobindria, casos de encefalite, acessos convulsivos e alta mortalidade
(FAINE et al., 1999). A forma crbnica € mais comum nos animais adultos e se manifesta
clinicamente por infertilidade, abortamentos, natimortos e leptospiruria, sendo mais evidentes
nas fémeas (BASTOS, 2006).

As lesdes provocadas por Leptospira spp. sdo observadas, principalmente, nos rins, mas
também sdo afetados, figado, Gtero, coracdo e pulmdes, onde as leptospiras chegam por via
hematdgena (YANG, WU e PAN , 2001). A lesdo renal caracteriza-se por alteragfes tubulo-
intersticiais, como nefrite intersticial, com prevaléncia de linfocitos e macrofagos, localizacao
predominantente na regido cortical, mas, também, na regido coértico-medular e medular, de
distribuicdo focal, localizacdo perivascular, periglomerular e peritubular e intensidade variando
de minima a moderada. Em glomérulos observa-se hipercelularidade focal de células mesangiais,
tufo glomerular lobulado com espessamento da membrana basal do capilar glomerular e
presenca de material protéico na capsula de Bowman em menor quantidade. Em alguns tubulos
constata-se atrofia focal e também fibrose renal (GONCALVES et al., 2011). Nefrite intersticial
multifocal também pode ser encontrada, acompanhadas de manchas brancas no parénquima renal
(BOQVIST et al., 2003).

O mecanismo de lesdo provocado pelas leptospiras nos hospedeiros é complexo e pouco
compreendido. Os estudos apontam para agdo direta da bactéria sobre células do hospedeiro com

producdo de toxinas e enzimas proteoliticas, e consequente lesdo tecidual (FAINE et al., 1999;
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DAHER et al., 2010). Essa agdo esta relacionada a inibi¢do da expresséo de genes que codificam
proteinas do citoesqueleto de células endoteliais e da matriz extracelular, proporcionando uma
maior motilidade e disseminacao das leptospiras no organismo humano (MARTINEZ-LOPEZ,
FAHEY e COBURN, 2010).

Por outro lado, tanto o sistema imune inato (DAHER et al., 2010) quanto adquirido
(CHASSIN et al., 2009), participam da mediacdo da acdo das leptospiras sobre o organismo do
hospedeiro. A membrana externa da leptospira contém componentes antigénicos como,
lipoproteinas, lipopolissacarideos e o0s peptideoglicanos, que podem causar lesGes. Na
leptospirose, a LipL32 é a mais importante proteina de membrana externa (OMPSs) que afeta
diretamente as células dos tabulos proximais, aumentando consideravelmente a expressao de
genes e de proteinas pro-inflamatdrias, tais como 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), proteina
1 quimiotéatica para monocitos (CCL2/MCP-1), RANTES (CCL5/Regulated on Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted) e fator de necrose tumoral (TNF-a). A estimulagdo de
INOS e CCL2-MCP-1 pelo LipL32, depende da presenca de receptores Toll-like (TLRs) em
células dos tabulos proximais. Esses receptores reconhecem distintos padrdes moleculares
associados a patogenos, incluindo lipopolissacarideos da parede celular de leptospiras, agindo
como primeira linha de defesa da imunidade inata por meio de um estimulo inflamatério inicial
(DAHER et al., 2010).

Duas familias de receptores, os Toll-like (TLRs) e Nod-like (NLRs) desempenham papel
importante na patogénese das leptospiras (MOGENSEN, 2009). Entre os TLRs, 0 TLR2 e TLR4
sdo 0s mais estudados na leptospirose. Lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram negativas €
capaz de ativar TLR4, resultando na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas
(MILLER, ERNST e BADER, 2005). Em humanos, ha ativacdo de macréfagos por meio do
TLR2 devido a interacdo com lipopolissacarideo da leptospira (WERTS et al., 2001). Em
camundongos (C57BL/6J), que séo resistentes a leptospirose, o LPS é reconhecido por TLR2 e
TLR4 (NAHORI et al.,, 2005), sendo importantes no controle da infeccdo. Camundongos
deficientes de TLR2 e TLR4, infectados com Leptospira interrogans, morrem rapidamente de
insuficiéncia hepatica e renal (CHASSIN et al., 2009).

As leptospiras sdo patdgenos extracelulares e a resposta imune adquirida depende da
producdo de anticorpos e ativacdo da via classica do sistema complemento. Estudos mostram que
apos infeccdo experimental em rato (Rattus norvegicus) ocorre disseminacdo da infecgdo para
quase todos os tecidos em uma fase precoce, seguida de eliminacdo das leptospiras,
provavelmente facilitada por imunoglobulinas anti-leptospiras circulantes (IgM e 1gG)
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(MONAHAN, CALLANAN, e NALLY, 2009). No entanto, 0s rins podem ser
imunologicamente favorecidos para a colonizagdo por leptospiras, se imunoglobulinas anti-
leptospiras presentes nos tubulos e bexiga urindria sdo inabeis para matar a bactéria. Isso ocorre,
possivelmente, devido a auséncia de ativagdo do sistema complemento. E conhecido que o
genoma de leptospiras patogénicas codificam um grupo de proteinas chamadas proteinas Len
(leptospiral endostatin-Like = endostatina leptospiral simile), algumas com propriedades de se
ligarem a proteinas reguladoras do sistema complemento, como, por exemplo, o fator H. Esse
grupo de proteinas estdo ausentes em leptospiras ndo patogéncias, 0 que sugere a hipotese que
essas proteinas promovem a evasdo imune da bactéria. Ressalta-se que esse mecanismo de
evasdo ocorre apenas no rim, ja que nos demais 6rgdos a acdo imunoldgica contra leptospiras
parece ser eficiente (STEVENSON et al., 2007; MONAHAN, CALLANAN e NALLY, 2009).

A resposta imune humoral é o principal mecanismo de defesa contra a leptospirose. No
inicio da infec¢do sdo produzidas imunoglobulinas do tipo IgM para o controle da infecgéo.
Apos alguns dias, imunoglobulinas do tipo 1gG sdo produzidas e provocam lise das leptospiras
circulantes. Os anticorpos aderem ao lipopolissacarideo da bactéria num processo de
opsonizacao, preparando-as para serem fagocitados por macrofagos, o que resulta na diminuicao
dos sinais clinicos. No entanto, a bactéria permanece nos rins, sendo excretada na urina por
varios meses apos a infeccdo (COSTA et al., 1981; MONTEIRO, 2003). Nesse tipo de resposta
imune, ha uma maior participacdo de 1gG e IgM, seja ap0s infec¢do natural ou imunizacdo, no
entanto no homem observa-se uma maior producdo de imunoglobulinas da classe IgM (ADLER
etal., 1980; PETCHCLAI et al., 1991).

Complexos imunes circulantes podem estar correlacionados com a severidade dos
sintomas. Sugere-se que 0 aumento na severidade da doenca de Weil, possa ser resultante de uma
resposta imune humoral intensa, ja que faléncia renal, trombocitopenia e alteracbes pulmonares
aparecem na fase imune da doenga (GALLI et al., 1985; ABDULKADER et al., 2002). Em um
estudo experimental realizado com cobaias, foi observado grande quantidade de antigeno de
leptospira, na fase tardia da infeccdo, localizado principalmente no intersticio, enquanto os
depdsitos de imunoglobulinas G (IgG) e complemento 3 (C3) foram visualizados em glomérulos
e nas paredes de pequenos vasos sanguineos (YASUDA et al., 1986), sugerindo que as lesbes
renais observadas na leptospirose possam ser mediadas por complexo imune (LAI et al.,1982).

Complexo de histocompatibilidade principal tipo I (MHC 1I) é uma molécula
transmembrana, necessaria para apresentacdo de antigenos para células T CD4" (DAVIS;
BJORKMAN, 1988). A expressao constitutiva de MHC 11 j& foi relatada em células dendriticas,
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macrdfagos e células B (DAAR et al., 1984). Essas células sdo capazes de endocitar antigenos
estranhos e expressa-los no complexo MHC 1l que séo exibidos na superficie celular. Em certas
situacOes, as células epiteliais tubulares podem expressar MHC de classe Il funcionando entao
como ceélulas apresentadoras de antigenos (APCs) ndo profissionais (ABBATE et al., 1998;
VILAFRANCA, WOHLSEIN, TRAUTWEIN, 1995).

Células epiteliais tubulares renais (TECs) desempenham um papel central na reacéo
inflamatdria local, por meio da producdo de citocinas e quimiocinas (VAN KOOTEN, DAHA,
VAN ES, 1999) e como ceélulas apresentadoras de antigenos (APCs) ndo profissionais, podem
regular a ativacao local de células T (KELLEY; SINGER, 1993; VAN KOOTEN, WOLTMAN e
DAHA, 2000). Alguns estudos tém demonstrado que as TECs podem induzir uma baixa resposta
de células T, sugerindo um papel na manutencdo de TECs na tolerancia periférica a auto-
antigénos (SINGER et al., 1993; NEILSON, 1993). Essa ativacdo de células T resulta de sinais
co-estimulatorios estimulantes e inibitorios. As moléculas co-estimulatérias B7.1 (CD80) e B7.2
(CD86), sdo predominantemente expressas por APCs profissionais (células dendriticas e
monacitos) e, também, podem ser expressas por células epiteliais tubulares (SINGER, 1993;
YOKOYAMA, 1994; FRASCA, 1998).

A expressao de MHC Il em células epiteliais tubulares em suinos infectados por
leptospiras, ja foi detectada em tUbulos da regido cortical, em &reas de nefrite intersticial, bem
como em tubulos com alteraces regenerativas, sugerindo que essa molécula desempenha um
papel tanto na estimulacdo da reacdo inflamatdria como na resposta imune sistémica (Radaelli et
al., 2009).

O estudo da resposta imune na leptospirose pode fornecer informacgdes importantes para
compreender os mecanismos de acdo da bactéria, bem como, para o desenvolvimento de uma
vacina adequada, e também, para a aplicacdo de um tratamento mais eficaz e para prevencéao da
doenca (LOWANITCHAPAT et al., 2009).

Vaérias espécies de animais sdo susceptiveis a sorovares diferentes de leptospiras. Essa
variabilidade de espécies animais susceptiveis e de sorovares, pode definir padrdes de respostas
peculiares do hospedeiro frente a infec¢do, como pode ocorrer com a espécie suina, para a qual
nenhum estudo foi realizado até 0 momento que esclarecesse em definitivo o papel da resposta
imune humoral e celular na les&o renal.

Tendo em vista que o rim é um dos 6rgédos de localizacao preferencial de lepstospiras, com
destacada participacdo na modulagdo da infeccdo, e que é a partir deste 6rgdo que ocorre a

disseminacéo e infeccdo de outros animais, inclusive do homem, este estudo teve como objetivo
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pesquisar a imunopatogenia renal na leptospirose em suinos, enfatizando a identificacdo de
marcadores do sistema imune envolvidos na leséo renal.

Esta tese apresenta a seguinte estrutura formal: uma Introducdo contendo uma Revisdo de
Literatura e os objetivos; capitulo I, contendo o artigo intitulado “O papel de células T CD4" e
MHC de classe Il na nefropatia da leptospirose em suinos”, que sera submetido ao periodico:
Veterinary Immunology and Immunopathology; capitulo 1, contendo o artigo intitulado “O
papel de imunoglobulinas na nefropatia da leptospirose em suinos”, este artigo sera
submetido ao periodico: Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo.

Os artigos foram formatados conforme exigéncia dos periddicos cientificos em que serdo

encaminhados para publicagéo.
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O papel de células T CD4" e MHC de classe Il na nefropatia da leptospirose

em suinos

Larissa M. F. Gongalves®, Angela P. Campos®, Karina O. Drumond®, Micherlene S.

Carneiro®, Elis R. D. F. S. Silva®, Francisco A. L. Costa®"™

®Doutoranda em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Setor de Patologia Animal, Campos da

Socopo, S/N, Teresina, PI, Brasil.

PMestranda em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piauf, Setor de Patologia Animal, Campos da

Socopo, S/N, Teresina, PI, Brasil.

“Professor Associado, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal do Piaui, Setor

de Patologia Animal, Campos da Socopo, S/N, Teresina, PI, Brasil.

ABSTRACT

Leptospirosis are zoonoses that affect humans and animals. Interstitial nephritis is the
major renal injury caused by leptospirosis. In triggering the local inflammatory reaction
tubular epithelial cells play a central role, because they can act as antigen-presenting
cells not professionals, regulating the local activation of T cells. To search the

involvement of molecules CD4 and MHC class Il in renal injury in pigs infected with

*Autor para correspondéncia: Tel.: (86)3215-5760; fax: (86)3215-5753.

Email: fassisle@gmail.com
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Leptospira sp., Samples were taken from 139 pigs from the cities of Timon and
Teresina-PI-MA. Interstitial nephritis, vasculitis and fibrosis were the most frequent
alterations. Immunohistochemistry leptospira antigen detected in 43% of pigs, where
the antigen was present mainly in tubular epithelial cells, glomerular and interstitial.
Immunostaining for the molecule CD4" cells was observed in glomerular and interstitial
cells and tubular epithelial cells in larger amount in uninfected animals (p <0.005,
Mann-Whitney). The presence of MHC Il was also observed in tubular epithelial cells,
interstitial cells, glomerular cells and Bowman's capsule, with a trend of marking in
larger quantity in pigs uninfected, however, no significant difference in relation to

infected pigs.
Keywords: Leptospirosis, Immunopathogeny, Immunohistochemistry.
1. Introducéo

As leptospiroses sao zoonoses de importancia global, causadas por leptospiras
patogénicas que acometem os animais domeésticos, silvestres e 0 homem. Assumem
carater epidémico em determinadas regides, principalmente nos paises tropicais e em

desenvolvimento (Bharti et al., 2003).

As lesdes provocadas por Leptospira spp. sao observadas, principalmente, nos
rins onde chegam por via hematogena e multiplicam-se provocando lesdes tubulo-
intersticiais. Dos rins, sdo transportadas pela urina para 0 meio ambiente, em condi¢fes

viaveis, para infectar outros animais e 0 homem (Yang et al. 2001).

A acdo das leptospiras sobre o organismo do hospedeiro € mediada tanto pelo

sistema imune inato (Daher et al., 2010) quanto adquirido (Chassin et al., 2009). Como
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patdgenos extracelulares a resposta imune adquirida depende da producédo de anticorpos
e ativacdo da via classica do sistema complemento. Apds infec¢do experimental em rato
(Rattus norvegicus) ocorre disseminagéo da infecgdo para quase todos os tecidos em
uma fase precoce, seguida de eliminacdo das leptospiras, provavelmente facilitada por
imunoglobulinas anti-leptospiras circulantes (IgM e IgG) (Monahan et al., 2009). No
entanto no rim a resposta imune € diferente dos demais Orgdos, pois o rim ¢é
imunologicamente desprotegido, visto que imunoglobulinas anti-leptospiras presentes
nos tubulos sdo indbeis para matar a bactéria, devido a auséncia de ativacdo do sistema

complemento (Stevenson et al., 2007; Monahanet al., 2009).

Complexo de histocompatibilidade principal tipo 1l (MHC Il) é uma molécula
transmembrana, necessaria para apresentacdo de antigenos para células T CD4" (Davis;
Bjorkman, 1988). A expressdo constitutiva de MHC 1l ja foi relatada em células
dendriticas, macrdfagos e células B (Daar et al., 1984). Essas células sdo capazes de
endocitar antigenos estranhos e expressa-los no complexo MHC Il que sdo exibidos na
superficie celular. Em certas situac@es, as células epiteliais tubulares podem expressar
MHC de classe Il funcionando entdo como células apresentadoras de antigenos (APCs)

néo profissionais (Vilafranca et al., 1995; Abbate et al., 1998).

Células epiteliais tubulares renais (TECs) desempenham um papel central na
reacdo inflamatéria local, por meio da producdo de citocinas e quimiocinas (Van
Kooten et al., 1999) e como células apresentadoras de antigenos (APCs) nao
profissionais, podem regular a ativacdo local de células T (Kelley; Singer, 1993; Van
Kooten et al., 2000). Alguns estudos tém demonstrado que as TECs podem induzir uma

baixa resposta de células T, sugerindo um papel na manutencdo de TECs na toleréncia
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periférica a auto-antigénos (Singer et al., 1993; Neilson, 1993). Essa ativacéo de células
T resulta de sinais co-estimulatdrios estimulantes e inibitorios. As moléculas co-
estimulatorias B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86), sdo predominantemente expressas por
APCs profissionais (células dendriticas e mondcitos) e, também, podem ser expressas

por células epiteliais tubulares (Singer, 1993; Yokoyama, 1994; Frasca, 1998).

A expressdo de MHC Il em células epiteliais tubulares em suinos infectados por
leptospiras, ja foi detectada em tubulos da regido cortical, em éareas de nefrite
intersticial, bem como em tubulos com alteracdes regenerativas, sugerindo que essa
molécula desempenha um papel tanto na estimulacdo da reacdo inflamatdria como na

resposta imune sistémica (Radaelli et al., 2009).

O presente estudo teve como objetivo identificar as moléculas T CD4" e MHC de
classe Il e avaliar o envolvimento das mesmas na lesdo renal em suinos naturalmente

infectados por leptospiras.
2. Material e Métodos
2.1 Animais

Foram colhidas amostras de sangue e fragmentos de rim de 139 suinos adultos,

machos e fémeas, abatidos nas cidades de Teresina-Pl e Timon-MA.
2.2 Colheita e processamento do material

Amostras de sangue foram colhidas no momento da sangria dos animais e
posteriormente foi obtido o soro, que foi armazenado a -20°C até o processamento. Em

seguida foram colhidos fragmentos de rim de aproximadamente 0,5 cm de espessura,
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fixados em formol neutro a 10%, tamponado com fosfato 0,01M pH 7,2 (formol
tamponado) e em solucdo de Duboscg-Brasil por 60 minutos e posteriormente mantidos
em formol tamponado até o processamento. Outros fragmentos de rim foram

conservados em meio RPMI com glicerol a 10% para a realizacéo da técnica de PCR.

Os fragmentos de rins foram processados seguindo técnicas de rotina do
laboratdrio de histopatologia do Setor de patologia Animal da UFPI e os cortes corados
com hematoxilina-eosina (H-E), &cido periddico de Schiff (PAS), tricromico de Masson

(Masson) e &cido periddico prata metanamine (PAMS).
2.3 Deteccao de aglutininas anti-Leptospiras

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela técnica de
Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) em laboratérios credenciados. O critério adotado
para o soro ser considerado como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por
campo microscépico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que

apresentou maior titulo, sendo as demais aglutinacfes consideradas reacdes cruzadas.
2.4 Andlise imunoistoquimica
2.4.1 Deteccio de antigeno de leptospiras, células T CD4" e MHC classe |1

Laminas preparadas com adesivo Silane A174 (Pharmacia, USA) foram
desparafinadas. Em seguida procedeu-se o bloqueio de peroxidase enddgena e
desmascaramento de antigeno em forno microondas em solugdo Tris HCI pH 1. As
laminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-leptospira (produzido
no Setor de Patologia Animal da Universidade Federal do Piaui) e com anticorpo

monoclonal anti- CD4" (VMRD INC, PT90A) e anticorpo monoclonal anti-MHC I
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(AbD Serotec, K274.3G8) de suino. A amplificacdo da reacdo foi feita com o sistema
“EnVision™, peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA, K4003), para
deteccdo de antigeno de leptospira e com o sistema “EnVision™”, peroxidase (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA, K4001), para deteccéo de células T CD4* e MHC
de classe Il. A revelacdo das reacdes foi feita com solucdo de Diaminobenzidine/Plus,
liquido, K047 (Diagnostic BioSystems, USA) e contracoloracdo com hematoxilina de

Harrys (QEEL, SP).

Os parametros utilizados para definir as imunocolorac6es foram: intensidade da
coloracdo, identificacdo do tipo de célula imunocorada, distribuicdo das células

imunocoradas e localizacéo, sendo que uma coloracéo leve foi considerada negativa.
2.5 Andlise morfométrica

Para analise quantitativa de células T CD4" e MHC de classe 11, foram capturados
30 campos aleatorios por corte de tecido renal de 11 e nove suinos infectados
respectivamente, e cinco suinos ndo infectados, por meio de sistema de andlise de
imagem computadorizada (Leica Qwin D-1000, versdo 4.1. do Setor de Patologia

Animal/BIOLAI/UFPI).

A andlise estatistica foi realizada no programa SigmaStat 3.5 (Systat Software,
Inc., EUA, 2006) utilizando-se os testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls,
para comparacdo entre grupos e os testes de Mann-Whitney e teste T de Student, para

comparacéo entre dois grupos. Adotou-se o nivel de significancia de p<0,05.

Os achados histopatoldgicos, que classificou a natureza da leséo e a presenca de

antigeno de Leptospira sp. dos 21 suinos infectados e seis suinos ndo infectados
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(controles), foram avaliados semi-quantitativamente em uma escala de 0 a 5, onde 0 =

normal; 1 = minima; 2 = média, 3 = moderada; 4 = moderadamente severa, € 5 = severa.

2.6 Deteccdo de DNA de Leptospiras

De tecido renal congelado, foi feita a extracédo e purificacdo de DNA utilizando-se

o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), sequindo instrugdes do fabricante

Para amplificacio do DNA de Leptospira spp. foram utilizados o0s
oligonucleotideos Lep-1 (5° GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3°) e Lep-2 (5
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3°) (Invitrogen®) desenhados por Mérien et al.

(1992). O ciclo empregado foi o preconizado por Richtzenhain et al. (2002) .

O produto amplificado (331 pb para o gene 16S RNAr de Leptospira sp.) foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de etidio,
utilizando-se tampdo de corrida TBE 10 X (0,9 M Tris, 0,9 M é&cido borico e 0,02 M
EDTA). Para visualizagdo das bandas foi utilizado um transluminador ultravioleta (300-
320 nm) e fotografado em sistema de fotodocumentagdo MiniBIS Pro (DNR Bio-

imaging Systems Ltd., Jerusalem, Israel) do Setor de Patologia Animal da UFPI.

Como controle positivo para a leptospirose foi utilizado DNA extraido de cultura
de Leptospira interrogans, sorovar Icterohaemorragiae. Como controle negativo foi
utilizado a mistura dos reagentes usados na reacdo da PCR sem DNA molde,
completando-se o volume com 5 pL de &gua ultrapura. Para controle interno da reagdo
foi utilizado a mistura dos reagentes usados na reagdo, porém com os primers para -

actina.

3. Resultados
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Do total de 139 amostras de soro analisadas pela prova de SAM, oito (5,7%)
foram reagentes para 0s sorovares: Grippotyphosa, Hardjo OMS, Canicola, Pyrogenes e

Icterohaemorrhagiae.

As alteracOes tubulo-intersticiais encontradas foram nefrite intersticial,
caracterizada pela presenca predominante de linfocitos e macréfagos (Figura 01), de
distribuicdo focal, peritubular e perivascular, com intensidade variando de minima a
moderada. Observou-se também fibrose de intensidade minima a média; vasculite;
tumefacdo de endotélio vascular; degeneracao de células epiteliais tubulares; atrofia de
tubulos; congestdo da regido medular; tumefacdo do tufo glomerular e

hipercelularidade. Nos suinos controles, tais alteragdes ndo foram observadas.

Figura 01. Rim. Suino infectado naturalmente por Leptospira sp.
Infiltrado inflamatério mononuclear (seta) na regido cortical.
Coloragdo: PAS. Obj: 40x.

A analise imunoistoquimica realizada detectou antigeno de leptospiras em 60
(43%) dos 139 suinos. O antigeno se apresentava em um padrdo celular, em células
epiteliais tubulares, células glomerulares, células intersticiais (Figura 02), e como

material particulado no intersticio.
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A avaliacdo semi-quantitativa da imunocoloragdo para antigeno de Leptospira
spp., nos diversos compartimentos renais de 23 suinos infectados, revelou que o
antigeno estava presente em maior quantidade nas células epiteliais tubulares, seguido
pelas células glomerulares, células intersticiais, células epiteliais parietais da capsula de

Bowman e células inflamatorias (Figura 03).

Antigen o de Lepfospira (escores)

T T T T T
Célsepitel Célsint. Célsglom Cap.deBow Inf.inflam

e . g o L S O
ok 0 i L Ié‘-"n'ﬁ%" o

. . . ) I Figura 3. Analise semiquantitativa da presenca de antigeno de
Figura 02. Antigeno de Leptospira em células glomerulares (seta 9 9 P ¥ 9

Leptospira (mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e

branca), células epiteliais tubulares (seta preta), e células epiteliais 75) em tecido renal de suinos positivos na Imunoistoquimica. N
parietais da capsula de Bowman (seta vermelha), em rim de suino = numero de animais por grupo. ‘p<0,05 (Teste de Kruscal-
naturalmente infectado por Leptospira sp. Coloragdo: Imunoperoxidase. Wallis e Student-Newman-Keuls Method).

Obj: 40x.

A imunocoloragdo para a molécula CD4" foi observada em células glomerulares
(células mesangiais) e em células intersticiais (Figura 04), tanto nos suinos infectados,
quanto nos ndo infectados. Em células epiteliais tubulares, também, foi observada
imunocoloragdo. A analise morfométrica revelou imunomarca¢do mais intensa nas
células epiteliais tubulares e nas células intersticiais nos animais nao infectados em
relacdo aos infectados (p<0,005, Teste de Mann-Whitney) (Figuras 05 e 06). No

glomérulo observou-se uma tendéncia numérica da presenca de mais moléculas CD4"
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nos suinos ndo infectados, mas ndo havia diferenca significante entre suinos infectados

e ndo infectados.

Células epiteliais tubulares

80

0

60

50

40

30

20

Figura 04. Imunocoloragdo de moléculas T CD4* em células epiteliais
tubulares, células glomerulares (células mesangiais) e em células
intersticiais, em rim de suino naturalmente infectado por Leptospira sp.
Coloragao: Imunoperoxidase. Obj: 40x.
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Figura 06. Analise quantitativa da marcagdo de moléculas
de CD4* (mediana de escores e intervalo entre percentis 25
e 75) em suinos infectados e ndo infectados. N = N° de
animais por grupo. “p< 0.0,5 (Teste de Mann Whitney).

Figura 05. Analise quantitativa da marcacédo de moléculas
de CD4* (mediana de escores e intervalo entre percentis 25
e 75) em suinos infectados e ndo infectados. N = N® de
animais por grupo. *p< 0.0,5 (Teste t de Student).
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A presenca de MHC de classe Il foi observada em células epiteliais tubulares,
células intersticiais, células glomerulares (mesangiais) e capsula de Bowman (Figura
07), com uma tendéncia de uma maior marcagdo de MHC Il nos suinos ndo infectados
(Figura 08), contudo sem diferenca significante em relacdo aos suinos infectados. Em
alguns suinos infectados n&o foi observado imunomarcagdo de CD4" e MHC I+,

A técnica de PCR, realizada nas 139 amostras de tecido renal mostrou
amplificacdo de DNA de leptospiras em sete (5%) suinos, sendo que trés deles foram
positivos na imunoistoquimica.
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L | i o ¥ R e Figura 08. Analise quantitativa da marcaco de MHC de
Figura 07. Marcacdo de MHC de classe Il em células epiteliais tubulares, classe Il (mediana de escores e intervalo entre percentis 25

e 75) em suinos infectados e néo infectados. N = N° de

células glomerulares (células mesangiais), células intersticiais e capsula de animais por grupo. p= 0.1037 (Teste t de Student).

Bowman, em rim de suino naturalmente infectado por Leptospira spp.
Coloragéo: Imunoperoxidase. Obj: 40x.

4. Discussao

Pela técnica de imunoistoquimica, foi possivel a visualizagcdo de antigeno de
Leptospira spp. nos rins de 60 suinos (43%) dos 139 analisados. Os altos niveis de

positividade observados por meio da imunoistoquimica em relacdo a sorologia, foram
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também relatados em outros estudos (Scanziani et al., 1991; Carvalho et al., 2011,
Gongalves et al., 2011). N&o foi observada a presenca da bactéria nos rins, mas antigeno
e DNA de leptospiras estavam presentes. Estes resultados mostram que na fase cronica
da infecgdo, a bactéria nem sempre pode ser encontrada, mas isso ndo exclui a condi¢éo
de suinos portadores, com potencial para excretar leptospiras pela urina, visto que

antigeno e DNA de leptospiras foram encontrados, como demonstrado neste estudo.

A grande guantidade de antigeno em células epiteliais tubulares demonstra maior
concentracdo de leptospiras nessas células, indicando o local de acdo priméaria da
bactéria no tecido renal, como tem sido observado, também, em humanos, hamsters,
bovinos, ovinos e suinos (Alves et al., 1989; Haanwinckel et al., 2004; Mineiro et al.,
2011; Carvalho et al., 2011; Radaelli et al., 2009; Goncalves et al., 2011). A presenca
de antigeno de Leptospira em vasos foi encontrada em intensidade minima, o que difere
de outros resultados, em gue a presenca de antigeno era mais intensa em vasos dilatados
(Alves et al., 1989). Leptospiras intactas ndo foram visualizadas neste estudo, mas
podem ser encontradas em tubulos renais, conforme tem sido observado (Nally et al.,

2004).

A imunomarcacdo de moléculas T CD4" foi observada em células glomerulares
(células mesangiais) e em células intersticiais, tanto nos animais infectados, quanto nos
ndo infectados em intensidade minima a moderada. As leptospiras, por serem patégenos
extracelulares, sdo normalmente fagocitadas e apresentadas por moléculas no complexo
MHC Il para moléculas T CD4". Células epiteliais tubulares, também, foram
imunocoradas com o anticorpo usado para a marcacdo de moléculas T CD4". E provavel

que esta imunocoloracdo esteja relacionada com a interacdo que pode ocorrer entre
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células epiteliais tubulares e células T CD4", quando as primeiras sdo estimuladas a
expressar MHC |1 (Singer et al., 1993). Por outro lado, tem sido observado que
receptores da familia B7-CD28 sdo importantes reguladores da resposta imune,
funcionando como co-estimuladores de ativacdo de células T, e sdo expressas tanto em
células TCD4" (Mirza et al., 2010), que tem papel importante na inducdo de resposta
inflamatoria no rim, quanto em células epiteliais tubulares (Raij et al., 2005), o que

constitui uma molécula comum a essas duas populacdes de células.

Ao contrario do que vem sendo observado em outros estudos (Raij et al., 2005), a
deteccdo de células epiteliais tubulares ativadas e uma provavel interacdo com células
TCD4", n3o estdo associadas a intensificacdo da lesdo inflamatdria renal na leptospirose
em suinos, pois estas moléculas foram expressas em maior intensidade nos suinos nao

infectados.

A marcacdo da molécula MHC 11 foi observada em células epiteliais tubulares,
células intersticiais, células glomerulares, capsula de Bowman, no endotélio vascular e
celulas da parede arteriolar, tanto nos suinos infectados, quanto nos suinos ndo
infectados. Radaelli et al. (2009), em uma pesquisa também feita em suinos,
observaram a marcacdo de MHC de classe 11 em células epiteliais tubulares, intersticiais
e em células do infiltrado inflamat6rio, nos suinos infectados, ja 0s suinos nao
infectados MHC 11 ndo foi encontrado em células epiteliais tubulares, sendo observada
uma marcacao leve nas células estreladas intersticiais, no endotélio que revestem os

vasos sanguineos intersticiais e no endotélio de capilares glomerulares.

Os resultados do presente estudo mostram que houve discreta imunomarcagéo de

CD4" e MHC Il ¢, em alguns casos, auséncia de marcagio nos suinos infectados, onde
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havia presenca de antigeno de leptospira, 0 que ndo foi observado nos suinos nédo
infectados onde moléculas T CD4" e MHC Il foram imunocoradas de forma mais
acentuada, em intensidade e distribuigdo, muito embora sem diferenga significante para
MHC II. Radaelli et al. (2009), também encontraram um resultado semelhante, onde a
presenca de MHC Il no tecido renal criava uma condigdo desfavoravel para colonizagdo

tubular e sua auséncia estava relacionada a presenca de leptospiras.

Contudo, a auséncia de diferenca significante entre suinos infectados e néo
infectados, ndo deixa claro a participacdo da molécula MHC Il na patogenia da lesao
renal na leptospirose nos suinos do presente estudo. Por outro lado, parece que o papel
das celulas epiteliais tubulares como apresentadoras de antigeno e a interacdo com
moléculas T CD4" tem importancia na mediacio imune da lesdo renal na leptospirose
em suinos, sendo, entretanto, necessarios novos estudos, que estdo em andamento por

NOSSO grupo, para o esclarecimento dessa questéo.

A PCR revelou sete animais positivos para Leptospira sp. Esse resultado
assemelha-se ao encontrado por Shimabukuro et al. (2003) que observaram somente
uma amostra de tecido renal positiva na PCR, das 88 analisadas, sendo que 48 amostras
eram de animais soropositivos. E provavel que essa baixa deteccdo de DNA de
leptospiras em rim de suinos naturalmente infectados seja decorrente da presenca de
substancias inibidoras de amplificacdo presente nas amostras (Degrave et al., 1994;
Aviles et al., 1999). Este aspecto tem sido observado em amostras de sangue canino
(Lachaud, et al., 2002). Por outro lado, Fearnley et al. (2008), detectaram 25 amostras

renais positivas pela PCR, de um total de 204 sendo que, quatro eram de fetos e 21 eram
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de suinos adultos. A PCR apesar de ser muito sensivel, apresenta resultados bastante

variaveis na deteccdo de DNA de leptospiras nos animais.
5. Conclusoes

Esses resultados mostram que a técnica de imunoistoquimica identificou um
nimero maior de suinos positivos para Leptospira sp. Células epiteliais tubulares e
moléculas T CD4" estdo envolvidas na mediagdo imune da lesdo renal na leptospirose
em suinos, no entanto, MHC Il ndo apresenta um papel claro na patogenia desta leséo

renal em suinos.
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O papel de imunoglobulinas na nefropatia da leptospirose em suinos
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ABSTRACT

Leptospirosis is a anthropozoonosis endemic worldwide, affecting humans and several
species of domestic and wild animals. At the beginning of infection is the production of
IgM to control the infection and after a few days, 1gG is produced and cause lysis of
circulating leptospires. The objective of this study was to identify deposits of
immunoglobulins and antigens of leptospires in kidney tissue, to assess the role of
immunoglobulins in the pathogenesis of leptospirosis nephropathy in pigs. We collected
139 blood samples and kidney of pigs from the cities of Timon-MA and Teresina-Pl, to
be evaluated by SAM, immunohistochemistry and PCR. Interstitial nephritis, fibrosis,
vasculitis; swollen glomeruli hypercellularity and diffuse in a pig were main
pathological changes found. Immunohistochemistry leptospira antigen detected in 60
pigs. Deposits of 1gG, IgM and IgA were observed in the endothelium of glomerular
capillaries, the capillaries intertubulares and the Bowman's capsule, marked focal,
diffuse, global and segmental. The deposition of IgM and IgA was significantly higher
in infected pigs, strangely deposits of 1gG was significantly higher in non-infected pigs,
where there was no presence of antigen leptospires nor tubulointerstitial injury. We
conclude that Leptospira antigen in porcine kidney relates to deposits of IgM and IgA but not
IgG deposits.

Keywords: Leptospirosis; Immunoglobulins; Pig.
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INTRODUCAO

As leptospiroses sdo antropozoonoses endémicas em todo o mundo, causadas
por espécies patogénicas de Leptospira sp. Sdo consideradas doencas emergentes que

afetam o0 homem e vérias espécies de animais domésticos e silvestres®”.

O mecanismo de lesdo provocado pelas leptospiras nos hospedeiros é complexo
e pouco compreendido. Os estudos apontam para acao direta da bactéria sobre células
do hospedeiro com producdo de toxinas e enzimas proteoliticas e consequente leséo
tecidual®®. Essa acéo esté relacionada a inibicdo da expressdo de genes que codificam
proteinas do citoesqueleto de células endoteliais e da matriz extracelular,

proporcionando uma maior motilidade e disseminacdo das leptospiras no organismo™>.

Por outro lado, tanto o sistema imune inato® quanto o adquirido® participam da
defesa contra a acdo das leptospiras sobre o organismo do hospedeiro. A lipoproteina
LipL32 é a mais importante proteina de membrana externa (OMPs) que afeta
diretamente as células dos tubulos proximais, aumentando consideravelmente a
expressao de genes e de proteinas pro-inflamatorias, tais como Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), proteina 1 quimiotatica para mondcitos (CCL2/MCP-1), RANTES
(CCL5/Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) e fator de
necrose tumoral (TNF-a). A estimulagdo de iNOS e CCL2-MCP-1 pelo LipL32,
depende da presenca de receptores Toll-like (TLRs) em células dos tdbulos proximais,
principalmente 0 TLR2 e TLR4%.

Por atuarem como patdgenos extracelulares, as leptospiras incitam uma resposta
imune adquirida dependente da producdo de anticorpos e da ativagdo da via classica do
sistema do complemento, sendo que, a maioria dos anticorpos, séo produzidos contra o
LPS (lipopolissacarideo). Estudos evidenciam que a fagocitose de leptospiras por
neutrofilos e macréfagos so acontece apds a opsonizacdo por imunoglobulina G (IgG)

especifica®?.

A resposta imune humoral é o principal mecanismo de defesa contra a
leptospirose. No inicio da infeccdo sdo produzidas imunoglobulinas do tipo IgM para o
controle da infeccdo. Apoés alguns dias, imunoglobulinas do tipo 1gG s&o produzidas e
provocam lise das leptospiras circulantes. Os anticorpos aderem ao lipopolissacarideo

da bactéria num processo de opsonizacdo, preparando-os para serem fagocitados por
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macrdfagos, o que resulta na diminuicdo dos sinais clinicos. No entanto, a bactéria
permanece nos rins, sendo excretada na urina por véarios meses apés a infeccdo>%.
Nesse tipo de resposta imune, ha uma maior participacdo de IgG e IgM, seja apos
infeccdo natural ou imunizacao, no entanto no homem observa-se uma maior producao

de imunoglobulinas da classe lgM*%,

Complexos imunes circulantes podem estar correlacionados com a severidade dos
sintomas. Sugere-se que 0 aumento na severidade da doenca de Weil, possa ser
resultante de uma resposta imune humoral intensa, ja que faléncia renal,
trombocitopenia e alteracdes pulmonares aparecem na fase imune da doenca™*. Em um
estudo experimental realizado com cobaias, foi observado grande quantidade de
antigeno de leptospira, na fase tardia da infeccdo, localizado principalmente no
intersticio renal, enquanto os depositos de imunoglobulinas G (IgG) e complemento 3
(C3) foram visualizados em glomérulos e nas paredes de pequenos vasos sanguineos®,
sugerindo que as lesBes renais observadas na leptospirose possam ser mediadas por

complexo imune?,

O presente estudo teve como objetivo identificar depdsitos de antigeno de
leptospiras e imunoglobulinas no tecido renal, para avaliar o papel de imunoglobulinas

na patogénese da nefropatia da leptospirose em suinos.
MATERIAL E METODOS

O material constou de amostras de sangue e fragmentos de rim de 139 suinos

adultos, provenientes das cidades de Teresina-Pl e Timon-MA.

Amostras de sangue foram colhidas no momento da sangria do animal e o soro foi
armazenado a -20°C até o processamento. Apds o abate dos animais, foram colhidos
fragmentos de rim, fixados em formol neutro a 10% tamponado com fosfato 0,01M pH
7,2 (formol tamponado), em solugdo de Duboscg-Brasil e conservados em meio RPMI

(Roswell Park Memorial Institute) com glicerol a 10%.

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela técnica de
Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) em laboratérios credenciados. O critério adotado

para o0 soro ser considerado como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por



43

campo microscopico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que

apresentou maior titulo, sendo as demais aglutinac6es consideradas reacdes cruzadas.

Para o estudo das alteragdes histopatolégicas foram utilizados fragmentos de rins,
de 15 suinos infectados e de seis suinos ndo infectados nos testes de SAM,
imunoistoquimica (IMH) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). O material foi
processado em histotécnico, posteriormente incluidos em parafina e cortados em
micrétomo com 4-5 pm de espessura. Os cortes foram montados em laminas e corados
com Hematoxilina-Eosina (H-E), acido periddico de Schiff (PAS), tricrdmico de
Masson (Masson), acido periddico prata metanamine (PAMS) e imunoperoxidade
indireta.

Cortes de tecido renal foram preparados em laminas com adesino Silane Al74
(Pharmacia, USA) para imunoistoquimica. = Apo0s desparafinizacdo procedeu-se o
bloqueio de peroxidase enddgena, seguido do desmascaramento de antigeno em forno
microondas em solucdo Tris HCI pH 1. Em seguida as amostras foram incubadas com
anticorpo policlonal de coelho anti-leptospira (produzido no Setor de Patologia Animal
da Universidade Federal do Piaui - UFPI) e com anticorpo monoclonal anti-lgM
(NB716), anti-lgG (NB738) e anti-IgA (NB725) de suino (NOVUS BIOLOGICALS,
LLC). A amplificacdo da reagdo foi feita com o sistema “EnVision™”, peroxidase (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA, K4003), para deteccdo de antigeno de leptospira e
com o sistema Estreptavidina-peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA,
Caodigo P0397), para deteccdo das imunoglobulinas. A revelacdo das reacdes foi feita
com solugdo de Diaminobenzidine/Plus, liquido, K047 (Diagnostic BioSystems, USA) e
contracoloragdo com hematoxilina de Harrys (QEEL, SP).

Os parametros utilizados para definir a marcacdo de imunoistoquimica, tanto
para antigeno de leptospira, quanto para depdsitos de imunoglobulinas, foram a
intensidade da coloracéo, identificacdo do tipo de célula imunocorada, distribui¢do e
localizacdo das células e depoésitos imunocoradas, sendo que uma coloracdo leve foi

considerada negativa.

Do tecido renal congelado foi feita a extracdo e purificagdo de DNA utilizando-
se 0 Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo instrugfes do

fabricante.
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Para amplificacgdo do DNA de Leptospira spp. foram utilizados os
oligonucleotideos Lep-1 (5° GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3°) e Lep-2 (5
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3°)'® (Invitrogen®). O ciclo empregado foi o
preconizado por Richtzenhain®.

O produto amplificado (331 pb para o gene 16S RNAr de Leptospira sp.) foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de etidio,
utilizando-se tampdo de corrida TBE 10 X (0,9 M Tris, 0,9 M éacido bérico e 0,02 M
EDTA). Para visualizacdo das bandas foi utilizado um transluminador ultravioleta (300-
320 nm) e fotografado em sistema de fotodocumentacdo MiniBIS Pro (DNR Bio-
imaging Systems Ltd., Jerusalem, Israel) do Setor de Patologia Animal da UFPI.

Como controle positivo para a leptospirose foi utilizado DNA extraido de cultura
de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorragiae. Como controle negativo da PCR
foi utilizado a mistura dos reagentes usados na reacdo da PCR sem DNA molde,
completando-se o volume com 5 pL de &gua ultrapura. Para controle interno da reagao
foi utilizado a mistura dos reagentes usados na reagdo, porém com os primers para [3-
actina.

A analise dos dados foi realizada por testes estatisticos ndo paramétricos:
Método de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls, para comparacao entre grupos e o
teste de Mann-Whitney, para comparacdo entre dois grupos. Adotou-se o nivel de

significancia de p<0,05.
RESULTADOS

Das 139 amostras de soro analisadas pela prova de SAM, oito (5,7%) foram
reagentes para os sorovares: Grippotyphosa, Hardjo OMS, Canicola, Pyrogenes e
Icterohaemorrhagiae.

As alteracGes tUbulo-intersticiais encontradas foram nefrite intersticial,
caracterizada pela presenca predominante de linfocitos e macréfagos (Figura 01), de
distribuicdo focal, peritubular e perivascular, com intensidade variando de minima a
moderada. Observou-se também fibrose de intensidade minima a média, vasculite,
tumefacdo de endotélio vascular, degeneracdo de células epiteliais tubulares, atrofia de
tibulos, congestdo da regido medular, tumefacdo do tufo glomerular e hipercelularidade

difusa em um suino. Nos suinos ndo infectados, tais alteragdes ndo foram observadas.
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A técnica de imunoperoxidase demonstrou antigeno de leptospira em 60 suinos
dos 139 analisados. A avaliacdo semi-quantitativa realizada em 23 suinos, revelou que o
antigeno estava presente em maior quantidade nas celulas epiteliais tubulares, seguido
pelas células glomerulares, células intersticiais, células epiteliais parietais da capsula de
Bowman e células inflamatorias (Figura 02) (p < 0,05; Teste de Kruscal-Wallis).
Depositos de 1gG, em um padrdo granular, foi observado no endotélio de
capilares glomerulares, como marcacdo focal, global e segmentar, na cépsula de
Bowman, no endotélio dos capilares intertubulares (Figura 03). IgM foi observada no
endotélio de capilares glomerulares, em um padrdo granular, apresentando uma
marcacgdo difusa e global, e no endotélio dos capilares intertubulares (Figura 04). A
imunocoloracédo para IgA foi observada no endotélio de capilares glomerulares, em um
padrdo granular, com marcacédo focal, global e segmentar; na capsula de Bowman, no

endotélio dos capilares intertubulares e em células epiteliais tubulares (Figura 05).

IgM e IgA em glomérulo estavam presentes em quantidade maior nos suinos
infectados em comparacdo aos nédo infectados, sendo que para IgM, houve diferenga
significante também em capilares intertubulares (Figuras 06 e 07) (p < 0,05; Teste
Mann Whitney), no entanto, a marcacdo de IgG em glomérulo nos suinos néo infectados

foi maior que nos infectados (Figura 08) (p < 0,05; Teste Mann Whitney).

A técnica de PCR mostrou amplificagdo de DNA de leptospiras em sete (5%)

das 139 amostras de tecido renal analisadas.

Figura 01. Rim. Suino infectado naturalmente por Leptospira  Figura 02. Antigeno de Leptospira em células glomerulares,

spp.. Infiltrado inflamatério mononuclear na regido cortical. células epiteliais tubulares e células epiteliais parietais da

Coloracéao: PAS. Ob: 40x. capsula de Bowman, em rim de suino naturalmente infectado
por Leptospira sp. Coloragéo: Imunoperoxidase. Ob: 40x.
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Figura 7. Andlise semiquantitativa da marcagdo de IgA
(mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em
suinos infectados e ndo infectados. N = N° de animais por
grupo. *p < 0,05 (Teste de Mann Whitney).

Glomérulo e capilares intertubulares
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Figura 05. IgA no glomérulo de suino naturalmente infectado
por Leptospira spp. Coloracéo: Imunoperoxidase. Ob: 40x.

Figura 04. IgM no glomérulo de suino naturalmente infectado
por Leptospira spp. Coloragéo: Imunoperoxidase. Ob: 40x.

Positivos Negativos

Figura 06. Analise semiquantitativa da marcacdo de IgM
(mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em
suinos infectados e nao infectados. N = N° de animais por
grupo. *p < 0,05 (Teste de Mann Whitney).

Glomérulo
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Figura 8. Analise semiquantitativa da marcagdo de IgG
(mediana de escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em
suinos infectados e ndo infectados. N = N° de animais por
grupo. *p < 0,05 (Teste de Mann Whitney).
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O diagnostico de leptospirose € complexo, pois dos trés métodos utilizados
apenas a IMH detectou antigeno onde a sorologia também detectou infeccdo, mas a
reciproca ndo é verdadeira, pois foram detectados antigenos de leptospiras por IMH
onde ndo foi encontrado sorovar infectante, e a sorologia e IMH detectaram infecgédo
onde a PCR ndo detectou (Tabela 1). A comparacdo dos trés testes utilizados para o
diagndstico de infeccdo por leptospiras, revelou que a imunoistoquimica apresentou
sensibilidade de 53,6% e 53,1% comparada a sorologia (SAM) e reacdo em cadeia pela

polimerase (PCR), respectivamente, e especificidade de 100%.

Tabela 01

Resultados da sorologia, da analise semi-quantitativa de antigeno de Leptospira spp.,
IgG, 1gM e de IgA, por imunoperoxidase, em rim de suinos naturalmente infectados.
Imunoperoxidase

Animais SAM Sorovar IMH IgG IgM IgA PCR
Infectados

02 - - - + 4° 1° +
06 - - - 2 + 3 +
53 - - - 2 + 5 +
80 - - + 1° + + +
87 - - + + + + +
89 - - + + + + +
110 - - - 1° 5 3 +
111 +  Icterohaemorragiae ~ + + 3 + -
115 + Grippotyphosa + + + + -
121 + Grippotyphosa + + + 3 -
123 + Grippotyphosa + + 4° + -
131 - - + + 5° + -
138 - - + 2P + + -
142 T Pyrogenes + 1° 3 1° -
143 + Canicola + + + + -
N&o

infectados

03 - - - 2° 2° 0° -
17 - - - 3 3 2 -
42 - - - 2° 2° 1° -
56 - - - 3 3’ 1° -
08 - - - 2° 3 2 -
116 - - - 3 3 1° -

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significante. *p<0,05. Teste de Mann
Whitney.
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DISCUSSAO

As principais alteracBes histopatoldgicas encontradas nos suinos infectados
foram nefrite intersticial linfohistiocitéria, focal, peritubular e perivascular, fibrose,
vasculite, tumefacdo de endotélio vascular, degeneracdo de células epiteliais tubulares,
atrofia de tabulos, tumefacdo do tufo glomerular e hipercelularidade glomerular difusa
em um suino. Essas alteracBes variavam em intensidade minima a moderada. Em outro
trabalho verificou-se pouco infiltrado inflamatorio peritubular, sendo que os achados
mais freqlentes foram necrose de células tubulares, com algumas apoptoticas, e
aumento de mitoses, como indicativo de regeneracdo tubular, sem alteracdo
glomerular®. Outro estudo em camundongos infectados experimentalmente, revelou
hipercelularidade  glomerular, infiltrado mononuclear focal, perivascular e
periglomerular, espessamento de membrana basal glomerular e degeneracéo de tdbulos
da cortical™. A lesdo tdbulo intersticial encontrada nos suinos deste estudo e relatada,
também, em outras pesquisas, é a lesdo tipica provocada pelas leptospiras'®, & excecdo
da lesdo glomerular que ndo é descrita com muita frequéncia**?.

A causa das alteracdes renais observadas ainda ndo € bem conhecida, mas estdo
relacionadas com a presenca de antigeno de leptospira, que estava localizado em células
epiteliais tubulares, células glomerulares, células intersticiais, capsula de Bowman e em
menor quantidade nas células do infiltrado inflamatdrio. N&o foi encontrada a bactéria
nos rins, mas antigeno e DNA de leptospiras foram detectados. Em modelos
experimentais de cobaias e Hamster as leptospiras tem sido observada na membrana
basal glomerular, entre as células tubulares, no limen de tubulos, no intersticio e, em
alguns casos, dentro de glomérulos™>%.

Depésitos de imunoglobulinas em glomérulos, pode ser decorrente da formacéo
de complexo imune circulante®?, ou de uma reagdo cruzada com proteinas da membrana
basal glomerular em casos de glomerulonefrite anti-membrana basal glomerular, como
tem sido observado no homem®. O primeiro caso parece improvavel, pois, apesar de
alguns estudos apontarem para esse mecanismo®’, sabe-se que a sobrevivéncia de
leptospiras nos rins decorre da falta de ativacdo do sistema complemento®® e essa
auséncia do complemento ndo favorece a formagdo de complexo imune. No segundo
caso, mais provavel, ainda ndo conhecemos a acéo de anticorpos anti-membrana basal

glomerular nos animais, & excecéo do c&o em casos de nefropatia hereditaria®®, de modo
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que esse aspecto ndo pode ser esclarecido neste trabalho. Por outro lado, depdstios de
IgM, IgA, 1gG e C3 tem sido observado no alvéolo pulmonar do homem e em coabaias
infectadas experimentalmente com leptospiras, como parte da sindrome de
Goodpasture®, sugerindo que esse mesmo processo possa ocorrer também nos rins®>”.
De um modo em geral depdsitos de imunoglobulinas estavam presentes tanto
nos suinos infectados quanto nos ndo infectados. Alguns estudos tém demonstrado que
ainda ndo esté claro se depositos de imunoglobulinas nos rins possam estar relacionados

com a lesdo renal*®

. Contudo, a deposicdo de IgM e IgA foi significantemente maior nos
suinos infectados, onde antigeno de leptospiras e lesdo tubulo-intersticial estavam
presentes, comparado aos ndo infectados, o que aponta para a importancia dessas
imunoglobulinas na patogénese da lesdo renal. Estranhamente depdsitos de IgG foram
significantemente maiores nos suinos ndo infectados, onde ndo havia presenca de
antigeno de leptospiras e nem lesdo tubulo-intersticial, sugerindo um mecanismo de
protecdo e ndo de injaria renal, pois na auséncia e baixa expressdo de IgG, antigeno de

leptospiras estavam presentes.

Concluimos que antigeno de leptospiras no rim de suinos esta relacionado a

depdsitos de IgM e IgA mas nédo a depdsitos de IgG.

RESUMO

A leptospirose é uma antropozoonose endémica em todo o mundo, que afeta o
homem e vérias espécies de animais domésticos e silvestres. No inicio da infeccdo ha
producdo de IgM para o controle da infeccdo e apds alguns dias, 1gG sdo produzidas e
provocam lise das leptospiras circulantes. Objetivou-se neste estudo identificar
depdsitos de antigeno de leptospiras e imunoglobulinas no tecido renal, para avaliar o
papel de imunoglobulinas na patogénese da nefropatia da leptospirose em suinos. Foram
colhidas 139 amostras de sangue e rim de suinos das cidades de Teresina-Pl e Timon-
MA, que foram avaliadas pela SAM, imunoistoquimica e PCR. Nefrite intersticial,
fibrose, vasculite, tumefacdo do tufo glomerular e hipercelularidade difusa foram as
principais alteragcBes histopatoldgicas encontradas. A imunoistoquimica detectou
antigeno de leptospira em 60 suinos. Depositos de IgG, IgM e IgA foram observados no

endotélio de capilares glomerulares, dos capilares intertubulares e na capsula de
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Bowman, com marcagéo focal, difusa, global e segmentar. A deposicéo de IgM e IgA
foi significantemente maior nos suinos infectados. Estranhamente depositos de 1gG foi
significantemente maior nos suinos nao infectados, onde ndo havia presenca de antigeno
de leptospiras e nem lesdo tubulo-intersticial. Concluimos que antigeno de leptospiras
no rim de suinos esté relacionado a depdsitos de IgM e IgA mas ndo a depdsitos de
19G.
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