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“De tudo, ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando...
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Portanto devemos:

Fazer da interrupgdo um caminho novo...
Da queda um passo de danca...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro...”

(Fernando Pessoa)
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AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DO BULBO DO
OLHO EM EQUINOS (Equus Caballus, LINNAEUS, 1758) SOROPOSITIVOS
OU SORONEGATIVOS A LEPTOSPIROSE
RESUMO - A doenga endodgena inflamatoria uveal em equinos constitui resposta
imunopatogénica complexa, onde se admite a participacdo de uma variedade de
antigenos. A uveite recorrente dos equinos (URE), também denominada
ophthalmia periédica ou moon blindness, € uma panuveite e constitui-se na causa
mais comum de diminuicdo da percepc¢éo visual, cuja patogénese permanece,
ainda, sob investigacdo. Inumeras pesquisas apontam para a hipotese de
hipersensibilidade a antigenos bacterianos. A maioria dos estudos mostra
evidéncias de infecgéo por Leptospira sp.. Examinaram-se, ao acaso, os olhos de
29 animais e coletaram-se o0 soro, o0 humor aquoso e o corpo vitreo para
proteinograma e aglutinagcdo microscopica para Leptospira sp.. Outrossim,
fragmentos de cérnea, iris, retina e cordide para histopatologia e
imunoistoquimica. A prova de aglutinagdo microscopica identificou 14 animais
positivos, seis animais com titulac&do igual a 40 e nove individuos negativos para
as amostras de soro. Houve um animal positivo ha amostra de humor aquoso e na
de corpo vitreo e outro negativo na de soro (titulagdo 40), mas positivo na de
corpo vitreo. Foram encontrados os sorovares icterohaemorrhagiae, autumalis,
patoc, sentot, habdomadis. Foram identificadas, a eletroforese do soro, as
proteinas: imunoglobulina A; ceruloplasmina; trasnferrina; hemopexina; albumina;
anti-tripsina; imunoglobulina G de cadeia pesada; haptoglobina; glicoproteina
acida; imunoglobulina G de cadeia leve e proteina de 25kda. A unica proteina que
mostrou resultado estatistico significativo foi a ceruplasmina (p=0,05) com animais
soropositivos para leptospirose. A histopatologia a espessura da coérnea foi
significativamente maior nos animais soropositivos (p=0,0347). O exame
imunistoquimico para pesquisa da bactéria Leptospira sp. mostrou maior
positividade nas amostras de cornea, e observou-se alguns animais soronegativos
mas positivos para este exame. O anticorpo anti-MMP1 mostrou resultado

estatistico significativo (p=0,008) entre a area da reagdo imunoistoquimica e os
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animais soronegativos. O anticorpo anti-MMP9 mostrou resultado significativo
(p=0,0013) quando sua area de reacdo foi maior nos animais positivos para
Leptospira sp. a imunistoquimica da cérnea. Os anticorpos CD74, GFAP e
calretinina ndo apresentaram resultados significativos quando comparados aos
animais soropositivos ou com o0s soronegativos para leptospirose. Pode-se
concluir que a infecgdo por Leptospira sp. pode ser o6rgéo-especifica, pois
observou-se equinos soronegativos que foram positivos na imunoistoquimica e um
animal soronegativo mas positivo no corpo vitreo. E, também que nos estagios
iniciais de uveite e imperceptiveis ao exame do bulbo do olho a Leptospira sp. ja
pode causar alteragdes no tecido corneal.

Palavras-chave: equinos, uveite, leptospirose, imunoistoquimica.
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HISTOPATHOLOGY AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY EYEBALL
EVALUATION IN HORSES (Equus Caballus, LINNAEUS, 1758)
SEROPOSITIVE OR SERONEGATIVE FOR LEPTOSPIROSIS
ABSTRACT - Endogenous uveal inflammatory disease in the horse represent a
complex immunopathological response to a range of presumed antigens. Equine
recurrent uveitis (ERU) is a panuveitis and the most commmon cause of blindness
in horses. Many researchers favour the hypothesis that ERU is delayed type
hypersensitivity response to bacterial antigens. New findings show evidence of
leptospiral infection in ERU eyes. Fifity eight eyeballs from twenty nine horses
randomly selected were studied using histopathology and immunohistochemistry.
The serum from 29 animals, aqueous humor an vitreous body from 58 eyes were
collected for proteinogram and microscopic agglutination test (MAT) for Leptospira
sp.. The microscopic agluttination test was identified 14 positive animals, six with
titer 40 and nine negative in serum samples. One seropositive animal was positive
in aquaeous humor and vitreous body and another seronegative horse was
positive in vitreous body. Were found five serovars from 26 studied from
Leptospira interrogans: icterohaemorrhagiae, autumalis, patoc, sentot,
habdomadis. Were identified by serum electrophoresis, the following proteins:
immunoglobulin A; ceruloplasmin; trasnferrina; hemopexina; albumin, anti-trypsin,
the heavy chain of immunoglobulin G; haptoglobin; glycoprotein, immunoglobulin G
and the light chain protein, 25kda. The only protein that showed significant results
with seropositive horses was ceruplasmin (p = 0.05). The pathomorphologic
changes on HE-stained sections showed that seropositive animals for leptospirosis
had corneal thickness significantly higher than the seronegative (p = 0.0347). The
immunohistochemistry test for Leptospira sp. showed higher positivity in samples
of cornea, and some animals were seronegative but positive for this test. At
immunohistochemistry was observed that the anti-metalloproteinase 1 (anti-MMP1)
showed results statistically significants when compared to the
immunohistochemistry area reaction and seronegative animals (p = 0.008). The

anti-MMP9 showed statistically significant result (p = 0.0013) when the area of



reaction was higher in animals positive for Leptospira sp. at corneal
immunohistochemistry.The antibodies studied LCA, CD74, GFAP and Calretinin
showed no statistically significant results compared to the animals seropositive or
seronegative for leptospirosis. It was concluded that infection with Leptospira sp.
may be organ-specific, because there was seronegative horses that were positive
in immunohistochemistry and a seronegative animal was seropositive in vitreous
body. And also that in the early stages of uveitis and imperceptible ocular signs,
Leptospira sp. can cause changes in the corneal tissue.

Keywords: horses, uveitis, leptospirosis, immunohistochemistry.

X
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1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

A doenga endogena inflamatéria uveal em equinos constitui resposta
imunopatogénica complexa, em que se admite a participacdo de uma variedade
de antigenos. A biologia da doenga imunemediada €&, ainda, pouco compreendida
nos mamiferos, incluindo os equinos. Outrossim, o é fundamento do estado
imunogénico humoral, assim como o mecanismo através do qual imunoglobulinas
chegam ao humor aquoso. Sugere-se que as macromoléculas lipidicas insoluveis
derivadas do soro o fazem por difusdo passiva, permeando o endotélio capilar,
livrando-se do tecido conectivo dos processos ciliares e adentrando na camara
anterior pela superficie anterior da iris (MATTHEWS & POULTER, 1986).

Fielder & Rahi (1979) estudaram a barreira sangue-olho e verificaram haver
relacdo linear significativa entre niveis séricos e no humor aquoso de
imunoglobulinas G (IgG) em pacientes humanos que passaram por facectomia,
cujas cataratas nao tinham origem inflamatéria. Entretanto, ndo ficou demonstrada
qualquer relagao linear entre niveis de Imunoglobulina A (IgA), no soro e no humor
aquoso, bem como néo foram detectados niveis de Imunoglobulinas M (IgM), nas
amostras. Ao analisarem os possiveis eventos que interferiram com os niveis de
imunoglobulinas, incluiram o peso molecular e o seu efeito hidrodinadmico, a
integridade da barreira sangue-olho, a sintese local das imunoglobulinas e o
transporte ativo para o olho.

A permeabilidade alterada da barreira sangue-olho pode resultar no
aumento de proteinas e células no humor aquoso; a ela da-se o nome de “quebra
na barreira sangue-olho”. Trata-se de condigdo reversivel, se mediada por
receptores, e, irreversivel, quando secundaria a alteracdes da anatomia local.

Quebras na barreira sangue-olho podem ser motivadas por uveites, intervengdes
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cirurgicas ou paracentese, entre outras. O insulto traumatico estimula a contragcéo
das células endoteliais do corpo ciliar, induzindo ao extravasamento de proteinas
do leito vascular. Decorrem dano vascular e aumento na liberagcdo de proteinas
(KROHNE et al., 1995).

A uveite recorrente dos equinos (URE), também denominada ophthalmia
periddica ou moon blindness, € uma panuveite com prevaléncia relatada de até
15% na populacdo equina. Constitui-se na causa mais comum de diminuicdo da
percepcao visual nos individuos acometidos (MATHEWS et al., 1987; ROMEIKE et
al., 1998; GILGER et al., 1999; GILGER et al., 2000; DEEG et al., 2001; DEEG et
al., 2002; LUCCHESI et al., 2002; HARTSKEERL et al., 2004; ROHRBACH et al.,
2005). Trata-se de inflamacgao n&o granulomatosa que predomina na iris, no corpo
ciliar e na coroide, com envolvimento da cérnea, camara anterior, lente, retina e do
corpo vitreo (DWYER et al., 1995). Olhos de cavalos com uveite recorrente
apresentam infiltragdo de células mononucleares, com predominéancia de linfécitos
T, especialmente CD4 (GILGER et al., 1999; GILGER et al., 2000).

A recorréncia de episddios de uveite anterior aguda €& interrompida por
periodos de quiescéncia, temporalmente variaveis. Cada episddio esta
relacionado a progressao da doenca ocular irreversivel, cujo final comum tende a
ser a perda da visao (GILGER et al., 1999; LUCHESI & PARMA, 1999). A retina é
alvo, nos casos de recorréncia, havendo destruicdo da sua arquitetura (DEEG et
al., 2006).

Os sinais clinicos da URE sdo semelhantes aos observados em seres
humanos e os equinos sdo a unica espécie animal conhecida que desenvolve,
espontaneamente, a doenca ocular de maneira similar ao homem (DEEG et al.,
2002; DEEG et al., 2007). Amontam-se dor, edema palpebral, hiperemia
conjuntival, vascularizagdo corneal, flare, pupila miotica, sinéquias, alteracbes da
lente, do vitreo e do fundo de olho. A perda da visdo habitualmente decorre de
catarata ou por descolamentos secundarios de retina. De progndstico pobre, é
causa comum de phthisis bulbi. Vitrectomias tém sido utilizadas visando a se

prevenirem os episédios recorrentes e a melhorar o prognostico (GILGER et al.,
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1999; DEEG et al.,, 2001; LUCCHESI et al., 2002; GILGER & MICHAU, 2004;
HARTSKEERL et al., 2004).

Associam-se as causas de uveites em equinos, condi¢cdes nutricionais,
hormonais, hereditarias, parasitarias, neoplasicas, traumaticas, infecciosas e
autoimunes (DWYER et al., 1995, ROHRBACH et al., 2005). A patogénese,
todavia, permanece, sob investigacéo. A sustentacdo de que a Leptospira sp. €
condigdo causal, vem sendo alicercada pela demonstragdo de altos titulos de
aglutinina do agente no sangue e no humor aquoso de cavalos acometidos por
URE (ROMEIKE et al., 1998; WOLLANKE et al., 2001; DEEG et al., 2002;
HARTSKEERL et al., 2004; ROHRBACH et al., 2005). A recorréncia da doenca, a
natureza da resposta inflamatéria com o acumulo de linfécitos na Uvea anterior e a
resposta a terapia com corticosterdides sugerem tratar-se de condigéo
imunemediada (ROMEIKE et al., 1998; DEEG et al., 2001).

Propbe-se que a inflamacgao do trato uveal possa decorrer da agéo direta do
agente ou resposta imunogénica local (ROHRBACH et al., 2005). Pesquisas
apontam para a hipdétese de que na URE tem-se hipersensibilidade a antigenos
bacterianos. A maioria dos estudos mostra evidéncias de infec¢des por Leptospira
sp. em olhos com URE. A associagao da reagao autoimune com a participagao da
Leptospira sp. e antigenos oculares ou funcédo imune alterada séo, igualmente,
considerados como eventos envolvidos na patogénese da URE (DEEG et al.,,
2002).

Cavalos com uveite, infectados com a bactéria, apresentam o humor
aquoso alterado. Decorrem nutricdo inadequada das estruturas oculares e
sequelas, tais como atrofia de iris, sinéquias e opacidade corneal. Trabalhos
anteriores demonstraram que a opacidade, tanto na cérnea quanto na lente, é
consequéncia da relacdo antigénica entre a Leptospira sp. com alguns
componentes dos tecidos oculares e ndo requer a presencga da bactéria viva. Tais
achados, juntamente com o infiltrado de neutréfilos e linfécitos na cornea,

justificariam o mecanismo indutor da lesao tecidual (PARMA et al., 1997).
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O vitreo obtido por vitrectomia e 0 humor aquoso por paracentese, de olhos
com uveite, sdo materiais importantes para o isolamento da Leptospira sp., como
prova de infeccao local cronica, ainda, para avaliacao de alteragbes inflamatérias
intra-oculares (CANTOR et al.,, 1989; GALERA, 2002; HAZEL et al.,, 2004;
HARTSKEERL et al., 2004). Trabalhos mostraram a presenca de Leptospira
interrogans no fluido ocular de cavalos com uveite recorrente. O DNA da bactéria
foi identificado no humor aquoso de 21 entre 30 animais com uveite clinica e em
um entre 16 cavalos sem uveite (WOLLANKE et al., 2001). Paralelamente a
uveite, algumas desordens clinicas em cavalos tém sido atribuidas a leptospirose,
incluindo-se septicemia e aborto. Ha, todavia, casos assintomaticos (MATHEWS
et al., 1987).

A Leptospira interrogans é o patégeno mais citado como o causal da uveite
recorrente dos equinos. O sorovar pomona € o comumente encontrado, porém
outros tém sido reportados. Normalmente, a manifestacao sistémica ndo coincide
com o aparecimento da uveite, cuja apresentacao pode se dar decorridos até dois
anos da infeccdo primaria (WOLLANKE et al.,, 2001). A Leptospira interrogans
sorovar pomona e a Leptospira kirschneri sorovar grippotyphosa s&o as mais
incriminadas na América do Norte e na Europa, respectivamente (VERMA et al.,
2005).

Parma et al. (1985) mostraram que entre a cérnea dos equinos e a
Leptospira interrogans (sorovares wolffi, pomona, tarassovi, hardja e
icterohaemorrhagiae) existe alguma identidade anti-génica. A ocorréncia de
opacidade corneal provocada pela inoculagdo de Leptospira interrogans morta
fortaleceu a hipétese de que a URE pode ser considerada doenga autoimune
orgao-especifica. Anticorpos anti-Leptospira foram detectados na lagrima e no
humor aquoso, ao instante em que a opacidade corneal se manifestava. Células
epiteliais da cornea, afetadas por tais anticorpos, ativaram o sistema complemento
iniciando a lesédo tecidual. Estudos comprovaram reacéo cruzada entre antigenos

na cornea e na lente de equinos e a Leptospira sp., demonstrando a atracao
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bacteriana pelo tecido ocular (LUCCHESI & PARMA, 1999; PARMA et al., 1997;
LUCCHESI et al., 2002; PEARCE et al., 2007).

N&o obstante as muitas evidéncias, ha quem admita que a infec¢do por
Leptospira sp. ndo seja a causa mais importante para a ocorréncia da URE,
porquanto, apesar dos titulos séricos serem maiores em animais com uveite, a
prevaléncia da afeccdo em animais sem sinais oculares (11%) é semelhante
aquela de animais com URE (9%) (WOLLANKE et al., 2001).

A leptospirose, além de uma zoonose, faz com que equinos infectados
apresentem desordens clinicas severas e, como ja mencionado, desordens
oftamicas importantes (iridociclites). A inflamag&o ocular altera a composi¢do do
humor aquoso e prejudica a nutricdo das estruturas internas ao bulbo do olho,
desencadeando sequelas como atrofia de iris, sinéquias, cataratas e opacidades
da cornea (PARMA et al., 1987; VERMA et al., 2005).

A URE assume importancia também, na medida em que & a responsavel
por grandes perdas econbmicas. Cavalos que se tornam cegos séo,
frequentemente, de dificil manejo e inuteis para outros fins, que ndo a reprodugao
(DWYER et al., 1995; DEEG et al., 2001).

Estudos em imunoistoquimica evidenciaram a prevaléncia de células T no
infiltrado inflamatério, mostrando a hipersensibilidade como parte da
imunopatogénese da afecgdo. Analises de autoantigenos e epitopos especificos
destas células T revelaram evidéncias de epitopos distribuidos nas regides inter e
intramoleculares (DEEG et al, 2008). Ha aumento da expressdo do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) em células do epitélio pigmentado da retina
(ROMEIKE et al., 1998; DEEG et al., 2001; VERMA, et al., 2005; DEEG et al.,
2008).

Alteragdes causadas pela uveite, na retina, mostram ser superreguladas
pela Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (DEEG, 2008), utilizada em provas
imunoistoquimicas. Em estudo de Deeg (2008), o autor concluiu que,
provavelmente, a URE seja uma reacdo de autoagressividade de células T contra

proteinas da retina. Por tais consideracdes, tanto para animais quanto para
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individuos humanos a terapéutica futura devera estar focada na supresséao local
de células T, por aplicacao intravitrea de substancias imunossupressoras (DEEG,
2008).
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2 OBJETIVOS

Avaliar-se as respostas inflamatéria e imune de olhos de equinos
provenientes de abatedouro, através da concentracdo de proteinas totais e
fracionadas, da aglutinagédo microscopica para Leptospira sp. no soro, no humor
aquoso e no vitreo, e, empregando-se os exames de histopatologia e
imunoistoquimica nos tecidos oculares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido & analise e aprovado pela Camara de Etica e Bem
Estar Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP -
Campus de Jaboticabal (Protocolo n°014312-07). Por oportuno ressaltar, que
cuidados bioéticos obedeceram, ainda, a normas internacionais da Association for
Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Helth
Publications N° 85-23: Revised 1985), de consoante com o coédigo de Niremberg
(GOLDIM, 1995).

3.2 Animais

Foram selecionados, de forma randomizada, 29 equinos de abate obtidos
junto ao abatedouro King Meat localizado na cidade de Apucarana, no Estado do
Parana. Estes animais foram submetidos a coleta de sangue venoso, a avaliacao
clinica rotineira e a semiotécnica oftdlmica antes do abate. Empregaram-se o teste
dos reflexos pupilares, biomicroscopia com lampada em fenda', tonometria de

aplanacio?, oftalmoscopia binocular indireta® e prova da fluoresceina®.

Foram coletados 58 olhos (direito e esquerdo), assim como, amostras de
humor aquoso e corpo vitreo, de 29 animais adultos da espécie equina, apds o

abate.

' Slit Lamp SL-14 — Kowa Company Ltd.

> TonoPen XL - Medtronic.

3 Oftalmoscopio binocular indireto FOH-5 — Eyetec S.A.
* Fluoresceina strips — Ophthalmos Ltda.
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3.3 Coleta das amostras

3.3.1 Sangue venoso
Dez mililitros de sangue venoso foram obtidos utilizando-se sistema

vacutainer® e frascos com ativador de coagulo®. Apods descanso de,
aproximadamente, duas horas sob refrigeragédo, as amostras foram centrifugadas’
a 2058 G por 10 minutos. O soro obtido por centrifugacédo foi armazenado em

geladeira, em tubos tipo eppendorf.

3.3.2 Humor aquoso
Foram coletados, por paracentese, dois mililitros de humor aquoso de cada

olho, imediatamente a sua enucleagdo. A paracentese foi realizada na regido do
limbo utilizando-se agulha hipodérmica®, acoplada a uma seringa'. As amostras

foram armazanadas em geladeira, em tubos tipo eppendorf.

3.3.3 Corpo vitreo
Dois mililitros de vitreo foram coletados, apés a enucleagdo, por

paracentese com agulha hipodérmica' e seringa®. A agulha foi introduzida a,
aproximadamente, dois centimetros do limbo e direcionada para a camara vitrea.

As amostras foram armazanadas em geladeira, em tubos tipo eppendorf.

3.4 Anaélises Laboratoriais

3.4.1 Prova de aglutinagao microscoépica

As amostras foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf para a prova
de aglutinacdo microscopica de Lestospira sp., junto ao Laboratorio de

Diagnostico de Leptospirose Animal do Departamento de Medicina Veterinaria

> Agulha para frasco vacutainer 25x7 - BD®.

¢ Frasco vacutainer com ativador de coagulo - BD®.
7 Centrifuga Baby - Fanem®.

¥ tubo eppendorf 1,5ml Eurotips®.

? Agulha hipodérmica 30x8 - BD®.

1 Seringa Plastipak Luer-Slip 3mL - BD®.

! Agulha hipodérmica 40x12 - BD®.
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Preventiva e Reproducdo Animal da FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal.
Empregaram-se 29 amostras de soro, 58 de humor aquoso e 58 de corpo vitreo.

Utilizaram-se antigenos de culturas de leptospiras vivas em meio EMJH,
com cerca de cinco a sete dias de crescimento (SANTA ROSA, 1970). A diluicao
de triagem do soro sangiineo, humor aquoso e corpo vitreo foi de 1:5. O critério
adotado para se considerar um sororreagente foi de 50% de aglutinagéo, ou seja,
metade das leptospiras aglutinadas no campo microscopico, em aumento de 100
vezes. Materiais reagentes na triagem inicial foram reexaminados com 10
diluicdes seriadas de razao dois. O titulo da amostra foi considerado a reciproca
da sua maior diluicdo, quando apresentaram 50% de aglutinagéo. A leitura das
reacdes foi realizada em microscopio de campo escuro, apds incubagdo da
mistura soro-antigeno, humor aquoso-antigeno ou vitreo-antigeno por trés horas,
a temperatura de 28°C. Sua consecuc¢éo seguiu o preconizado por Santa Rosa
(1970).

Consideraram-se, como ponto de corte da reagao, titulos a partir de 80,
considerados positivos, para a melhor interpretacéo dos resultados.

A colecdo de antigenos utilizados foi constituida por 26 sorovares de
Leptospira interrogans assim distribuidos: andamana, australis, autumnalis,
batavie, brasiliensis, bratislava, butembo, canicola, castellonis, copenhageni,
cynopteri, fronn, grippotyphosa, hardjo, hebdomadis, icterohaemorrhagiae,
javanica, pyrogenes, panama, pomona, patoc, shermani, sentot, tarassovi, wolffi e

whitcombi.

3.4.2 Proteinograma
As amostras foram acondicionadas em tubos tipo eppendorfs®, para

realizacdo do proteinograma, junto ao Laboratério de Apoio a Pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP - Campus de
Jaboticabal, perfazendo um total de 29 de soro, 58 de humor aquoso e 58 de

vitreo.



29

Determinou-se a concentracdo da proteina sérica total por refratometria.
De outra parte, as concentragdes de proteinas totais do humor aquoso e do corpo

vitreo foram obtidas empregando-se o teste Sensiprot™.

3.4.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de duodecil sulfato
de sédio (SDS)

Empregaram-se 29 amostras de soro e o método de Laemmli (1970).
Foram utilizadas placas de vidro de dimensées 10 X 13,5 cm. O gel de corrida das
amostras continha acrilamida/bisacrilamida na proporgéo de 30% T/ 2,67% C. o
referido gel foi preparado com 11,9ml de agua deionizada; 5,9ml de tampéo Tris
HCL 2M pH 8,8; 10,5 ml acrilamida/bisacrilamida; 1,7 ml de glicerol; 0,63 ml de
EDTA 0,5 M, pH 8,3; 0,63ml de SDS 20%; 242uL de persulfato de amonio 10% e
27ul de TEMED concentrado.

O gel empilhador das amostras, contendo acrilamida/bisacrilamida na
mesma propor¢ao do gel de corrida, foi preparado com 3,95ml de agua
deionizada; 0,6ml de tampdo Tris HCL 0,617M pH 6,8; 0,85ml de
acrilamida/bisacrilamida; 300ul de glicerol; 123ul de EDTA 0,5 M, pH 8,3; 123ul de
SDS 20%; 60ul de persulfato de aménio 10% e 13ul de TEMED concentrado. As
amostras foram preparadas com 10ul de soro, 30ul de PBS (tampéo fosfato
salina) e 20ul de gel mix (tamp&o da amostra para proteinas desnaturadas) e
aquecidas sobre agua, em ebulicédo, por 10 minutos.

As eletroforeses foram realizadas sob corrente constante de 15mA por,
aproximadamente, sete horas. O gel foi corado, obedecendo-se ao descrito por
Weber & Osborne (1969). Empregou-se corante Comassie Blue R em metanol,
acido acético glacial e agua (5:1:1v/v/v). A descoloracao foi processada valendo-

se de solugao contendo 25% de metanol e 10% de acido acético.

12 Refratdmetro Atago® - modelo T2-NE.
13 Sensiprot® - Labtest.
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O peso molecular e a concentracdo das fragbes protéicas foram
determinados por densitometria’. Para a identificacdo das proteinas, utilizaram-se
marcadores com pesos moleculares de 29.000 daltons (D), 45.000D, 66.000D,
94.000D e 205.000D. Para a densitometria das bandas protéicas, foram

confeccionadas curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padréo.

3.4.3 Histopatologia e imunoistoquimica

Para a histopatologia e a imunoistoquimica, que foram realizadas junto ao
Laboratério de Patologia Experimental da PUC/PR — Campus |, os olhos foram
fixados em formaldeido tamponado a 10%, também introduzido nas camaras
anterior e vitrea. Amostras foram mantidas no fixador pelo periodo maximo de 72
horas. Posteriormente, foram cortadas em um s movimento, iniciado
longitudinalmente ao nervo 6ptico e visando a divisdo do bulbo do olho em duas
metades. Ato continuo, procedeu-se a clivagem do material, privilegiando-se as
areas de coérnea, iris, cordide e retina.

Apds a clivagem, os fragmentos foram emblocados em parafina, cortados
em micrétomo™ a 5um de espessura, postos em ladminas e corados pela
Hematoxilina e Eosina (HE).

Para histopatologia, empregou-se programa de computador /Image Pro Plus
conectado a um microscopio 6ptico’ com camera'’. Foram analisadas as areas de
coérnea perilimbica, conjuntiva bulbar, processos ciliares, corbide e retina.
Avaliaram-se a presenga ou auséncia de vasos e infiltrado inflamatério na cérnea
e congestdo da conjuntiva, dos processos ciliares e da coroide. Avaliaram-se a
espessura media total da cérnea e do epitélio da conjuntiva bulbar.

Para imunoistoquimica, foram marcadas as areas de interesse (segmentos
de cornea, processos ciliares, coroide e retina), identificadas nas |aminas
anteriormente coradas com HE e marcadas nos blocos de parafina para a

confeccdo de novos blocos, empregando-se a técnica de tissue microarrays

'* Densitémetro Schimadzu CS-9301.
13 Leica® modelo RM2145.

16 Microscopio 6ptico Olympus BX 50.
7 Camera Sony modelo DXC-1072,
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(TMAs). Esta técnica foi descrita por Wan et al. (1987) e se constitui em método
que redistribui alguns cilindros teciduais dos blocos de parafina convencionais
(blocos doadores) em um novo bloco (bloco receptor). Com ela, pequenas
amostras representativas de regides especificas (cérnea, processos ciliares,
corbide e retina), de tecidos de diferentes pacientes, podem ser submetidas a
reacdo em uma mesma lamina. Empregou-se painel com seis anticorpos: anti-
Leptospira, anti-MMP1, anti-MMP9 (metaloproteinases 1 e 9), cluster of
differentiation 74 (CD74), anti-Glial Fibrillary Acid Protein (anti-GFAP) e calretinina.

Para as reacdes, apos a fixacdo dos tecidos nas laminas eletricamente
carregadas, realizaram-se 0s passos que se seguem:

» desparafinizagao, utilizando-se xilol em temperatura ambiente, por duas
passagens de 10 minutos; alcool etilico absoluto, por trés passagens de um
minuto, e alcool etilico 80%, por uma vez de um minuto.

* bloqueio da peroxidase enddgena, empregando-se solu¢do composta por
95 ml de metanol e cinco ml de peroxido de hidrogénio, durante 15 minutos,
em temperatura ambiente, protegido da luz. Trés lavagens em tampéo
fosfato-salina (PBS) 0,01 M pH 7,4, por cinco minutos.

* recuperacdo antigénica das laminas, que foram mergulhadas em uma cuba
em banho-maria com recuperador Imuno Retriver (Dako®) a 99° C, por 40
minutos, e resfriamento a temperatura ambiente.

* lavagem das laminas em 4agua destilada e marcagdo com caneta
hidrofébica Dako pen (Dako®), delimitando a area ao redor dos “TMASs”.
Aplicacao, sobre cada lamina, de anticorpo e incubacgao overnigth (12 horas
a quatro graus celsius). Trés lavagens em tampao fosfato-salina (PBS) 0,01
M; pH 7,4, por quinze minutos.

* nova lavagem em tampao, secagem e aplicagdo do kit Envision (Dako®) —
coloragao avidina biotina peroxidase, por 30 minutos.

 lavagem com tampado, secagem e instilagdo do cromogeno tetra-
hidrocloreto de diaminobenzidina — DAB (1:1) até a visibilizagdo da cor

castanha. Lavagem rapida em agua destilada. Para as laminas que
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continham os processos ciliares da iris, a retina e a cordide, revelagdo com
cromogeno vermelho Amino-etil-carbazol — AEC (anti-Leptospira, GFAP,
calretinina, CD74). Aplicagdo de AEC nas laminas por trés minutos,
lavagem em agua destilada. A contracoloracdo foi realizada da mesma
forma para os dois cromégenos, com Hematoxilina de Harris, por cinco
minutos. Posteriormente, lavagem em agua potavel, por cinco minutos.

» laminas preparadas com DAB passaram por desidratagdo com alcool etilico
absoluto, por trés passagens de um minuto cada. Seguiram-se,
diafanizagao, por trés passagens de cinco minutos, e montagem.

* laminas preparadas com AEC permaneceram secando a temperatura

ambiente e foram preparadas com glicerina especial para montagem.

Para leitura das laminas, empregou-se microscopio 6ptico' com ocular de 10X
e objetiva de 40X. O anticorpo anti-Leptospira marca proteinas da bactéria, sendo
realizada a pesquisa da Leptospira sp. nas laminas e a positividade dependente
da sua presenca. Os anticorpos anti-MMP1 e anti-MMP9 sdo anticorpos de
secrecdo, portanto ha impregnacado de areas do tecido com a coloragdo. Para
eles, foram observadas as cérneas dos olhos direito e esquerdo de cada animal.
Observaram-se 3 campos nao sobrepostos de cada segmento tecidual.
Empregou-se programa de computador I/mage Pro Plus conectado a um
microscopio optico’ com camera’. O programa possibilitou a medigcdo da area e
densidade da reagdo imunoistoquimica para os anticorpos anti-MMP1 e anti-
MMP9. Foram marcados pontos na imagem para area e densidade. Relativamente
ao calculo da area total de impregnagao da coloragéo na lamina, os valores dos
pontos foram somados. Para a densidade, calculou-se o valor médio dos pontos.
A GFAP € um anticorpo celular o qual identifica areas de gliose, ou seja, areas
onde houve lesbes ou inflamacgédo. Para este anticorpo, identificaram-se nas
ldaminas com fragmento de cordide e de retina, positividade (presenca de células
marcadas) e negatividade (sem marcagéo). O anticorpo CD74, ou complexo de

histocompatibilidade principal (MHC), é uma proteina de membrana que identifica
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linfécitos T. A calretinina é uma proteina vinculada ao calcio, vitamina D
dependente, que marca células com lesdo ou inflamacdo. O CD74 (processos
ciliares) e a calretinina (cordide e retina) também representam anticorpos celulares

e para analise foi realizada contagem de células marcadas, por campo.
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3.5 Analise estatistica
Empregou-se o teste exato de Fisher, para as variaveis: vasos e infiltrado

neutrofilico na cornea, congestdo conjuntival, congestdo dos processos ciliares,
congestdo da cordide e para os anticorpos GFAP e CD74 comparados com
equinos soropositivos ou soronegativos. Para os demais parametros, tais como,
espessura da coérnea a histopatologia, proteinas do soro e os anticorpos anti-
Leptospira, anti-MMP1, anti-MMP9 e calretinina de equinos soropositivos ou
soronegativos, empregou-se o teste T Student. A existéncia de relagdo positiva
entre duas variaveis configurava-se quando o valor do p estatitico era menor ou

igual a 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Clinicos

Ao exame clinico, observou-se heterocromia bilateral de iris no equino de
numero 4, edema de coérnea periférico em canto nasal do olho esquerdo no equino
de numero 12 e ulcera de cérnea na regido ventral do olho esquerdo no niumero

20. Nao foram evidenciadas alteracdes oculares nos demais animais.

4.2 Laboratoriais

4.2.1 Prova de aglutinagdo microscopica
Encontraram-se 14 animais positivos, seis animais com titulacao 40 e nove

animais negativos nas amostras de soro. Identificou-se, um animal positivo na
amostras de humor aquoso e de vitreo e outro na de vitreo. Foram encontrados os
sorovares icterohaemorrhagiae, autumalis, patoc, shermoni e habdomadis
(Quadro 1). O sorovar icterohaemorrhagiae foi o mais observado e representou

34,5% do total de equinos soropositivos.
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Quadro 1. Resultados da aglutinagdo microscépica. Sorovares da Leptospira
interrogans em equinos, oriundos de abatedouro, positivos, com
titulagdo 40, negativos, um equino positivo no humor aquoso e corpo
vitreo e outro no vitreo. Jaboticabal - SP, 2009.

Animal Sorovar Titulagdo no | Titulagdo Titulagdo no

Leptospira interrogans soro no humor vitreo
aquoso

1 [ 0 0 0

2 |- 0 0 0

3 Icterohaemorrhagiae 160 80 160

4 |- 0 0 0

5 |- 0 0 0

6 Icterohaemorrhagiae 40 0 0

7 |- 0 0 0

8 Autumalis 320 0 0

9 Icterohaemorrhagiae 40 0 0

10 Icterohaemorrhagiae 40 0 0

11 Icterohaemorrhagiae 40 0 0

12 Icterohaemorrhagiae e 40/40 0 80/0
Castellonis

13 Icterohaemorrhagiae 640 0 0

14 Autumalis 80 0 0

15 Icterohaemorrhagiae 320 0 0

16 |- 0 0 0

17 Icterohaemorrhagiae 40 0 0

18 Icterohaemorrhagiae e 80/160 0 0
Patoc

19 Icterohaemorrhagiae 80 0 0

20 | - 0 0 0

21 Icterohaemorrhagiae e 80/160 0 0
Patoc

22 Icterohaemorrhagiae e 80/80 0 0
Autumalis

23 Icterohaemorrhagiae e 80/80 0 0
Patoc

24 Icterohaemorrhagiae e 80/80 0 0
Australis

25 Icterohaemorrhagiae 80 0 0

26 | - 0 0 0

27 Hebdomadis 160 0 0

28 | - 0 0 0

29 Shermoni 80 0 0
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4.2.2 Proteinograma e eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS)

Os resultados da proteina total, por refratometria, nas amostras de soro
mostraram variagéo de seis a 10,6 g/dl. As amostras de humor aquoso e de corpo
vitreo mostraram variagdo de 11,3 a 91,2 mg/dl e 14,0 a 79,2mg/dl,
respectivamente. Nao se identificou correlagdo com os animais positivos ou
negativos para leptospirose.

Foram identificadas, a eletroforese do soro, as proteinas: imunoglobulina A;
ceruloplasmina; transferrina; hemopexina; albumina; anti-tripsina; imunoglobulina
G de cadeia pesada; haptoglobina; glicoproteina acida; imunoglobulina G de
cadeia leve e proteina de 25kda. Dentre todas, a unica proteina que mostrou
resultado estatisticamente significativo foi a ceruplasmina (p=0,05). Comparando-
se concentracdes da proteina com animais soropositivos ou soronegativos, as
maiores concentracdes foram identificados nos animais soropositivos para
leptospirose (Figura 1).

No humor aquoso e no vitreo foram identificadas cinco proteinas, quais
sejam: transferrina, albumina, imunoglobulina G de cadeia pesada, anidrase
carbdOnica e imunoglobulina G de cadeia leve. Nenhuma das proteinas em questéo
apresentaram resultado significativo quando comparadas aos animais

soronegativos ou soropositivos.
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Figura 1. Representagdo das meédias, £ o erro padrdo, da concentracdo de
ceruloplasmina (g/dl) no soro de equinos adultos, soronegativos ou
soropositivos para leptospirose (* T Student, p=0,05). Jaboticabal —
SP, 2009.

4.2.3 Histopatologia e imunoistoquimica

Dos 58 olhos, 34 (24 animais) apresentaram alteracdes. Destes, 12 foram
positivos para leptospirose com titulacdo acima de 80, seis exibiram titulagéo 40 e
seis foram negativos. Um animal com alteragdes histopatolégicas apresentou
titulacdo, no soro, de 160, no humor aquoso, de 80 e, no corpo vitreo, de 160.
Outro animal, também com alterac¢des, exibiu titulagcdo 80 no corpo vitreo e 40 no
soro. Observaram-se cinco animais sem alteracbes. Destes cinco, dois

mostraram-se positivos, com titulagdo acima de 80 e, trés negativos (Quadro 2).
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Quadro 2. Resultados quanto a histopatologia dos olhos direito e esquerdo de

adultos, oriundos de abatedouro,

equinos

soronegativos para leptospirose. Jaboticabal-SP, 2009.

soropositivos ou

Animal Sorologia Alteracéoes histopatologicas Alteragées histopatolégicas
(Titulagao) olho direito olho esquerdo
1 Negativo (0) [ -—-- Vasos e infiltrado neutrofilico na
cornea
2 Negativo (0) [ -—-- Infiltrado neutrofilico na cérnea
3 Positivo no soro, Infiltrado neutrofilico na cérnea Conjuntiva e processos ciliares
humor aquoso e congestos
vitreo (160/80/160)
4 Negativo (0) Cordide congesta Cordide e processos ciliares
congestos
5 Negativo(0) |-~ | -
6 Negativo (40) Infiltrado neutrofilico intensoem | --—---
conjuntiva bulbar
7 Negatvo(0) |- ] e
8 Positivo (320) Conjuntiva congesta | ——--
9 Negativo (40) Vasos e infiltrado neutrofilico na | Vasos e infiltrado neutrofilico na
coérnea cérnea e processos ciliares
congesto
10 Negativo (40) Cordide e processos ciliares | -——--
congestos
11 Negativo (40) Cordide congesta Coréide congesta
12 Negativo no soro Processos ciliares congestos Processos ciliares congestos
(40)
Positivo no humor
aquoso (80)
13 Positivo (640) Conjuntiva e processos ciliares Conjuntiva congesta
congestos
14 Positivo (80) Conjuntiva e processos ciliares Coro6ide congesta
congestos
15 Positivo (320) | - Conjuntiva congesta
16 Negativo (0) Processos ciliares congestos | --—---
17 Negativo (40) Conjuntivacongesta | -—-
18 Positivo (80) Vasos e infiltrado neutrofilico na | Vasos e infiltrado neutrofilico na
cornea cornea
19 Positivo (80) | - Epitélio da cérnea espesso
20 Negativo (0) | ——- Coréide congesta
21 Positivo (80) Epitélio da cornea espesso Epitélio da cornea espesso
22 Positivo (80) Processos ciliares congestos | ———-
23 Positivo (80) Processos ciliares congestos Processos ciliares congestos
24 Positivo (80) | - Processos ciliares congestos
25 Positivo (80) [ - | e
26 Negativo (0) Conjuntiva congesta | -——-
27 Positivo (160) Processos ciliares congestos | -
28 Negativo(0) | -~— |
29 Positvo(80) | - | -
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Relativamente aos achados histopatologicos, 14,28% dos animais
soropositivos e 20% dos soronegativos apresentaram vasos e infiltrado neutrofilico
na cérnea (p>0,05) (Figuras 2 e 3); 35,71% dos soropositivos e 13,33% dos
soronegativos apresentaram congestdo conjuntival (p>0,05) (Figura 4); 14,28%
dos animais soropositivos e 20% dos soronegativos apresentaram congestdo da
coréide (p>0,05); 50% dos soropositivos e 28,6% dos soronegativos mostraram
congestao dos processos ciliares (p=0,048) (Figura 5). Sendo que, destes 28,6%
de animais soronegativos com congestdo dos processos ciliares, um animal
apresentou-se positivo no corpo vitreo (titulagdo 80). A andlise estatistica, a
espessura total da cérnea, valendo-se do programa Image Pro Plus, foi
significativamente maior nos animais soropositivos (p=0,0347) (Figura 6). Ja, a

espessura do epitélio conjuntival ndo apresentou resultado significativo (p>0,05).



Figura 2. Fotomicrografia de segmento de cérnea esquerda
de equino adulto, soronegativo para leptospirose.
Notar vaso sanguineo no estroma (circulo). HE
40x. Jaboticabal-SP, 2009.

@

Figura 3. Fotomicrografia de segmento de cérnea direita de
equino adulto, soropositivo para leptospirose.
Notar vaso sanguineo (circulo vermelho) e

neutréfilos no estroma (circulo azul). HE 40x.
Jaboticabal-SP, 2009.
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Figura 4. Fotomicrografia de segmento da conjuntiva bulbar
esquerda de equino adulto, soropositivo para
leptospirose. Notar congestdo vascular. Vaso
congesto em corte transversal (seta vermelha) e
em corte longitudinal (seta amarela). HE 10x.
Jaboticabal-SP, 2009.

/

Figura 5. Fotomicrografia de segmento de processos
ciliares do olho direito de equino adulto,
soropositivo para leptospirose. Notar congestéo
vascular. Vasos em corte longitudinal (seta). HE
20x. Jaboticabal-SP, 2009.
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Figura 6. Representacdo das médias, + o erro padrao, da espessura da cornea
(um) de equinos adultos, soronegativos ou soropositivos para
leptospirose. Valores obtidos em microscépio 6ptico - programa Image
pro plus (* T Student, p=0,0347). Jaboticabal-SP, 2009.

Na imunoistoquimica, empregando-se o anticorpo anti-Leptospira nos
segmentos de cdrnea, processos ciliares, cordide e retina pode-se observar
impregnacao da coloragédo vermelha (AEC) na bactéria (Figuras 7 e 8). Ao exame
microscopico da reacao imunoistoquimica dos segmentos de cérnea (positividade
observada no epitélio corneal), observou-se que o0s animais soropositivos e
positivos a imunoistoquimica para Leptospira sp. representaram 13,8% do total,
17,4% mostraram-se negativos no soro e positivos ao exame imunoistoquimico
(animais de numero 1, 2, 4, 7 e 11), 34,4% dos equinos apresentaram-se positivos
no soro e negativos ao exame e 34,4% foram negativos no soro e na
imunoistoquimica. Quanto a analise dos segmentos de processos ciliares, 10,34%
dos animais soropositivos foram igualmente positivos a imunoistoquimica para
Leptospira sp., 10,34% mostraram-se negativos no soro e positivos ao exame

imunoistoquimico (animais de numero 2, 7 e 17), 38% dos equinos apresentaram-
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se positivos no soro e negativos ao exame e 41,32% foram negativos no soro e na
imunoistoquimica. LAminas com segmento de coroide e retina mostraram-se 100%
negativas nos equinos soropositivos e soronegativos para leptospirose (Quadros 3
e 4).

Quadro 3. Numero de cavalos positivos para Leptospira sp. a imunoistoquimica
nos segmentos de coérnea, processos ciliares, cordide e retina
comparativamente aos cavalos soropositivos ou soronegativos para
leptospirose (aglutinagdo microscopica para Leptospira interrogans).
Jaboticabal-SP, 2009.

Aglutinacao Imunoistoquimica para Leptospira sp.

microscopica para N° de animais| N° de animais| N° de animais

Leptospira interrogans positivos no| positivos no| positivos no
segmento de| segmento de| segmento de cordide
cornea processos ciliares e retina

Positivos 4 3 0

Negativos 5 3 0

Quadro 4. Numero de cavalos negativos para Leptospira sp. a imunoistoquimica
nos segmentos de coérnea, processos ciliares, cordide e retina
comparativamente aos cavalos soropositivos ou soronegativos para
leptospirose (aglutinagdo microscoépica para Leptospira interrogans).
Jaboticabal-SP, 2009.

Aglutinagao Imunoistoquimica para Leptospira sp.

microscopica para N° de animais| N° de animais| N° de animais

Leptospira interrogans negativos no| negativos no| negativos no
segmento de| segmento de| segmento de cordide
cérnea processos ciliares e retina

Positivos 10 11 14

Negativos 10 12 15
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Figura 7. Fotomicrografia de segmento de epitélio da
cérnea do olho direito de equino adulto,
soronegativo para leptospirose. Notar reacéo
imunoistoquimica, de coloracdo vermelha, a

presenca da Leptospira sp. (seta vermelha).
AEC 40x. Jaboticabal-SP, 2009.

N\

-

Figura 8. Fotomicrografia de segmento de processos
ciliares do olho direito de equino adulto,
soropositivo para leptospirose. Notar reacéo
imunoistoquimica, de coloracdo vermelha, a

presenca da Leptospira sp. (setas vermelhas).
AEC 40x. Jaboticabal-SP, 2009.
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A imunoistoquimica, empregando-se os anticorpos anti-MMP1 e anti-MMP9,
observou-se impregnagdo da coloragdo marrom (DAB) (Figuras 9 e 10). O
anticorpo anti-MMP1 mostrou resultado significativo (p=0,008) entre a area da
reacao imunoistoquimica e os animais soronegativos (Figura 11). O anticorpo anti-
MMP1 também mostrou resultado significativo (p=0,0074) entre a area da reacao
imunoistoquimica e os animais negativos no corpo vitreo (Figura 12). O anticorpo
MMP9 n&o mostrou resultados estatisticos significativos em qualquer dos
parametros analisados. Para o parametro densidade dos dois anticorpos, também
ndo se observou resultado significativo comparativamente com individuos
soropositivos ou soronegativos para leptospirose (p>0,05).

Quando os resultados da area e densidade destes anticorpos (anti-MMP1 e
anti-MMP9) foram comparados aos resultados da imunoistoquimica para
Leptospira sp., nos segmentos de cérnea, observou-se que 0s equinos positivos
para leptospirose na cérnea apresentaram maior area de reacéo imunoistoquimica
ao anticorpo anti-MMP9 (p=0,0013) (Figura 13). A area de reagdo do anticorpo
anti-MMP1 n&o mostrou resultado estatistico significativo para as laminas de
segmento de coOrnea positivas ou negativas para leptospirose (p>0,05). Para o
parametro densidade dos dois anticorpos, nao se observou resultado significativo
comparativamente com laminas de segmento de cdérnea positivas ou negativas

para leptospirose (p>0,05).



Figura 9. Fotomicrografia de segmento de cérnea esquerda

Figura

de equino adulto soronegativo para leptospirose.
Notar reagdo imunoistoquimica, de coloragao

castanha, ao anticorpo anti-MMP1 (seta). DAB
40x. Jaboticabal-SP, 2009.

10. Fotomicrografia de segmento de cdrnea
esquerda de equino adulto, soronegativo para
leptospirose. Notar reacdo imunoistoquimica,
de coloragcdo castanha, ao anticorpo anti-
MMP9 (seta). DAB 20x. Jaboticabal-SP, 2009.
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Figura 11. Histograma ilustrando a representacado das médias, * o erro padrao,
area (um) de reatividade a imunoistoquimica do anticorpo anti-

MMP1 na cornea

de equinos adultos, soropositivos

ou

soronegativos para leptospirose. Valores obtidos em microscopio
optico - programa Image pro plus (* T Student, p=0,008).

Jaboticabal-SP, 2009.
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Figura 12. Histograma ilustrando a representacéo das médias, + o erro padréo,
area (um) de reatividade a imunoistoquimica do anticorpo anti-
MMP1 na cornea de equinos adultos, negativos ou positivos para
leptospirose no corpo vitreo. Valores obtidos em microscopio 6ptico
- programa Image pro plus (* T Student, p=0,0074). Jaboticabal-SP,
2009.
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Imunoistoquimica para leptospirose

Figura 13. Histograma ilustrando a representacao das médias, £ o erro padréo,
area (um) de reatividade a imunoistoquimica do anticorpo anti-MMP9
na cornea de equinos adultos comparada as laminas de segmentos
de coOrnea negativas ou positivas para Leptospira sp., a
imunoistoquimica. (* T Student, p=0,0013). Jaboticabal-SP, 2009.

Laminas reativas ao anticorpo CD74, nos processos ciliares, mostraram
células coradas em vermelho (AEC) (Figura 14). A positividade para o anticorpo,
todavia, ndo mostrou resultado estatisticamente significativo relativamente aos

animais soropositivos ou soronegativos para leptospirose.
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Figura 14. Fotomicrografia de segmento de processos
ciliares do olho direito de equino adulto,
soropositivo para leptospirose. Notar reacgéo
imunoistoquimica, de coloragdo vermelha, ao
anticorpo CD74, ao redor do linfécito (circulo
vermelho). AEC 40x. Jaboticabal-SP, 2009.

Laminas reativas aos anticorpos GFAP e a calretinina, nos segmentos de
corbide e retina, mostraram células coradas em vermelho (AEC) (Figuras 15 e 16).
As laminas positivas para o GFAP e a contagem de células reativas a calretinina,
porém, nao exibiram resultados estatisticamente significativos, quando os
parametros foram comparados com os dos animais soropositivos ou soronegativos

para leptospirose.
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Figura 15. Fotomicrografia de segmento da coroide e retina
do olho direito de equino adulto, soropositivo
para leptospirose. Notar reacao
imunoistoquimica, de coloragdo vermelha, ao
anticorpo GFAP, ao redor da célula (circulo
vermelho). AEC 40x. Jaboticabal-SP, 2009.

O

Figura 16. Fotomicrografia de segmento da coroide e retina
do olho direito de equino adulto, soropositivo
para leptospirose. Notar reagao
imunoistoquimica, de coloragdo vermelha, ao
anticorpo calretinina, ao redor da célula (circulo
vermelho). AEC 40x. Jaboticabal-SP, 2009.



52

5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A uveite em equinos € uma doenca complexa, de distribuicdo e impacto
mundiais, sendo a leptospirose relacionada como causa principal da uveite
recorrente dos equinos (URE), particularmente a Leptospira interrogans, sorovar
pomona (MATTHEWS et al., 1987; DWYER et al., 1995; ROMEIKE et al., 1998;
LUCCHESI & PARMA, 1999; FABER et al., 2000; WOLLANKE et al., 2001;
VERMA et al., 2005). Pesquisas demonstraram a presenca de anticorpo anti-
Leptospira ou da propria bactéria em fluidos oculares (FABER et al., 2000).

No presente estudo, encontraram-se 14 animais soropositivos para
leptospirose. O sorovar encontrado em maior numero, ao contrario do que relata a
literatura, foi o icterohaemorrhagiae (34,5%), de grande importancia em saude
publica no Brasil, pois, além da elevada patogenicidade, tem como hospedeiro
preferencial o rato de esgoto (Rattus norvegicus), diferentemente do sorovar
pomona, cujo tropismo € pela espécie suina (WOLLANKE et al., 2001).

Observou-se um equino soronegativo, mas positivo para leptospirose no
corpo vitreo. FABER et al. (2000) compararam titulos de anticorpos no soro e no
humor aquoso e concluiram que niveis elevados nos fluidos oculares sugerem
intensa producdo de anticorpos locais, 0 que suporta o diagnodstico de uveite
associada a leptospirose e demonstra que o olho € um sitio de “privilégio
imunolégico”, pois ha produgdo local de anticorpos, independente da reacao
sistémica. Esses autores observaram, ainda, dois cavalos positivos para
leptospirose no humor aquoso e negativos no soro. Pelos resultados, os autores
admitiram duas hipoteses: que seria necessario aumentar o numero de sorovares
para a aglutinacdo microscopica (utilizaram-se 5 sorovares), ou, que alguns

equinos nao apresentaram uma resposta imunogénica sistémica para a Leptospira,
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apenas a resposta local ocular, o que confirma o tropismo da Leptospira pelos
tecidos oculares.

Na pesquisa presente, utilizou-se um painel de sorovares para o teste de
aglutinacdo microscopica bastante amplo, foram, ao todo, 26 sorovares, o que
diminui a probabilidade de se identificarem individuos falsos negativos. A reagao
imune ocular pode, portanto, ter decorrido de afeccdo oOrgao-especifica, que
persiste mesmo ap6s queda dos niveis de anticorpos séricos. Tal constatacéo
demonstra haver relagao antigénica da bactéria com o tecido ocular (PARMA et al.,
1997; LUCCHESI & PARMA, 1999; VERMA et al., 2005; PEARCE et al., 2007).

Nos resultados da eletroforese das proteinas do soro, a concentragao de
ceruloplasmina apresentou-se elevada no soro de equinos soropositivos para
leptospirose. A ceruloplasmina &€ uma glicoproteina produzida pelo figado,
responsavel pelo transporte de 80 a 95% do cobre plasmatico. Trata-se de uma
proteina positiva de fase aguda, ndo encontrada rotineiramente (BRADFORD,
1976; LEHNINGER, 1988; FERNANDES, et al., 2002).

A resposta de fase aguda é uma reacédo inespecifica frente a disturbios da
homeostase decorrentes de infecgdo, inflamagéao, leséo tecidual, neoplasias ou
desordens do sistema imune. Proteinas de fase aguda se ligam a hemoglobina,
radicais livres, ninhos celulares e a bactérias, promovendo a ativacdo do
complemento. Outrossim, elas tém papel relevante na distribuicdo do colesterol.
Adjunto, admite-se que estdo relacionadas a producdo de imunoglobulinas
(FERNANDES, et al., 2002; KOGIKA, et al., 2003).

Proteinas de fase aguda sdo consideradas indicadoras fiéis da resposta
sistémica frente a condigbes inflamatérias e infecciosas, comparativamente a
outros sinais, tais como febre, aumento da taxa de hemossedimentagdo e
leucocitose associada a neutrofilia (GRUYS et al.,1994; FERNANDES, et al.,
2002; KOGIKA, et al., 2003). Assim, pacientes positivos para leptospirose podem,
mesmo sem sinais clinicos evidentes, apresentar niveis elevados de
ceruplasmina, como indicativo de inflamagéo subclinica, a exemplo do que fora

encontrado neste estudo.
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A leptospirose € uma doenga de ocorréncia mundial, que acomete animais
selvagens, domeésticos e o ser humano. Equinos infectados apresentam
desordens clinicas, entre as quais, a uveite recorrente (URE). Sinais clinicos da
uveite aguda incluem blefarospasmo, epifora, fotofobia, miose, edema de cornea
e vascularizacdo, flare do aquoso e hipopio. Entretanto, os sinais, né&o
necessariamente, podem cursar juntos, uma vez que ha diferentes formas de
apresentacéo da doenga (PARMA et al., 1997; LUCCHESI et al., 2002).

Com a recrudescéncia da afeccdo, as lesbes tornam-se mais
pronunciadas. A inflamacao crénica pode ensejar perda da transparéncia corneal
sinéquias anterior e posterior, luxacdo da lente, catarata, atrofia da iris e
descolamento da retina (PARMA et al.,, 1997; LUCCHESI et al., 2002). No
presente estudo, pode-se observar que em equinos soropositivos para
leptospirose, mesmo sem sinais clinicos de uveite, identificou-se espessura da
cornea significativamente maior que os soronegativos (p=0,0347) e 50% dos
equinos soropositivos apresentaram congestdo dos processos ciliares. Tais
achados, discutidos na literatura, apontam para uma identidade antigénica entre
a bactéria e os tecidos oculares, notadamente a cornea. Com eles, reforcam-se
as hipéteses de que a uveite recorrente dos equinos é uma doenga auto-imune
orgao-especifica (PARMA et al., 1997; LUCCHESI et al., 2002).

Outra intercorréncia observada no estudo, que pode justificar a ocorréncia
de doenca 6rgao-especifica, relaciona-se a positividade, no corpo vitreo, em um
animal soronegativo para leptospirose. Por tal constatacéo, ha como admitir que
a presenca da bactéria na circulacdo desencadeia quebra da barreira hemato-
ocular, com intercorréncias na iris (congestdo) e na cérnea (aumento da
espessura da cornea), antes mesmo que sinais clinicos macroscopicos tenham
sido observados.

A imunoistoquimica para Leptospira sp., pode-se notar um maior
quantitativo de animais positivos na cérnea (nove individuos), comparativamente
aos processos ciliares (seis individuos) e a cordide e retina (zero). Observou-se,

também, que alguns animais soronegativos mostraram-se, a imunoistoquimica
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positivos na cérnea e nos processos ciliares. Consideram-se, a partir das
constatacdes, duas possibilidades que justificariam os achados: a confirmacgao de
que se trata de uma doenca 6rgao-especifica ou, apesar do teste de aglutinagédo
microscopica, confidvel para o diagnéstico da leptospirose ter sido realizado com
um painel amplo de 26 sorovares, exame mais especifico, como reacao de
polimerizacdo em cadeia (PCR) para detecgdo do DNA da Leptospira seria
necessario para se descartarem falsos negativos no soro (LIN et al., 2000).

A uveite pode suscitar alteragdes corneais, envolvendo a acgéo integrada de
varias proteinases, fatores de crescimento e citocinas produzidas por células
epiteliais, ceratocitos estromais, células inflamatérias e pelas glandulas lacrimais.
Metaloproteinases sdo um importante componente do metabolismo de cérneas
normais ou comprometidas. A expressdao das metaloproteinases (MMPs) é
regulada ou ativada em resposta a citocinas ou a fatores de crescimento. A
atividade das metaloproteinases € regulada pelo controle da transcricdo e da
ativacdo da pro-enzima (pro-MMP) e pela inibicdo da atividade enzimatica por
inibidores da metaloproteinases teciduais (TIMPs), resultando em homeostase da
cornea (BROOKS & OLLIVIER, 2004; OLLIVIER et al., 2007).

A Metalproteinase 1 (MMP1) é uma colagenase intersticial e a
Metaloproteinase 9 (MMP9) é uma gelatinase B (BROOKS & OLLIVIER, 2004;
OLLIVIER et al., 2007).

Neste estudo, com o anticorpo anti-MMP1, encontrou-se resultado
significativo  (p=0,008) entre a area da reagcdo imunoistoquimica,
comparativamente aos animais soronegativos. Outrossim, o anticorpo anti-MMP1
mostrou resultado significativo (p=0,0074) entre a area da reacgdo
imunoistoquimica, comparativamente aos animais negativos no corpo vitreo. Tais
resultados evidenciam menor area de reacdo nas cérneas dos animais
soropositivos. Tratavam-se dos individuos que apresentavam as corneas alteradas
(aumento da espessura e positividade para Leptospira sp.). Assim, mecanismos
inibitorios das metaloproteinases teciduais (TIMPs) presentes na cornea podem ter

sido ativados, visando a impedir a degradacado do tecido corneal, razao pela qual
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encontrou-se menor area de reacdo das MMP1, nos individuos soropositivos.
Tratam-se de resultados que corroboram com os da literatura, pois, em casos de
inflamacao corneal, inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs) impedem a
destruicao tecidual (BROOKS & OLLIVIER, 2004; OLLIVIER et al., 2007). Nao se
descarta a hipotese da existéncia de alguns resultados falsos negativos, a
despeito da confiabilidade do teste empregado.

Com o anticorpo anti-MMP9, ndo se encontraram resultados estatisticos
significativos, quando a area e a densidade da reacao imunoistoquimica foram
comparadas aos animais soropositivos ou soronegativos. Quando a area de
reacao imunoistoquimica do anti-MMP9 foi comparada com os individuos positivos
a imunoistoquimica, utilizando o anticorpo anti-Leptospira, todavia, observou-se
resultado significativo (p=0,0013).

A MMP9 ¢ sintetizada em maior quantidade nas fases iniciais da leséo
corneal superficial (BROOKS & OLLIVIER, 2004). No presente estudo,
observaram-se que os individuos ndo apresentaram lesdes oftalmicas relevantes e
a positividade para leptospirose, a imunoistoquimica, foi observada no epitélio da
cérnea. Por esta razao, individuos soropositivos podem ter exibido maior area de
reacao ao anticorpo anti-MMP9, como um sinal de inicio da alteragdo ocular, que
fora causada pela presenca da Leptospira sp.

Nos casos de uveite recorrente, a resposta imune é primeiramente dirigida
contra o agente infeccioso. Posteriormente, tem-se a participacdo do sistema
imune, que atua sobre epitopos remanescentes presentes nos tecidos alvo, como
o tecido ocular. Muitos autores relatam o envolvimento da cordide e retina na
patogénese da URE (PARMA et al., 1997; GILGER et al.,, 1999; DEEG et al.,
2002; DEEG et al., 2006; DEEG, 2008). DEEG (2008) relatou que a enfermidade
decorre da auto-agresséo por células T a proteinas da retina. Contrariamente a
afirmativa, verificou-se, no presente estudo, que a retina e cordide n&do exibiram
alteracdes relevantes em animais soropositivos, a histopatologia e a
imunoistoquimica, para os anticorpos: calretinina, anti-GFAP e anti-Leptospira. A

cdérnea mostrou-se mais reativa, quanto aos soropositivos para leptospirose, a
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histopatologia e a imunistoquimica (anti-MMP9, anti-Leptospira),
comparativamente a outros tecidos oculares.

Portanto, Admitindo-se como confiaveis as condicbées em que a pesquisa
fora conduzida e as injun¢des do meio onde ela fora realizada, permite-se concluir
que, alteragdes oftalmicas em equinos, principalmente na cornea, se manifestam
ja@ nos estagios iniciais da infeccdo por Leptospira sp., ainda que
macroscopicamente nao sejam perceptiveis. Além do exame sorologico para
deteccao da leptospirose e quando este resultar negativo, existe a possibilidade
de deteccao da bactéria por meio de analise dos fluidos oculares ou biopsia e

analise de fragmento de cérnea.
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