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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo principal avaliar a atividade de macrofagos e
producdo de anticorpos frente a infeccdo experimental pela Leptospira pomona em
camundongos sel ecionados geneticamente para boa (H) ou ma (L) resposta imune humoral.
Para avaliar a atividade macrofagica foram utilizados ensaios para determinacdo de
produtos intermediarios do oxigénio e nitrogénio. Também foram investigados a producéo
de fator de necrose tumoral (TNF-a), anticorpos especificos, recuperacdo da leptospira nos
rins e figado, lesdes histol 6gicas através da técnica de hematoxilina-eosina e determinacéo
de antigenos leptospiricos nos tecidos através da técnica de imunoistoquimica. Os
resultados mostram que a linhagem L yv.a apresentou menor recuperacdo do microrganismo
nos compartimentos analisados. Entretanto, alinhagem Hyy., a partir do 14° dia de infeccéo
apresentou total contencdo , embora a Ly.a ainda tenha recuperado bactérias no figado no
21° dia. A resposta imune contra o sorovar pomona nessas linhagens se caracterizou com
producdo elevada de anticorpos principalmente em periodos mais tardios do processo
infeccioso. A producdo de intermedid&rios reativos do oxigénio e nitrogénio também
auxiliou na eliminacdo da L. pomona nas duas linhagens, sendo a producéo de H,0,
importante fator nas linhagens Hyy.a € NO nas linhagens Ly.a, principa mente nos periodos
mai s tardios pds-inoculacdo, 0 mesmo ocorrendo em relacdo ao TNF-o.. Lesdes renais mais
intensas ocorreram em periodos em que houve maior numero de leptospiras isoladas em
meio de cultivo. Entretanto, na linhagem L;v.a houve persisténcia de alteracGes teciduais
mesmo em periodos em que ndo houve recuperacdo de leptospiras. A técnica de
imunoi stoquimica apresentou-se um pouco mais sensivel em relacéo ao cultivo na deteccéo
das leptospiras. Entretanto, ambas foram bons parametros de identificacéo do agente nessas
linhagens. Os resultados sugerem que essas linhagens podem representar modelo
importante para investigacdo da patogenia e resposta imune de animais contra os variados
sorovares da leptospira.

Palavras-chave: Aspectos imunologicos, Camundongos Biozzi; Infeccdo experimental;
L eptospira sorovar pomona; Macréfagos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the role of the macrophage activity and
antibody production on experimental infection of Leptospira pomona in mice, selected
genetically for high (H) or low (L) humora immune response. To evaluate the macrophage
activity, assays were used to determine oxygen and nitrogen intermediate reactives. Also
was investigated the production of tumor necrosis factor (TNF-a..), specific antibodies,
recovery of leptospires in the kidneys and liver, histological lesions by hematoxilin-eosin
technique and determination of leptospires antigens in tissues by immunohistochemistry.
The results showed a smaller recovery of microorganism from the analyzed compartments
to the L., lineage. However, the Hy., lineage showed total contention from the 14™ day
post-infection, athough L., had still bacteria in the liver at 21" day post-infection. The
immune response against pomona serovar in those lineages, was characterized as high
production of antibodies, mainly in later periods of infectious process. The production of
oxygen and nitrogen intermediate reactives, also contributed to L. pomona elimination for
two lineages, being the H,O, production an important factor in the H,y. lineage and NO in
the L,v.» lineage, mainly at the latest post-inoculation periods, the same occurring in
relation to TNF-a. Intense rena lesions occurred at periods that were larger number of
isolated leptospires by culture technique. Meantime, it had persistence of tissue aterations
in the L. lineage, even a no leptospires recovery periods. The imunohistochemistry
technique showed more sensitive in relation to the cultivation technique. However, both
were good techniques to agent identification on those lineages. The results suggest those
lineages could represent an important model to investigation of animal pathogenesis and
immune response against the varied serovares of |leptospires.

Index terms. Immunological aspects, Biozzi mice; Experimental infection; Leptospira

serovar pomona; Macrophages.



Para escrever so existem duas regras. Ter algo

a dizer e a coragem de dizé-lo.

Oscar Wilde

| ntroducao



1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de ampla distribuicdo geogréfica, que acomete animais e 0
homem, causada por espiroquetas do género Leptospira. A doenca foi descrita pela primeira vez
em 1880 no Cairo por Larrey, contudo foi Weil em 1886 que descreveu minuciosamente a
doenca, sendo denominada posteriormente de “Doenca de Weil”.

A partir de 1950 se intensificaram os trabalhos sobre esta importante zoonose, como
trabalhos de Santa Rosa principal mente em medicina veterinéria.

O Género Leptospira compreendem atualmente treze espécies representadas pela
Leptospira interrogans, L. inadai, L borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L.
parva, L. weilii, L. fainel, L. alexanderi, L. meyeri, L. wolbachii e L. biflexa. Contudo ainda néo
foram total mente reconhecidas pel os subcomités de classificagdo taxonémica para Leptospira®>*.

Através de suas caracteristicas aglutinogénicas ja foram identificados mais de 200
sorovares distribuidos em 11 espécies e 23 sorogrupos’. Padrées biomoleculares relacionados a
testes de DNA, RNA ribossdmico e a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) tém confirmado a
diversidade gendmica dos sorogrupos’’.

As leptospiras sdo microrganismos helicoidais, aerdbios obrigatorios, flexiveis e méveis,
medindo usualmente de 6-20um de comprimento e cerca de 1lum de didmetro e visiveis em
microscopia optica quando coradas, como também em microscopio de campo escuro ou de
contraste de fase. Utilizam acidos graxos, vitaminas B1 e B12 e dcoois como fonte de energia.
As bactérias crescem bem em condigdes 6timas de pH entre 7,2 a 7,6, temperaturas entre 28 a
30°, com crescimento médio em sete dias, embora ndo seja indicado descarte do material com

menos de oito semanas®.



A sobrevivéncia das leptospiras depende de condigcdes de temperatura, umidade e pH.
Estes agentes sdo sensivels a desinfetantes comuns, permanecem apenas por 30 minutos em solo
seco. Entretanto, podem permanecer 180 dias em solo Umido, sobrevivem em agua estagnada por
longos periodos de tempo, sendo esta, fonte constante de transmissao®.

Os principais reservatorios sdo roedores, que podem eliminar e disseminar 0 agente por
vérios anos. Outros reservatorios importantes incluem caninos, bovinos, caprinos, ovinos, suinos
eanimais silvestres’.

A transmisséo pode ocorrer de forma direta através do sangue, urina, tecidos e 6rgaos de
animais infectados, ou por via indireta, através do contato com solo, aimentos e &gua
contaminados com a urina dos animais portadores, constituindo a principal fonte de
contaminagao®. A penetracdo do agente ocorre na pele lesada ou integra. Apés um perfodo de
incubacdo que varia entre quatro a dez dias, 0 agente é encontrado no sangue. Nesse periodo
denominado leptospiremia, ocorre febre, depressdo, dores articulares e posteriormente ictericia,
hemoglobindria e falha renal®.

A leptospirose € importante causa de abortos, natimortos e fahas reprodutivas
principalmente em bovinos e suinos, sendo que 0 aumento da prevaléncia em seres humanos
resulta de sua proximidade com animais infectados ou fontes de infeccdo’. A letalidade da
leptospirose varia de acordo com a regido geogréfica, sorovar predominante, presenca
concomitante de outras enfermidades, estado imunolégico do hospedeiro e quantidade de
leptospiras circulantes'®, sendo o diagnéstico baseado na investigacdo clinica, epidemiolégica e
provas laboratoriais™ 2.

Santa Rosa et al*®examinaram 808 amostras de soros humanos em sete regides do estado
do Amazonas com o objetivo de avaliar a prevaléncia da leptospirose sendo os titulos acima de

1:100 considerados positivos. Do total de soros examinados, cerca de 135 (16,7%) foram



reagentes, com a seguinte distribuico dos sorotipos: 45 (33,3%) panama, 23 (17%) para
grippotyphosa, 19 (14%) bataviae e 12 (8,8%) wolffi, sendo as amostras restantes constituidas de
outras cepas. Em relagdo a profissdo dos individuos, a maioria era constituida por militares e
individuos do sexo masculino. Tal fato se explica por estes individuos estarem mais expostos a
condi¢cbes ambientais que propiciam a permanéncia do agente. Os jovens entre 15 e 30 anos
foram os mais acometidos, 0 que de acordo com outros autores comprova que a leptospirose é
doenca de adultos jovens. As populacdes das sete regides amazonicas analisadas estdo sujeitas a
infeccBes diversas inclusive leptospirose devido as condigdes sanitérias precarias e presenca de
agua em condicdes propicias (temperatura e estagnacao) para o desenvolvimento do agente.

A leptospirose apresenta certa adaptacdo a hospedeiros, sendo considerada em muitos
casos espécie especifica. Sorovares como pomona sao adaptados a suinos e bovinos, enquanto
hardjo ocorre mais freqlientemente em bovinos. Em cées o principal agente é a L. canicola,
entretanto, ocasi onal mente infecta bovinos, lobos e cervos. Em bovinos as epizootias se difundem
rapidamente caracterizando-se por atataxa de morbidade. Em epizootias de curso lento ataxa de
infeccdo inaparente varia de um rebanho a outro. Em eqlinos, a ocorréncia também esta
relacionada com incidéncia do sorovar predominante bem como adaptabilidade ao hospedeiro.
Nos EUA sdo comuns infecgdes por L. pomona e na Europa pelos sorovares hardjo, pomona e
icterohaemorrhagiae™.

Os mecanismos de patogenicidade, defesa do hospedeiro e imunidade protetora da
Leptospira ainda permanece pouco conhecido, casos de doenca fatal podem alcancar valores de
até 25% e o conhecimento a cerca dos mecanismos de defesa do hospedeiro pode auxiliar no
tratamento mais efetivo e prevencdo da doenca®.

A patogenicidade dos sorotipos da Leptospira estdo relacionados a adaptabilidade do

agente a0 hospedeiro, envolvendo mecanismos intrinsecos que permitem sua penetracéo,



multiplicac&o e permanéncia nos tecidos. Toxinas como a esfigomielinase produzida pelo sorovar
pomona, exibem fatores de patogenicidade que acarretam ateractes histopatol dgicas e estimulam
a presenca de infiltrados inflamatérios®. AlteracBes celulares decorrentes da presenca da
Leptospira em tecidos de eleicdo do agente como rins e figado, podem ser visualizadas através da
prova de Hematoxilina-Eosina. Nos rins, os tubulos distais e proximais podem se apresentar
dilatados em presenca de edema intersticial proeminente, sobretudo na juncdo coértex-medula.
Presenca de nefrite geralmente esta associada a infiltrados inflamatérios que incluem linfécitos,
histiécitos, células plasméticas, células mononucleares e neutréfilos™®.

Soros provenientes de pacientes humanos apresentando falha renal demonstraram
variados graus de supressdo na resposta proliferativa de células mononucleares do sangue
periférico em resposta a variados sorovares'’*.

Os hamsters e as cobaias sd0 0s animais de laboratério mais indicados para o isolamento e
estudos a cerca de infecces por leptospiras™ 2°2+%% Entretanto, outros modelos experimentais
vém sendo investigados quanto ao comportamento dessa enfermidade, entre eles o camundongo.
Estes animais geralmente manifestam sinais clinicos e apresentam |eptospiremia por um periodo
de dois a trés dias pds-infeccdo, e em aguns casos insuficiéncia renal no sétimo dia de
inoculacdo. Entretanto, tais alteracdes so dependentes do sorovar infectante .

Em hamsters as lesdes geralmente se apresentam nos rins como degeneracéo hialina,
marcada hiperemia e nefrite intersticial aguda™*°

Modelos murinos tém sido utilizados para avaiar e definir perfis de funcdo renal em
presenca de leses teciduais, sendo a analise de creatinina considerada 0 método mais utilizado
para este propdsito, embora os valores possam variar conforme a metodologia empregada®. Em

camundongos apresentando quadro caracterizado por falha renal, proveniente de processos

vasculares isgquémicos, podem ser detectados niveis elevados de creatinina (1.52 + 0.30 mg/dl),



retornando a fndices considerados basais (0.55 +0.03) ap6s término do processo isquémico®.
Niveis de uréia também podem se encontrar elevados em processos que envolvam déficit de
excrecao de metabdlitos por mecanismos de excrecdo rena ineficiente. Entretanto niveis séricos
de uréia elevados (102.4 + 13) podem ndo ser indicativo de falha renal aguda, visto que outros
processos podem estar envolvidos no aumento sangiiineo desses metabdlitos do nitrogénio®.

Quadros de insuficiéncia renal aguda ou crénica em camundongos, devido a formacéo de
cistos renais %°, nefropatias decorrentes da presenca de citocina | L-4 associada & 1g-A nefropética
% e devido & intoxicacao experimental por veneno de cobra ** podem resultar em niveis elevados
de uréia e creatinina, cujos valores podem estar quatro vezes acima de parametros considerados
normais. Em animais que apresentaram falha renal com niveis de uréia em torno de 40-80mg/dL,
a filtracdo glomerular foi reduzida em 46%. Entretanto, este percentual ndo interferiu na
recuperacdo da funcdo rena apés a retirada do estimulo. Apesar de alteracbes teciduais e
funcionais, os niveis de creatinina se encontravam normais>.

O diagnostico da leptospirose animal deve estar relacionado com os aspectos clinicos e
epidemioldgicos, juntamente com os resultados de provas laboratoriais. Enquanto as provas
laboratoriais podem auxiliar o clinico a avaliar o quadro, emitir prognostico sobre a evolucéo da
doenca, e analisar a eficiéncia da terapia instituida, a confirmacdo da doenca baseia-se na
deteccdo do agente ou de anticorpos especificos produzidos pelo hospedeiro contra o
microrganismo invasor™**2. A aglutinagdo microscopica com antigenos vivos é o procedimento
mais utilizado na rotina diagnostica, para deteccdo de anticorpos em animais e no homem.Alguns
autores *,3* avaliaram testes como a hibridizaco do &cido nucléico, imunofluorescéncia e cultivo
na identificacdo de L. hardjo em urina de bovinos, e observaram que o cultivo apresentou

resultados inferiores quando comparado as outras técnicas, este fato pode estar relacionado a



necessidade de agentes vidveis na amostra analisada em quantidades suficientes para se obter
material para o isolamento mesmo apos dilui¢les, que sdo necessdrias para diminuir a ocorréncia
de microrganismos oportunistas.

Técnica que alia a anatomia, imunologia e bioquimica, a imunohistoquimica tornou-se
recurso diagnostico para a identificacdo de antigenos. Empregando anticorpos especificos e
marcadores enziméticos ou substancias fluorescentes®™, apresentase como uma técnica
essencialmente qualitativa, pois seu objetivo é o encontro do antigeno nos tecidos e células™.
M étodos imunoistogquimicos empregando conjugados com peroxidase com objetivo de localizar
topograficamente leptospiras em impressdes de tecidos ou cortes histologicos bem como em
esfregagos provenientes de cultivos, tém sido bastante utilizados tanto em pesquisas a campo
como em estudos experimentais, demonstrando resultados bastante satisfatérios 23, Dentre as
diversas enzimas que podem ser utilizadas nos conjugados, a peroxidase parece ser a mais
eficiente, devido ao seu baixo peso molecular, que permite sua penetracdo na célula sem maiores
danos como também a estabilidade dos complexos imune formados. Essas preparacfes podem ser
armazenadas por diversos meses a uma temperatura de 4°C ou por tempo indefinido quando em
congelamento sem perda de sua atividade. N&o ha necessidade de microscépio de luz ultravioleta
para o exame e as estruturas podem ser facilmente identificadas e fotografadas, em microscopia
comum ou eletrdnica “0*42,

Ellis et a * trabalhando com amostras de tecidos renais suinos, verificaram que das 18
amostras renais positivas para o cultivo, 17 (94,4%) foram positivas também para a
imunoperoxidase em cortes e 4 (22,2%) nas impressdes. A baixa positividade nesta ultima foi
justificada pela distribuicéo ao acaso das leptospiras nos tubulos, o que dificulta em alguns casos

a visualizacdo em tecidos fixados que concentram poucas leptospiras. Além disso, os tecidos



tendem a se apresentar de forma integra quando processados em cortes. Todas as amostras
provenientes de animais controle negativos ndo infectados, bem como amostras pré-absorvidas
com leptospiras ndo reagiram & prova imunohistoquimica. Alves et a’ detectaram através da
peroxidase, leptospiras em cortes de tecidos renais com 100% de positividade em animais
experimentalmente infectados. Em algumas espécies animais e no ser humano, a aplicacdo desta
técnica em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina, pode ser um importante
instrumento para o diagndéstico da leptospirose, em bidpsias ou materiais de necropsia submetidos
rotineiramente & histopatologia ****.

Scanziani et a *°, comparando a imunoperoxidase e o cultivo na deteccio de leptospiras
em rins de suinos na fase cronica da enfermidade verificaram que a sensibilidade e especificidade
na imunohistoquimica foi de 78% e 100% respectivamente, sendo tais resultados superiores ao
cultivo. Os autores relacionaram maior eliminacdo das leptospiras a presenca de reacdo
inflamatdria nos tecidos que possibilitou a ocorréncia de resultados falso negativos.

A presenca de anticorpos aglutinantes em animais infectados, nem sempre esta associada
a0 isolamento do agente em meios de cultivo, o que pode estar relacionado a ndo sensibilidade do
meio de cultivo ou quantidade insuficiente de microrganismos para o isolamento “°.

A protecdo contra infeccdo leptospirica envolve diferentes fatores, como anticorpos
especificos e sistema complemento. Os anticorpos parecem ser 0s responsaveis pela eliminacéo
do agente nos primeiros momentos pés-infec¢do, quando a doenca progride da fase septicémica
para a fase toxica tecidual *’. Asimunoglobulinas do tipo IgM s30 inicialmente sintetizadas entre
24 a 72hs pos-infeccdo, sendo produzida a seguir 1gG que possibilita a remocéo das leptospiras
circulantes através da opsonizagdo, no entanto 0 agente pode persistir nos rins e trato

reprodutivo®®*°,



Mecanismos de resisténcia ao hospedeiro e capacidade de sobrevivéncia da Leptospira
s80 ainda pouco conhecidos®. A presenca de lesdes teciduais e gravidade do quadro clinico tém
sido relacionados & formagdo de complexos imunes estimulando a via cléssica do complemento™.
Adler & Faine® infectaram experimentalmente camundongos Balb/c com |eptospiras do sorovar
pomona avaliando resisténcia ou suscetibilidade em presenca de ciclofosfamida, um potente
imunossupressor. Todos as camundongos tratados apresentaram manifestacdes clinicas e lesbes
compativeis com o quadro infeccioso, sendo que as leptospiras foram isoladas dos animais em
todos os periodos analisados. Em animais infectados que ndo receberam droga imunossupressora,
foram encontradas |eptospiras até o terceiro dia pés-inoculagdo. Os autores sugerem que células
formadoras de anticorpos estejam presentes na circulagdo, 24 a 48 horas apos infeccdo. Mesmo
com atas doses de inéculo contendo leptospiras patogénicas a opsonizacdo das bactérias
circulantes, evita que haja tempo suficiente para que ocorram maiores danos aos tecidos,
impedindo desta forma, a adaptacéo do agente em érgaos de eleicdo como rins e figado. Animais
que obtiveram resposta imune prévia, por imunidade pés-infeccdo natural ou experimental,
apresentam maior capacidade de recuperacio que animais com primo infeccao™.

Animais que sobrevivem a infeccdo natural apresentam fagécitos que retiram
gradualmente as leptospiras dos tecidos e fluidos como em areas hemorrégicas e areas onde ha
reacdo inflamatdria ou recuperacéo. Entretanto, algumas leptospiras patogénicas podem escapar
da fagocitose, mesmo em presenca de resposta imune especifica®.

Antigenos do envelope bacteriano parecem ser o principal alvo do sistema anticorpo-
complemento. O anticorpo associado a0 complemento resultou na presenca de infiltrados
inflamatérios, linfocitose e degranulagio de neutrdfilos em tecidos de hamsters infectados™ >. O

sistema complemento foi ineficiente em estimular células fagocitarias, quando esse ndo se



encontrava associado ao soro imune-especifico frente a alguns tipos de sorovares patogénicos de
leptospiras™>°.

Diversos trabalhos priorizam a participagdo da resposta humoral na leptospirose.
Entretanto, € necessario avaliar a presenca do sistema imune celular e fagocitério, com énfase na
participacéo de macrofagos, células T e citocinas na eliminacéo do agente em tecidos e fluidos. A
atividade macrofégica parece ser eficiente contra varios antigenos |leptospiricos, demonstrando
alta capacidade de fagocitose em diferentes tecidos de camundongos imunizados e néo
imunizados. Em relacéo a respostaimune inata é importante destacar trabalhos que demonstraram
que ativacdo de macrofagos por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) foi dependente da presenca
dos receptores TolL-like 2 e linfécitos CD4™

Em células hepéticas de camundongos inoculados com LPS da Leptospira hebdomalis e
copenhageni, foram observadas necrose do tipo multifocal, congestéo e trombose presente em
sinusoides, sendo estas alteragdes associadas a presenca de macrofagos e complexos imune
formados durante a infeccdo. O fendbmeno de lesdo celular aparece em outros érgaos como pele,
pulméo e trato digestivo. A miocardite tem relacdo direta com o processo inflamatorio em
presenca de histiécitos, linfécitos e plasmécitos °%8. O agravamento das lesdes também pode
estar associado & presenca de metabdlitos reativos do nitrogénio como oxido nitrico (NO)™.

Banfi et a *, avaliando o comportamento de cepas virulentas PB-3 (copenhageni) e
saprofita Isola sacra |, observaram que houve inibicdo do agente em meios de cultivo e
fagocitose com formag&o de vacuolos quando anticorpos homdlogos (IgG) estavam associados a
presenca de macrofagos apos 60 minutos de incubagdo. Antigenos lipopolissacarideos parecem
estar associados a ativagdo de macréfagos e neutrofilos polimorfonucleares em presenca de

anti corpos especificos %162,
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A presenca de peptidoglicano (PG) da leptospira parece exercer importante efeito
bioldgico na ativagdo do complemento, ativagdo de células mononucleares, e adesdo de células
endoteliais, essas Ultimas envolvidas em alteragdes vasculares que ocorrem no inicio da
infeccd0®. Estudos de Cinco et al, *® avaiando a atividade bactericida e fagocitéria de
macrofagos em cobaias experimental mente infectadas, observaram que essa atividade parece ser
ineficiente nas primeiras horas pos-infec¢do. Os autores observaram em microscopia eletronica
gue 30% da Leptospira Isola sacra | e PB-3 (sorovar copenhageni), se localizavam no interior de
macrofagos, sem ateracdo estrutural do microrganismo. Os autores sugerem gque mecanismos de
controle mediados por células mononucleares podem ser ineficientes em infeccdes por
leptospiras, principalmente no inicio da infeccdo, fato pode estar associado a capacidade de
escape do metabolismo oxidativo de macrofagos.

Trabalhos de Cheville et a®, utilizando suinos experimentalmente infectados com o
sorovar pomona, bem com em trabal hos referindo-se a modelos murinos e a0 homem™, sugerem
que as leptospiras podem sofrer alteracdo estrutural quando no interior de macréfagos. Alguns
autores °"® estudando a resposta de macréfagos a antigenos de parede da Leptospira hebdomadis
e copenhageni em camundongos Balb/C infectados experimentalmente, observaram que em
concentracdes variadas do antigeno, macréfagos ativados se apresentavam em grande nimero no
figado, baco e linfonodos. Essa atividade pode estar presente, mesmo na auséncia do soro imune
e complemento, embora seja menos efetiva. Trabalhos de Tu et a®’, referem que nas primeiras 24
horas pos-exposicdo de macréfagos as leptospiras patogénicas ndo ocorre fagocitose eficiente.
Entretanto, aproximadamente 95% de macréfagos continham leptospiras quando soro hiperimune
estava presente. Desta forma, a resisténcia de camundongos as |eptospiras ndo se deve apenas a

fagocitose, visto que esta sO € eficiente na presenca de anticorpos opsoni zantes.
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Células fagocitarias como macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares, respondem com
“burst oxidativo” a patdgenos como Toxoplasma gondii, Trypanossoma cruz, Leishmania spp,
Candida spp e Micobactérias. O burst é caracterizado por aumento no oxigénio, sendo este
reduzido a anion superdxido (Oy) utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH) ou Nicotinamida adenina dinucleotideo-P (NADPH) como doadores de elétrons. O
anion superoxido (Oy) € convertido a perdxido de hidrogénio (H,O,) sob acdo da enzima
superdxido dismutase (SOD). Segundo Los et a®® produtos resultantes do “burst oxidativo”
podem destruir células fagocitadas em meio intra e extracelular, induzir a expresséo de citocinas
e mol éculas de adesdo, entre outras fungdes. Os autores sugerem que a atividade microbicida esta
associada a presenca e liberacdo de peroxido de hidrogénio. Entretanto, outros metabdlitos
podem estar associados aos mecanismos de controle oxidativos como oxigénio, anion superoxido
eradicais hidroxila.

A atividade dependente de oxidag&o realizada por macréfagos pode ser estimulada em
presenca de estimulos como PMA, Zymosan, ConA, ésteres de acidos graxos e citocinas como
IFN-y, TNF-o. e GM-CSF e assim, determinadas por ensaios in vitro. Métodos colorimétricos
para deteccdo de reativos do oxigénio e nitrogénio sdo de menor custo quando comparados as
técnicas que utilizam fluorescéncia sendo que grandes nimeros de amostras podem ser avaliados
simultaneamente .

Macréfagos peritoneais possuem alta capacidade de gerar o “burst oxidativo” mesmo na
auséncia de citocinas™. Aumento nos niveis de H,O, em presenca de IFN-y naturd e
recombinante resultou em elevada atividade bactericida por macréfagos peritoneais e alveolares
de seres humanos e camundongos em presenca de Toxoplasma gondii”, Leishmania major ™,

: 74,75

Coccidiodis imminits™®, Trypanossoma cruzi’™ e Salmonella typhimurium “® assim como em



12

presenca de IFN-y e TNF-a. associados a PMA”’. Efeitos decorrentes da associacdo dessas
citocinas parecem ser aditivos, pois ndo héa interferéncia nem inibicdo quando ambas estéo
presentes na modulagéo da resposta imune, ocorrendo sinergismo de agdo destas citocinas.

Formas amastigotas (intracelulares) e promastigotas (extracelulares) da Leishmania
donovani, parecem ser susceptiveis a presenca de intermediérios do oxigénio. Entretanto, parece
gue a atividade microbicida desses metabolitos sO permanece por periodos longos (dias) quando
estimulados por citocinas. A presenca de catalase,um inibidor do metabolismo do oxigénio,
acarreta perda parcial da atividade microbicida de macréfagos™.

Alguns autores referem que IFN-y parece ser mais ativo que o IFN-B na ativacdo de
células fagocitarias™. Buchmiller-Rovillerr & Maudl®, referem que macréfagos de
camundongos suscetiveis a infecgdes por agentes como Leishmania, possuem baixa atividade
microbicida apresentando déficit na oxidagdo de glicose resultando em nivels reduzidos de
metabadlitos reativos do oxigénio. Entretanto, presenca de LPS e citocinas auxiliaram na atividade
bactericida, sendo que o “burst oxidativo” sozinho € incapaz de eliminar ou controlar a difuséo
do agente. Macréfagos de camundongos previamente imunizados com T. cruzi parecem liberar
maior quantidade de H,O, em presenca de PMA, quando em contato com tripanossomas
inativados®. Os resultados sdo similares a outros estudos que avaliaram ativacgo fagocitéria e
fungicida de macrofagos alveolares frente a0 Paracoccidioidis brasiliensis sendo observada
producdo de reativos do oxigénio por até 16 semanas em linhagens de camundongos resistentes a
infeccao®.

Estudos relataram que macrofagos séo capazes de produzir valores acima de 8 nM de

H.0O, durante cinco minutos em meio extracelular, capacidade produtiva similar & produzida por
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células polimorfonucleares. Alteracdes na producdo de H,O, em tecidos ou fluidos, podem ser
resultantes de diferencas no catabolismo ou distribuicgo deste metabdlito nos tecidos™

Murgia et a 3 verificaram a sensibilidade “in vitro” de leptospiras patogénicas e
saprofitas contra mecanismos bactericidas dependentes de oxigénio. Leptospiras saprofitas (L.
patoc 1) e patogénicas (L. hardjo) foram sensiveis a 0,33 nM de H,O, em presenca ou auséncia
de mieloperoxidase (MPO). Outras leptospiras como L. icterohaemorrhagiae, L. copenhageni e
L. autralis também apresentaram sensibilidade em presenca de produtos intermediarios do
oxigénio.

Intermediarios do nitrogénio como oxido nitrico, nitrato e &cido nitroso produzidos por
macrofagos sob variados estimulos possuem elevada atividade microbicida, auxiliando no
controle de infecgdes por mecanismos oxidativos . O Oxido nitrico (NO) é um radical instavel
livre, possuindo atividade pleiotropica intracelular, atuando no relaxamento do endotélio, como
neuro modulador. Em mecanismos de defesa do sistema imune, sdo produzidos por células
endonteliais, trombdcitos, macréfagos, monécitos vasculares e cardiacos, hepatdcitos etc ®.

Macréfagos matabolizam L-arginina para producéo de NO, nitrato (NOs) e L-citrulina.
Altos niveis de NO estéo relacionados a elevada atividade de macr6fagos em meio de cultivo.
Dosagens el evadas destes intermediarios do nitrogénio podem inibir citocinas como IL-3, onde a
relacdo inibicdo de IL-3 e producéo de IFN-y € importante na citotoxidade de macrofagos contra
parasitas intracelulares como Leishmania . Parasitas como Mycobacterium bovis e Leishmania
spp sdo controlados por mecanismos dependentes de L-arginina, estimulando producdo de
intermediarios do nitrogénio, cujos efeitos incluem perda intracelular de ferro afetando
microrganismos que dependem deste metal para redizar sua multiplicagdo. Parasitas de

multiplicag@o extracelular como Schistosoma mansoni também sdo controlados por mecanismos
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dependentes de L-arginina, sendo que o NO possui meia vida curta sendo rapidamente oxidado a
NO, (nitrito) e NOs™ (nitrato), permanecendo no sobrenadante de cultivos celulares %.

O NO parece apresentar efeitos sinérgicos quando associado ao IFN-y ou peroxido de
hidrogénio, resultando em destruicdo da molécula de DNA do parasita. A molécula de NO, por
ser de peqguena dimensdo e lipofilica possui boa capacidade de interagir com alguns
microrganismos e provocar sua destruicéo .

Culturas de células renais de camundongos quando incubados com proteinas da
membrana externa (LipL32) de leptospiras patogénicas, podem estimular até nove vezes mais
intermediarios do nitrogénio em relacdo as células normais. Esse extrato proteico parece
estimular a producéo de TNF-o. por mondcitos. Os tubulos proximais sdo um dos principais
locais de producdo de oxido nitrico, participando nos eventos pro-inflamatérios presentes nos
tecidos renais .

A producéo de macréfagos pode ser suprimida em presenca de NO como mecanismo de
controle dessas células, restringindo também a expressdo de linfécitos T em presenca de citocinas
como IFN-y, enquanto que, efeitos imunossupressores associados ao H,O, s80 expressos durante
proliferacdo de células B .

As citocinas sGo mediadores protéicos que participam de mecanismos de interacdo entre o
sistema imune especifico e inespecifico, ativacdo de outras citocinas, expressdo de enzimas,
efeitos citostaticos e citoliticos e remodelacdo da matriz extracelular entre outras funcbes
91929394 Estudos demonstram que bactérias patogénicas como a Borrelia burgdorferi podem
estimular a producéo de interleucina (IL-1). A presenca desta citocina, entretanto, pode ser uma

das causas de lesdes artriticas em tecidos bovinos e no ser humano que apresentam artrite por
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Doenca de Lyme. Em ambos 0s casos, com 0 agente vivo ou inativado pelo calor, foi possivel
observar grande liberacgo de IL-1 por macréfagos™.

Em hospedeiros imunossuprimidos e infectados pelo Mycobacterium avium a presenca de
TNF-a e IL-6 parece estar associada a inibicdo do crescimento intracelular e reducdo do
parasitismo em macréfagos™®

Tabel et a® avaliando a presenca de Trypanossoma spp em camundongos Balb/c e
C57BL/6 observaram maior resisténcia dos camundongos C57BL/6 frente a antigenos, e
relacionaram esse fato a niveis mais elevados de IL-4, IFN-y e IL-10 em plasma e sobrenadante
de células esplénicas, embora o0 grau de parasitemia fosse 0 mesmo nas duas linhagens.

Isogai et a,® utilizando camundongos experimentamente inoculados com
lipopolissacarideo (LPS) da Leptospira sorovar hebdomadis, verificaram que o estimulo
antigénico aumentou a producdo e expressao de marcadores especificos de superficie CD5, CD8,
além de elevadas concentragcdes séricas de IL1-a, IL-6 € TNF-a.. Niveis séricos de TNF-a
permaneceram elevados (14336+6133 pg/mL) nas primeiras horas pés-infeccéo. O LPS foi capaz
de induzir principalmente, a apoptose de células linféides esplénicas.

Estudos sobre a infecgdo por Leptospira em seres humanos, indicam que células
mononucleares do sangue periférico parecem exibir perfil de citocinas do tipo Thl, com maior
producdo de citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a, além de niveis elevados de | FN-y*

Algumas citocinas da classe TNF sdo sintetizadas por linhagens de células como
macrofagos, astrocitos, células da microglia, células de Kupffer e linfocitos. Sua sintese é
induzida por produtos bacterianos como endotoxinas, além de antigenos virais e fungicos. O TNF
pode atuar em conjunto ao |FN-y na atividade citolitica e citotoxica, sendo que sua identificacéo

pode ser realizada através de ensaios bioldgicos. Os ensaios bioldgicos sdo testes baseados na
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proliferacdo de células em presenca de citocinas como TNF-a, provenientes de soros ou
suspensdes celulares e incluem metodol ogias como a contagem direta ou métodos indiretos como
os radioativos ou coloragdo através do vermelho neutro '®. Embora esses testes ndo sejam
efetivamente especificos, pois outras citocinas podem reagir de forma cruzada, em geral sdo
muito sensfveis, sendo técnicas de facil manipulagdo e baixo custo™. Alguns trabalhos avaliando
a presenca de citocinas como TNF-a e IL-6 através de bioensaios observaram a auséncia do
TNF-a em cultivo celular, indicando que esse fato pode estar relacionado a producdo de TNF
inativo ou devido & répida metabolizacdo desse peptideo pelas células'™.Entretanto, em outros
estudos na andlise da liberagdo de TNF-a,, em macrofagos hepéticos de cobaias infectados com a
Leptospira sorovar icterohaemorrhagiae verificou-se que houve alta producéo de desta citocina
(>75 pg/ml) quando comparados aos controles'%.

A integridade do hospedeiro quando exposto a determinados antigenos esta relacionada a
capacidade em estimular ou ndo o sistema imune de forma eficiente. Com o objetivo de avaliar
experimentalmente tal comportamento, animais de laboratério geneticamente selecionados para a
boa ou ma resposta imune vém sendo utilizados para o estudo de varias infeccdes por parasitas de
multiplicac&o intra e extracelular.

Linhagens de camundongos geneticamente sel ecionadas foram inicialmente desenvolvidas
por Biozzi et a'®, para o estudo da caracterizacdo dos mecanismos reguladores dos fenémenos
que participam da resposta imunoldgica. Este modelo foi obtido através da selecdo genética
bidirecional de camundongos bons (H) e maus respondedores (L) para producdo de anticorpos
contra antigenos naturais complexos por periodo de 15 a 20 geracfes até que maxima divergéncia
na resposta imune humoral fosse obtida. A selecdo modificou a resposta ndo apenas do antigeno

selecionador, mas sobretudo a outros ndo correlacionados'™. A alta ou a baixa capacidade de
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resposta resulta do efeito aditivo de alelos localizados em vérios loci independentes (controle
poligénico), acumulados progressivamente nos animais H e L durante o processo seletivo. Essas
linhagens homozigotas representam fendtipos extremos encontrados em populacBes naturais
heterogéneas. Estima-se que entre sete a 10 loci contribuem para as diferencas na resposta de
anticorpos entre as linhagens H e L. Essas linhagens sob o ponto de vista genético sdo mais
compl exas imunol ogicamente que linhagens isogénicas, que diferem apenas em um alelo.

A partir de col6nias de camundongos al binos outbread, foram descritas cinco selecdes. As
selecdes | e |l foram desenvolvidas no laboratério de imunogenética do Instituto Curie de Paris
em resposta a estimulos antigénicos provenientes de eritrécitos heterélogos (carneiro e pombo).
As selecOes 111 e 1V foram desenvolvidas na Secéo de Imunologia do Instituto Biologico de Sao
Paulo de acordo com resposta secundéria aos antigenos flagelar e somatico, respectivamente, de
duas espécies de Salmonella antigenicamente distintas, Salmonella typhimurium e Salmonella
oraniemburg. A selecdo V foi desenvolvida no Departamento de Microbiologia e Imunologia da
Escola Paulista de Medicina segundo resposta secundaria as proteinas albumina bovina (BSA) e
gamaglobulina de coelho (RGG). Os parametros imunogenéticos obtidos nas selegdes de | a 'V
foram muito semelhantes, apesar das diferentes populagfes iniciais, natureza dos antigenos e
processos de imunizacdo. As linhagens diferiram em caracteristicas imunol 6gicas importantes, e
em seu efeito multiespecifico'®. Na andlise deste efeito multiespecifico foram escolhidos grupos
de imundgenos antigenicamente distintos, mas de natureza semelhante agueles empregados nos
Va&rios processos seletivos, ou sgja, eritrécitos heterdlogos, bactérias, proteinas heterdlogas e
conjugados hapténicos. Este efeito foi mais amplo nas selecbes I, 11 e 11, ou sgja, a diferenca
entre o comportamento das linhagens H e L foi semelhante & obtida com os antigenos de selegéo.
Entretanto foi restrito nas linhagens IV e V. Destacando-se os animais Hyy e Ly que néo

diferiram naresposta a eritrécitos de carneiro (SE) e eritrécitos humanos (HE) .
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Isso sugere que os acasalamentos seletivos baseados na resposta secundéria ao antigeno
somatico de Salmonella ndo afetaram a resposta aos eritrocitos heterdlogos e, portanto os alelos
de efeito “bom” ou “mau” respondedor estdo distribuidos aleatoriamente nas linhagens.

Para demonstrar essa hipétese, procedeu-se 0 acasdamento seletivo de bons e maus
respondedores para SE e HE a partir de segregantes F2 da selecdo 1V por varias geraces. Esse
processo seletivo deu origem a selecdo 1V-A e quando o limite de selecdo para SE e HE foi
atingido, as linhagens H,y.a € Lv.a N80 se diferenciaram mais quanto a resposta ao antigeno
somético de Salmonella.!”’.

Apesar das diferentes populacdes originais e pressdes ambientais distintas a que foram
submetidas as seleces | e 1V-A, foi verificada notavel semelhanga entre os parametros genéticos
das selegdes, nas quais eritrocitos heterdlogos foram os antigenos selecionadores. A selecéo IV-A
passou a apresentar um efeito multiespecifico muito superior aos da selecéo 1V, da qual se
originou, e muito préximo ao da selecdo |, excetuando-se a resposta a antigenos sométicos de
Salmonella, em que as linhagens Hyv.a € Ljv.a apresentaram producéo de anticorpos idéntica.
Alguns estudos foram realizados para verificar se a expressdo dos genes acumulados no processo
seletivo induziu modificagdes na atividade de outras células além de linfécitos B.

Alguns trabalhos sugerem que ndo houve diferencas ao nivel de resposta celular a

198 reacdo de enxerto versus hospedeiro ' e resposta proliferativa de linfécitos

enxertos de pele
ativados in vitro por mitégenos %', Entretanto, quando a ativacgo de linfécitos T é dependente
de apresentacdo de antigenos por macrofagos, a resposta da linhagem H tem se mostrado mais
elevada, tanto na selecdo | como naIV-A ™3 Na Selecdo I, o burst respiratério, avaliado pela
producdo de anion superdxido ou de perdxido de hidrogénio, mostrou-se mais elevado na

linhagem H. Apenas a producdo de IL-1 mostrou-se semelhante nas duas linhagens ™. A

atividade catabdlica de macrofagos parece ser mais elevada em linhagens L das selecOes |, Il e
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IV-A em relacdo as linhagens H™4*1® sugerindo que este rapido metabolismo possa impedir
gue macréfagos exibam determinantes antigénicos de forma adequada, resultando em resposta
imune humoral menos eficiente™’.

Algumas infecgBes tém sido estudadas utilizando modelos experimentais H e L, com
énfase na resisténcia das linhagens H em infecgBes extracelulares como, por exemplo,

Trypanossoma cruz 8%

e Klebsiella pneumoniae™’®, ou maior resisténcia das linhagens L
contra patdgenos intracelulares como Yersinia pestis, Leishmania tropica™™. Alguns autores
referem que a maior resisténcia de camundongos L a alguns tipos de infeccBes pode estar
relacionado a0 aumento na producéo de TNF-a, nem sempre estando associada a aumento na
atividade de macréfagos™.

Diversos trabalhos priorizam a participacdo da resposta humoral na leptospirose. Contudo
€ necessério analisar a participacdo de células T e macrofagos, sobretudo na eliminagéo do agente
em tecidos e fluidos bem como, na patogénese das lesdes presentes em 6rgaos e tecidos. Alguns
trabalhos referentes a andlise de mecanismos envolvidos na patogénese e resposta imune a
leptospirose, vém sendo aplicados a diferentes model os experimentais. No presente estudo foram
utilizadas linhagens de camundongos geneticamente sel ecionados para a producdo quantitativa de
anticorpos, visto que estes apresentam diferentes fendtipos na expresséo de células B, bem como
modificagBes na atividade metabdlica de macréfagos. Embora o mecanismo de defesa na
leptospirose sgja principalmente mediado por anticorpos, a participacdo de macréfagos €
determinante no processo de resisténcia do hospedeiro, tornando-se interessante analisar seus

mecanismos de ativacdo nas linhagens geneticamente selecionadas, as quais representam

fendtipos extremos encontrados em uma popul agdo natural mente heterogénea.



O mais importante na vida ndo é a
situagdo onde estamos, mas a

direcéo para a qual nos movemos.

O. W. Holmes

Coelives
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2. OBJETIVOS

Esse trabalho teve por objetivo principal, avaiar o estado de ativagcdo de
macrofagos, producdo de anticorpos e o curso da infeccdo experimental com a Leptospira
sorovar pomona em camundongos geneticamente sel ecionados para a boa e ma resposta de
anticorpos (selecéo IV-A).

21 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Durante os procedimentos experimentais foram avaliados os seguintes parametros:

1. Recuperacéo do sorovar pomona, a partir de rins, figado e pulméo das linhagens

selecionadas.

2. Deteccdo de anticorpos especificos em camundongos da selecdo IV-A apos
infeccdo por Leptospira sorovar pomona.

3. Determinacdo da atividade de macrofagos peritoneais, esplénicos e pulmonares,
através da dosagem de intermediérios reativos do oxigénio (H.O,) e nitrogénio (NO) em

animais infectados e controles.

4. Pesquisa da citocina TNF-o em soros e homogenatos de células esplénicas,

pulmonares e hepéticas em animais infectados e controles.

5. Avdliagdo da funcdo renal através da andlise dos niveis séricos de uréia e

creatinina nas linhagens de camundongos infectados e control es.

6. ldentificacdo de leptospiras em tecidos renais provenientes de camundongos da
selecdo IV-A infectados experimentalmente com o0 sorovar pomona pela técnica

imunoi stoquimica (imunoperoxidase).
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Analise histopatologica de alteragdes celulares em tecidos renais de camundongos

da selecéo I V-A infectados com a Leptospira sorovar pomona.



Nossas vidas 50 teddas pdo
mesmo fio de nossos
sonhos.

Willian Shakespeare

Mataia eMé&aodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

3.1.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos machos das linhagens High e Low da selecéo 1V-A
com quatro a oito semanas de idade (desenvolvidos no Departamento de Imunologia do
Instituto Biolégico de Sdo Paulo) e mantidos no Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias-IB- UNESP/Botucatu. Os animais foram
distribuidos em grupos constituidos de 60 animais infectados com o sorovar pomona, sendo
30 animais pertencentes a linhagem 1V-A para a boa resposta humoral (Hyy.a) € 30 animais
pertencentes a linhagem 1V-A para a ma resposta humoral (L;y-a). Controles negativos ndo
infectados foram constituidos por 24 animais pertencentes as linhagens para boa (CH,y-a) €

ma (CL v.a) resposta humoral.

3.1.2 Hamsters

Os hamsters de ambos os sexos (Mesocriterus auratus), obtidos do biotério central
na UNESP de Botucatu foram utilizados com o objetivo de manter a viruléncia das cepas
de leptospiras utilizadas como indcuo nos camundongos para a boa (High) ou ma (Low)

resposta humoral.

3.2INOCULO
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Na infeccdo experimental em camundongos, foi utilizada cepa de Leptospira
interrogans sorovar pomona identificada pela prova de absorcdo de aglutininas™'®, e
quantificada segundo técnica de Faine** utilizando cAmara hemocitométrica de Petroff-
Hauser, estipulando valores em torno de 2x10’ leptospiras /ml. Cada animal do grupo de
animais infectados recebeu cerca de 1mL do in6cuo por via intraperitoneal. As amostras
foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Silvio Arruda Vasconcellos do laboratério de
Zoonoses Bacterianas do Departamento de Higiene Veterinaria e Salude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (USP), Séo

Paulo, SP

3.3. SACRIFiCIO DOSANIMAIS

Antes do sacrificio, os camundongos foram submetidos a anestesia por inalagéo leve
de éter e em seguida, foi realizada sangria parcial com obtencdo do sangue através de
puncdo pelo plexo orbital. A utilizagdo de barbituricos como método anestésico néo poderia
ser utilizada nestes animais, devido a composi¢do quimica do anestésico, que interferiria
com os resultados obtidos nos testes para avaliar os niveis de uréia ?*'%. Seis animais de
cada grupo foram sacrificados de forma cronoldgica nos dias 4, 7, 14, 21, 28 e 35 pos-
inoculacdo por deslocamento cervical. Apos, foram realizadas lavagens peritoneais para
obtencdo de exsuldato celular contendo macréfagos. Baco, rins, figado e pulmdes foram
retirados e utilizados nos testes de recuperacdo de Leptospiras, atividade macrofégica,
deteccdo de TNF-a por ensaio biologico e técnicas histologicas de Hematoxilina-Eosina e

I munoi stoquimica.
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Os hamsters foram inoculados com o sorovar pomona e apés a fase agonica ou a
aparecimento dos sintomas clinicos, os animais foram mortos atraves de dose excessiva de
pentobarbital sodico a 27 mg/kg de peso. Apos, os rins e figado e foram cultivados através
da técnica de pipeta Pasteur, sendo o meio de cultivo observado por um periodo de até oito
semanas com 0 objetivo de monitorar o crescimento das leptospiras que seriam utilizadas
como inoculo. O projeto foi aprovado pelo comité de ética experimental da Faculdade de

Medicina de Botucatu (Protocol 0-383/2004).

34MEIOSDE CULTURA

3.4.1 Meio Semi-Salido de Fletcher
Utilizado no preparo de indculos e recuperacdo bacteriana, 0 meio foi preparado de
acordo com as normas do laboratorio fabricante (DIFCO Laboratories) e submetido a testes

de esterilidade e crescimento .

3.4.2Meioliquido de EMJH

Este meio foi utilizado para repique ou passagem de cultivos de Leptospira que se
desenvolveram em meio de Fletcher, com a finalidade de obtencdo de meio que
possibilitasse a contagem de leptospiras para se obter a concentragcdo necess&ria a
inoculac&o dos camundongos.

Os meios foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Hélio Langoni do Departamento
de Higiene Veterinaria e Saide Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP.
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3.5. RECUPERAQAO DE LEPTOSPIRASEM MEIO DE CULTIVO

Com o objetivo de avaliar o grau de infeccdo pela leptospira, fragmentos de rins,
figado e pulmdes dos animais infectados foram submetidos ao cultivo e isolamento através
de técnica de diluicdes seriadas, segundo trabalhos de Santa Rosa e Passos et a '%°, sendo

os controles representados por animais sadios.

3.6. TECNICA DE SOROAGLUTINACAO
A pesquisa de anticorpos anti-Leptospira interrogans sorovar pomona foi realizada
através da técnica de aglutinacdo microscopica em lamina segundo técnica de Faine

(1982)*#* em soros obtidos dos camundongos controle e infectados.

3.7. ATIVIDADE DE MACROFAGOS

Apbs o sacrificio, os animais foram mantidos em camara asséptica de fluxo laminar
e fixados em decubito dorsal em suporte de disseccdo. A parede abdomina foi exposta,
rebatendo-se a pele da regido. A seguir 10 ml de PBS (solugdo tampéo fosfato pH 7,2)
gelado foram injetados com o auxilio de seringa na porcdo mediana superior do abdémen.
Posteriormente, a cavidade abdominal foi massageada e retirado liquido peritoneal com a
seringa. Este procedimento foi repetido trés vezes. Apos, amostras do baco e pulmdes
foram retirados e maceradas a seguir adicionando-se PBS para obtencédo de suspensoes.. A
suspensdo abdomina e dos 6rgéos foram armazenadas em tubos de pléstico, mantidos em
banho de gelo e centrifugados ao final da colheita por 10 minutos a 1500 rpm. Apés a
centrifugacd@o, a suspensdo celular foi ressuspendida em meio completo para cultura de

células (MCCC). De cada suspensdo peritoneal foram retiradas aliquotas de 50 ul que
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foram acrescidos de uma solugdo contendo 0,45 ml de vermelho neutro a 0,02% e
incubadas a 37%C durante 10 minutos para posterior contagem. Os macrofagos foram
identificados pela incorporagdo do corante, contados em cadmara de Neubauer e a
concentracdo celular gjustada para 2x10° macréfagos/ mL de MCCC. Volumes de 0,1 ml da
suspensao foram distribuidos em microplacas de cultura de fundo chato (Corning) para
cultivo celular. Apos o periodo de incubacéo de 2 horas a 37°C em tenséo de 5% de CO,,

as células ndo aderentes foram retiradas por lavagem da placa com meio de RPMI 1640.

3.7.1 Determinacéo de intermediarios reativos do oxigénio (H20,)

A producéo de peroxido de hidrogénio (H20,) foi determinada pelo método descrito
por Pick e Keisari (1980)%° e adaptado por Pick e Misel (1981)***. Os macréfagos obtidos
conforme descricdo no item 3.7 foram incubados por 24 horas a 37°C em tensZo de 5% de
CO;, na presenca ou auséncia de 250UI/mL de INF-y recombinante (Genzyme) Apoés este
periodo, os sobrenadantes das culturas foram col etados para dosagem de éxido nitrico (NO)
e as células aderentes foram ressuspensas ao volume original (0,1mL) em solucdo de
vermelho fenol contendo: 140 nM NaCL; 10 nM de tampéo fosfato, pH 7; 5,5 nM de
dextrose; 0,56 nM de vermelho fenol; 0,01 mg/mL de peroxidase raiz forte tipo I, e na
presenca ou auséncia de estimulo acrescentando-se 1 g de Phorbol myristate acetato PMA
(Sigma Chemical Co. USA) e incubados por uma hora a 37°Cem camara (imida e escura
Apbs este periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 0,0lmL de NaOH 1IN. A
absorbancia foi determinada em microleitor automatico de ELISA (ensaio imuno-

enzimético- Enzyme-Linked Imunosorbent Assay), com filtro de 620nm. Os resultados
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foram expressos em nanomols (nmoles) de H,0,/2,0x10° células, a partir de curva padréo

estabel ecida em cada ensaio. Sendo que os ensaios foram realizados em quadruplicata.

3.7.2 Determinacédo de intermediarios reativos do nitrogénio (NO)

O oxido nitrico (NO) se decompde em nitritos (NO) e nitratos (NO3) em meio de
cultura. A producdo de NO, pelo cultivo de macréfagos, foi avaliada pelo método
colorimétrico baseado na reacéo de Griess. Aos sobrenadantes, foram adicionados 100 pL
do reagente de Griess, que contém n-(1-naftil — etil — enediaminad) (NEED — Sigma
Chemica Co., St. Louis, Mo) diluido 0,1% em agua destilada, e sulfanilamida (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) diluida a 1% em &cido fosforico (H3PO4) 5%. Os reagentes
NEED e sulfanilamida foram misturados em volumes iguais no mesmo momento da reac&o.
Os ensaios foram realizados em quadruplicata. Em seguida, as amostras foram lidas em
microleitor de ELISA com comprimento de onda de 540nm contra um branco constituido
por reagente de Griess, os resultados foram expressos em micromoles (umoles) de NO por
2x10° células, comparando-se a densidade dptica (DO) & curva padrdo de concentragéo
conhecida de NO,- variando de 200 a 0,39 nM. Sendo a producdo de NO analisada pela

adicdo ou ndo de estimulos '%°.

3.8 ENSAIO BIOLOGICO PARA DETERMINACAO DE TNF-a

Linhagem tumoral de fibroblastos murinos denominada L929 que é sensivel ao
TNF-a, foi utilizada no ensaio biolégico para detecco dessa citocina. As células foram
cultivadas em meio completo para cultura de células (MCCC) e mantidas por repiques

semanais, em frascos de plastico, em estufa a 37°C com atmosfera constante de 5% de CO,,
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O meio de cultura de manutencdo das células foi desprezado e substituido por uma solucéo
de ATV (tripsina 0,2% e verseno 0,02%) para promover o deslocamento das células da
parede da garrafa. Em seguida, o ATV foi desprezado, e as células foram lavadas e
ressuspensas em meio de RPMI completo. ApOs a contagem das células em cémara de
Neubauer, a suspens3o foi agjustada para a concentracdo de 5.0 x 10° células/ml. Volumes
de 100 uL dessa suspensdo foram distribuidos em microplacas de 96 orificios para cultura
de células (Costar, Cambridge, Mass, USA). Apos incubacdo de 24 horas a 37°C em
atmosfera constante de 5% de Co,, 0 meio contido nos orificios foi desprezado e
substituido por 100uL de meio de RPMI completo contendo Actinomicina D na
concentracdo de 1ug/mL.

Foram realizados ensaios de citotoxidade, através de soro, e homogenatos de células
esplénicas, hepéticas e pulmonares. Os sobrenadantes foram adicionados em volumes de
100pL de células L929 tratadas com Actinomicina D por 3 horas. As culturas foram feitas
em triplicata. Em trés orificios foi adicionado apenas meio de RPMI completo (cultura
controle). Apds incubacdo a 37°C em atmosfera constante de CO, por 18 horas, 0s
sobrenadantes foram desprezados, e 100uL de suspensdo cristal violeta (0,2% em 20% de
etanol) foram adicionados aos orificios por 15 minutos para fixacéo e coloracdo das células.
Em seguida, a placa foi lavada em &gua por imersdo para remocao do excesso de corante, e
100uL de lourinil sulfato de sodio (SDS) a 1% de égua destilada foram colocados em cada
orificio, para solubilizacdo das células. A leitura das densidades Opticas (DO) em cada
orificio foi realizada a 490nm em espectofotOmetro automatico de ELISA, modelo
Multiskan (M Dsogo, Dynatec Laboratories Inc., Chantilly, Va). A quantidade de TNF-a. nos

sobrenadantes da cultura de macréfagos foi calculada sobre curva padréo realizada com
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TNF-a recombinante murino (R & D Systems- Minneapolis, MN, USA) empregado nas

concentragdes de 40 a 4000 U/ml.

3.9. DOSAGEM DE UREIA E CREATININA
Amostras de soro de camundongos infectados e controle foram utilizados para a
pesguisa de niveis séricos de uréia e creatinina através de sistema automatizado VITROS

950 (Sigma), sendo os valores estabel ecidos em mg/dl.

3.10. TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA (IMUNOPEROXIDASE) PARA
DETERMINACAO DE ANTIGENOS DE LEPTOSPIRA

Os fragmentos de tecido renal dos camundongos foram colhidos e adicionados em
solucdo de formalina tamponada a 10%, sendo a seguir incluidos em parafina e cortados em
microtomo a 6u de didmetro, e mantidos em estufa a 30° C por 30 minutos para distensdo
dos cortes. Os materiais foram submetidos a reacdo de imunoperoxidase segundo técnica
modificada de Ellis et a*, para a pesquisa de antigenos leptospiricos do sorogrupo
pomona. A leitura das laminas foi realizada em microscépio Optico (Leika) com ocular de

10X e objetivade 40X e 100X (imersdo) e condensador de campo claro.

3.10.1- Obtencéo do anticorpo primario

Os soros hiperimunes preparados com o objetivo de produzir o anticorpo primario a
ser utilizado na técnica de imunoperoxidase foram preparados em coelhos jovens
(Orictolagus cuniculus) atraveés de aplicacfes seriadas por viaintravenosa, naveia margina

da orelha, de culturas vivas de Leptospira pomona puras. Este material foi gentilmente
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cedido pela Dra. Jane Megid, do laboratério de Imunologia do Departamento de Higiene
Veterinaria e Salide Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu.,

UNESP.

3.10.2 Controle de Especificidade

Na avaliacdo da especificidade, trés areas das |aminas destinadas aos cortes ou
impressdes foram demarcadas com extensdo aproximada de 0,5 centimetro quadrado com o
auxilio de caneta para marcacdo imunoistoquimica Dakopen (DAKO Laboratories). Na
primeira area demarcada foi adicionado o anticorpo primario, na segunda o anticorpo pré-
absorvido com as leptospiras formalizadas e na terceira area omitiu-se o0 anticorpo primario,

conforme adaptado de Taylor®e Ellis et al*®,

Absor¢do em Tecido Rena

O anticorpo foi mantido pré-incubado em suspens&o de tecido renal de hamsters
sadios, para que as imunoglobulinas fossem conjugadas de forma inespecifica aos
determinantes antigénicos presentes no tecido renal, permanecendo livre o anticorpo anti-
leptospira sorovar pomona para a reagdo antigeno-anticorpo possibilitando a visualizacéo

dareagdo positiva.

Absorcéo com Leptospiras

Para o teste de absor¢édo foram adicionados 0,5 ml de culturas vivas de leptospiras

em meio estéril de EMJH, e observado quanto ao crescimento, viabilidade e mobilidade.
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Quando o nimero de leptospiras se encontrava em torno de 10® por mililitro, foram
formalizadas a 0,2% sob agitacdo magnética e incubadas a 37°C por 20 minutos. Apds, 0
material foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos descartando-se 0 sobrenadante Ao
sedimento formado foi adicionado suspenséo renal de hamsters em volume igual ao meio
de cultivo original, sendo acondicionado sob refrigeracdo e utilizado até 15 dias apés o
preparo. No momento do uso, o material foi incubado a 37° por 60 minutos, com o
anticorpo primério na diluicdo de 1:80 e a seguir centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos, o sobrenadante foi utilizado no teste de especificidade, caracterizando o controle

negativo do teste ** %,

Omissdo do anticorpo primario

Durante o processamento da técnica imunohistoquimica o anticorpo primario foi
substituido por uma solucdo de TRIS-PBS, como parte do procedimento de controle da

especificidade, conforme também utilizado por Taylor (1978)® e Ellis et a (1983)*.

3.11 TECNICA HISTOLOGICA DE HEMATOXILINA-EOSINA

Os fragmentos dos rins colhidos foram fixados em solucéo de formalina tamponada
a10% , incluidos em blocos de parafina, cortados a 7p de espessura e a seguir corados pela
técnica de hematoxilina e eosina, segundo Behmer et a*?’. A leitura das laminas foi
realizada em microscépio optico com ocular de 10X e objetiva de 40X e 100X (imersdo) e

condensador de campo claro
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3.12. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacéo de titulos sorol6gicos obtidos pelos camundongos High e Low
(bons e maus respondedores selecdo 1V-A), quando inoculados com amostra patogénica de
Leptospira interrogans sorovar pomona, utilizou-se a andlise de VarianciaaANOVA, ndo
paramétrica através do teste de Kruskal-Wallis, para amostras independentes. Para
comparacdo de médias de variancias da producdo de H,O,, NO, citocinas e uréia e
creatinina utilizou-se o teste de variancia, com medias repetidas e teste T Student-Newman-

Keuls de comparagdes mdiltiplas .

Para comparacdo das técnicas de cultivo e
imunoistoquimica utilizou-se a andlise de concordancia Kappa e teste de proporgdes . O

nivel de significancia paratodos os testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 RECUPERACAO DE LEPTOSPIRASVIAVEIS

Os resultados expressos na Figuras 1A e 1B indicam que a recuperagao bacteriana no
figado e rins ocorreu a partir do quarto dia pés-inoculacéo nas duas linhagens, com picos no
7° dia pés-inoculacdo nos camundongos da linhagem Hyy.a € no 7° e 14° dias de infeccédo
na linhagem Lv.a. Apds 0 21° dia os valores apresentaram-se em declinio. Na linhagem
Low foi possivel isolar o agente por um periodo mais prolongado em relacdo as linhagem
High, possibilitando o isolamento de leptospiras no figado desses camundongos até o 21°
dia pos-inoculagdo. N&o houve identificagdo ou o isolamento de leptospiras nos pulmdes
em nenhuma das linhagens durante os periodos analisados. Os niveis de recuperacéo do
figado e rins dos camundongos da linhagem High foram superiores aos da linhagem Low

até o 14° dia
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Figuras 1A e 1B. Recuperagdo de leptospiras em rins (A) e figado (B) de camundongos das
linhagens High (H) e Low (L), submetidos & inoculag&o de 2x 10 ’ Leptospira interrogans sorovar
pomona em periodos de tempo determinados.. Os resultados sd0 expressos em percentagem de

recuperacao.
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42 PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-LEPTOSPIRA INTERROGANS

SOROVAR POMONA

Os grupos de camundongos geneticamente selecionados para a boa ou ma resposta
de producéo de anticorpos, High e Low, foram inoculados com 1mL de amostra de cultivo
em meio de EMJH contendo 2 x 107 leptospiras do sorovar pomona. Em seguida, 0s soros
foram coletados no 4, 7, 14, 21, 28, 35 dias pds-inoculacdo, sendo que os mesmos foram
testados pela prova de microaglutinagcdo para a presenca de anticorpos contra 0 sorovar
pomona além de outros 24 sorovares descritos a seguir: australis, bratislava, autumnalis,
butembo, castellonis, bataviae, canicola, whitcombi, cynopteri, grippotyphosa, hebdomadis,
copenhageni, icterohaemrrhagiae, javanica, panama, from, pyrogenes, hardjo, wolffi,
shermani, tarassovi, andamana, patoc e sentot. Este procedimento foi utilizado para evitar
gue camundongos previamente infectados ou portadores de outro sorovar que ndo o
pomona fizessem parte do grupo Os titulos de anticorpos produzidos pelos camundongos
apos inoculacdo com a amostra de Leptospira interrogans sorovar pomona foram expressos
em titul os sorol dgicos que podem ser visualizados na figura 2.

A andlise destes resultados revela que ndo houve diferenca estatistica significativa
entre as linhagens geneticamente selecionadas Highyy-a € Lowy.a, embora tenham sido
detectados niveis de anticorpos mais elevados na linhagem H,y.a quando comparada a
linhagem L,y-a, principalmente entre o0 sé&timo e o vigésimo primeiro dias pos-inoculacéo.
A partir do vigésimo oitavo dia houve uma acentuada elevacdo dos titulos, sendo que neste
periodo, niveis séricos de anticorpos aglutinantes se comportaram de forma semelhante

entre as duas linhagens.
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Figura 2. Titulos de anticorpos detectados pelo teste de aglutinagdo microscépica frente ao antigeno de

Leptospira interrogans sorovar pomona, em camundongos High e Low, inoculados com 2x10” leptospiras/ml.
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4.3 ATIVIDADE DE MACROFAGOS

4.3.1 Determinacdo de I nter mediarios Reativos do Oxigénio (H,0,)

a. Producdo de H,O, por macréfagos peritoneais

As células dos animais Hjy.a infectados quando cultivadas sem estimulo,
apresentaram producdo elevada de H,O, no sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro e
trigésimo quinto dia de infeccdo, sendo que apenas no 14° dia esta producdo foi
estatisticamente significante em relagcdo aos controles.

Quando comparamos esta linhagem com a L,y.a também infectada sem estimulos,
observamos gue houve producdo elevada nas linhagens Hyy.a aos sete, 14 e 21 dias, sendo
gue apenas no 14° dia foram observados valores significativos. A producdo de H,O, nas
linhagens Ly.a manteve-se em niveis basais durante o experimento (Figura 3A). N&o houve
diferenca significativa entre os controles ndo infectados e sem estimulos nas linhagens Hy .
A €Ljv.a. Com o objetivo de verificar se macrofagos peritoneals apresentavam capacidade
em produzir H,O,, estes animais foram submetidos a estimulos com IFN-y e/ou PMA.

Na figura 3C observamos a producéo de H,O, por macrofagos das linhagens Hyy.a €
Lv-a estimulados com IFN-y. Os animais Hy.a controles, produziram maior concentracéo
de H,O, que os controles L,y.a. Entretanto, este aparente aumento ndo foi significante,
provavel mente devido a grande variabilidade dos dados individuais.

A linhagem H,y.a apresentou inibicdo na producédo de H,O, no 4° dia de infeccéo,
sendo que foi estatisticamente significante em relacdo a linhagem L .4, entretanto, houve

recuperacdo da producdo durante o experimento, decrescendo novamente apenas no 35°
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dia. No 14° dia a concentragcdo de H,O, foi estatisticamente significante em relagdo aos Ly .-
A, que novamente apresentou producdo basal deste metabdlito.

Nafigura 3B observa-se que o tratamento de macrdéfagos peritoneais com PMA, ndo
afetou significativamente a producéo de H,O, nos animais controle, entretanto, ambas
linhagens H,v-a € L v-a infectadas, apresentaram grande producdo deste metabdlito no 7° e
28° dias de infeccdo em relacdo aos controles. Comparando a producéo de H,O;, entre as
linhagens, observamos diferencas significantes no 14° (H >L) e 21° (L>H) dias de infecco.

O estimulo em conjunto de IFN-y. e PMA, elevou a producdo de H,O, dos animais
controles e infectados em ambas as linhagens, entretanto diferencas significativas também

foram observados no 14° (H>L) e 21° (L>H) dias de infec¢do (Figura 3D).
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Figuras 3A, 3B, 3C, 3D. Producéo de perdxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais de camundongos

H e L daselecdo 1V-A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle ndo infectados.

Macréfagos cultivados na auséncia de interferon-gama sem estimulo (A) ou estimulados com PMA (B) ou

cultivados na presenca de IFN-y, sem estimulo (C), ou estimulados com PMA (D). Os resultados

representam média + desvio padréo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-K euls de comparagdes maltiplas (p<0.05).

#indica diferenca significativa de animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatisticainterlinhagens (H x L) em cada periodo.
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b. Producéo de H,O, por macroéfagos esplénicos

A producdo de intermediarios reativos do oxigénio por macrofagos esplénicos das
linhagens Hyv.a € Liv-a Sem estimulos, manteve-se praticamente inalterada durante todo o
experimento, sendo que apenas no 14° dia e 35° dia ambas as linhagens apresentaram maior
producdo de H,O, em comparacdo com seus respectivos controles. A produgdo de H,0,
entre as linhagens também apresentou diferencas significativas nesses periodos, com a
linhagem H,y.a apresentando maior producéo no 14 ° dia e na linhagem Ly.a no 35° dias
(Figura4A).

O tratamento com IFN-y ndo afetou a producdo dos animais controles, aumentando
levemente a concentrac&o dos infectados no inicio da infecgdo com picos de producéo aos
21 dias na linhagem H,y.a € no 35° dia na linhagem L., que também apresentaram
diferencas interlinhagens nesses periodos com H > L no 21° diae L > H no 35° (Figura
4C).

A producdo de H,O, por macrofagos estimulados com PMA ndo sofreu grandes
alteracdes. Producdo significante so foi observada no 14° e 35° dias entre as linhagens
infectadas e respectivos controles. Sendo que as diferengas interlinhagens também foram
observadas no mesmo periodo com a linhagem L,y.a apresentando maior concentracdo no
14° diae aH,y.a no 35° dia (Figura4B). Com o estimulo adicional de IFN-y e PMA houve

diferencainterlinhagens com L>H no 14° dia (Figura4D).
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Figuras 4A, 4B, 4C, 4D. Producdo de peréxido de hidrogénio por macréfagos esplénicos de camundongos

H e L da selegdo IV-A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle ndo infectados.

Macrofagos cultivados na auséncia de interferon-gama sem estimulo (A) ou estimulados com PMA (B) ou

cultivados na presenca de IFN-y, sem estimulo (C), ou estimulados com PMA (D). Os resultados

representam média+ desvio padréo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-Keuls de comparagdes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.
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c.Producdo de H,0; por macréfagos pulmonares

A producdo de H,O, por macréfagos pulmonares apresentou-se diminuida nos
animais controles e infectados sem estimulo. Producdo elevada e significativa so foi
observada aos 14 dias nas linhagens Lv.4 € no 35° dia nas duas linhagens em relacéo aos
seus respectivos controles. Diferenca significante interlinhagens s6 foi observada no 14°
dia com alinhagem Lyv.a produzindo maior concentragcdo que a linhagem Hy.a, sendo que
esta praticamente ndo produziu H,O, neste e no 21 ° e 28° periodos analisados (Figura 5A).

O tratamento das células com IFN-y ndo afetou a producdo de H,O, dos animais
controles, entretanto aumentou a sintese desse matabdlito na linhagem H,y-a infectada no
4°,7°, 14°, 21° e 35° dias, sendo que o0 mesmo foi observado nos animais da linhagem L y-
A nos periodos de 7°, 14° e 35° de infeccdo. Diferencas significativas entre as linhagens
foram observadas no 14° dia de infeccdo com as linhagens Ly.a produzindo maior
concentracdo de H,O, que os animais da linhagem Hyy.a (Figura5C).

O tratamento com PMA ndo elevou a producdo de H,O, dos animais Hjy.a
infectados em relacdo aos controles nos periodos de 4, 7, 14 e 28 dias, ndo afetando
também os animais Ly.a no 4°, 7° e 28° dias de infeccdo. Entretanto aumento significativo
dos infectados em relagcdo aos controles foi observado no 14°, 21° e 35° dias na linhagem
Liv-a e aos 21 e 35 dias nalinhagem H,y.a. Diferenca significativa foi observada apenas no
14° diacom alinhagem L y.a produzindo mais H,O, que os animais Hy.a (Figura 5B).

A producdo de H,O, por macréfagos pulmonares dos animais controles ndo foi

afetada pelo tratamento conjunto com IFN-y e PMA. Entretanto os animais infectados Hyy.a
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apresentaram maior producdo que o grupo controle no 4°, 7°, 14°, 21° e 35° dias, e 0s
animaisLv.a no 4°, 7°, 14° e 35° dias de infec¢éo.

Diferencas interlinhagens foram observadas no 4°, 7° e 14° dias, com a linhagem
Liv-a produzindo mais H,O, que linhagens Hyy-a, sendo que esta produziu no 21° dia mais

H,O, que a linhagem L,y.o que praticamente apresentou inibicdo na producdo desse

metabdlito (Figura 5D).
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Figuras5A, 5B, 5C, 5D. Produgéo de peréxido de hidrogénio por macr6fagos pulmonares de camundongos
H e L daselecdo IV-A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle néo infectados.
Macrofagos cultivados na auséncia de interferon-gama sem estimulo (A) ou estimulados com PMA (B) ou
cultivados na presenca de IFN-y, sem estimulo (C), ou estimulados com PMA (D). Os resultados
representam média+ desvio padrdo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-Keuls de comparagdes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relac&o ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.
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4.3.2 Determinagao da producéo de intermediarios reativos do nitrogénio (NO)

a. Producéo de NO por macréfagos peritoneais

A producéo de NO das linhagens H,y.a € Liv-a controles basicamente foi a mesma.
Durante a infeccdo, 0 mesmo foi observado até o 14° dia na linhagem L,y.a que apresentou
aumento significativo em relacdo aos controles do 21° ao 35° dias. A linhagem Hy.a
apresentou valores significativos apenas no 35° em relagdo aos controles. Diferencas
interlinhagens s foram obtidas no 21° dia com a linhagem L,y.a produzindo mais NO que
aslinhagens Hyy.a (Figura6A).

O tratamento de macrofagos peritoneais com IFN-y ndo modificou o perfil de
resposta das linhagens controles. Entretanto, a producdo de NO nos grupos infectados
apresentou-se elevado em ambas as linhagens no decorrer do experimento, apresentando
valores significantes aos 4°, 14°, 21°, 28° e 35° dias em relacdo aos seus controles, exceto
no 28° dia para os animais Hyy.a. Nenhuma diferenca interlinhagens foi observada apos o

tratamento com IFN-y (Figura 6B).
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Figuras 6A, 6B. Producdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos H e L da selecéo V-
A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle ndo infectados. Os macréfagos foram
cultivados sem estimulo (A) ou estimulados com interferon-gama (B). Os resultados representam média +
desvio padréo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-K euls de comparagdes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relag&o ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.
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b. Producdo de NO por macrofagos esplénicos

A producdo de NO por macrofagos esplénicos das linhagens controles Hyy.a € Liv-a
ndo apresentou diferencas significantes. Entre os grupos infectados observamos inibicéo de
resposta nos Lv.o em relacdo aos controles no 28° dia. Entretanto, no 14° e 35° dias a
producdo de NO foi significativamente maior. Diferenca interlinhagens so foi obtida no 35°
diacom alinhagem H,y.a produzindo mais NO que alinhagem L. (Figura7A).

O tratamento de macrofagos esplénicos com IFN-y aumentou levemente a
concentracdo de NO nos grupos controles, mas sem nenhuma diferenca significante entre as
linhagens. O mesmo perfil de resposta foi obtido entre os infectados no 4° dia com visivel
inibicdo aos 14, 21 e 28 dias de infeccdo. Aumento significativo foi observado no 7° e 35°

dias nas linhagens Hyy-a € Liv-a em relagdo aos seus respectivos controles (Figura 7B).
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Figuras 7A, 7B. Producéo de éxido nitrico por macr6fagos esplénicos de camundongos H e L da selecéo V-
A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle ndo infectados. Os macréfagos foram
cultivados sem estimulo (A) ou estimulados com interferon-gama (B). Os resultados representam média +
desvio padréo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-K euls de comparagdes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relacéo ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.



52

c. Producéo de NO por macréfagos pulmonares

A producdo de NO por macréfagos pulmonares foi muito baixa nos animais Hyy.a €
Liv-a controles. Durante a infec¢do o mesmo foi observado até o 35° dia, onde ambas as
linhagens passaram a produzir NO em concentragOes extremamente elevadas em relacéo
aos seus respectivos controles. Nesse periodo, a linhagem L.a produziu nives
significativamente maiores que a linhagem Hy.a (Figura8A). O tratamento com IFN-y ndo
modificou o perfil de resposta das linhagens e novamente apenas no 35° dia, ambas as
linhagens Hyy.a € Lv-a apresentaram producdo significante em relacdo a seus respectivos
controles. Entretanto, ap0s o tratamento com IFN-y ndo observamos diferenca

interlinhagens nesse periodo (Figura 8B).
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Figuras 8A, 8B. Producéo de 6xido nitrico por macréfagos pulmonares de camundongos H e L da
selecdo IV-A infectados com L. interrogans sorovar pomona e animais controle ndo infectados. Os
macrofagos foram cultivados sem estimulo (A) ou estimulados com interferon-gama (B). Os
resultados representam média + desvio padréo de seis animais por grupo.

Teste de Student-Newman-K euls de comparacfes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relacdo ao respectivo grupo controle.

+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.



54

4.4 PRODUCAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL -0, (TNF-a).

a. Detecgéo de TNF-a obtida em soros de camundongosHy.a €L v-a

A producdo de TNF-o por animais controle das linhagens Hy.a € Liv.a néo
apresentou diferencas significantes. O grupo de camundongos Hjy.a infectados ndo
apresentou diferencas em relagdo ao grupo controle, sendo que no 14° houve presenca de
inibicdo na producdo desse metabdlito. A linhagem Lv.» infectada apresentou maior
producéo de TNF-a. aos 7, 21 e 35 dias de infecgdo, com diferencas inter-linhagens apenas
no 21° dia com a linhagem Ly.o produzindo mais TNF-a. que a linhagem H,y.a (Figura

9A).

b. Producdo de TNF-a por céulas esplénicas, hepaticas e pulmonares de
camundongosHv.a €L v-a

A producdo de TNF-a. por células esplénicas ndo apresentou diferenca significativa
entre animais controle das duas linhagens Hyy.a € Liv-a. A linhagem Hyy.a produziu mais
TNF-a em relagdo aos controles no 4°, 28° e 35° dias de infec¢do, enquanto as linhagens
Lv-a @penas no 28° dia. Diferencas significativas interlinhagens foram observadas no 4° e
35° dias de infecgdo com a linhagem Hyy.a produzindo mais TNF-o que a linhagem Ly.a
(Figura 9B).

A producdo de TNF-a por células hepaticas foi mais elevada que a observada em
outros 6rgdos analisados. Entretanto, nesse compartimento, ndo observamos diferencas na

producdo dessa citocina entre os animais controles Hy.ao € Liv.a. Os animais Hyy.a
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apresentaram inibicdo em relagdo aos controles no 7° e 14° dias, recuperando-se nos
periodos subseqiientes com producéo elevada no 21°, 28° e 35° dias.

A linhagem L,y.a infectada apresentou produc&o maior que o grupo controle no 7°,
21° e 28° dias, e diferenca inter-linhagens ocorreu apenas no 35° com a linhagem Hyy.a
produzindo mais TNF-a que aLy-a (Figura 9C).

A producdo de TNF-a por células pulmonares obtidas do pulmao entre as linhagens
Hiv.a€Lv.a controles, ndo apresentou diferencas significativas.

A linhagem L,y.a infectada apresentou niveis basais na producéo dessa citocinas,
enguanto alinhagem H,y.a apresentou maior producdo no 4° e 35° dias, sendo que no 4° dia
esta producéo foi estatisticamente significante quando comparada a producdo da linhagem

Liv-a (Figura9D).
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Figura 9A, 9B, 9C, 9D. Niveis de TNF-a detectados em soros (A) e homogenato de baco (B), figado (C) e

pulmé&o (D) de camundongos High e Low inoculados com Leptospira sorovar pomona, e grupo controle ndo
infectado.

Teste de Student-Newman-K euls de comparagdes multiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.
+ indica diferenca estatistica interlinhagens (H x L) em cada periodo.
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45 VALORES SERICOS DE UREIA E CREATININA EM CAMUNDONGOS
HIGH E LOW

Os resultados apresentados na figura 10 demonstram que houve discreta elevacéo
nos niveis de uréia, principamente apds o 14° dia poés-inoculacdo nas linhagens Hy,.a € a
partir do 21° dia nas linhagens Ly.a, em seguida apresentando-se em discreto declinio. Os
dados apresentados na figura 10 sugerem que houve diferenca significativa entre os niveis
de uréia apresentados intralinhagens (grupo infectado x controle), sendo tais resultados
observados nas duas linhagens e em todos os periodos analisados. Em relacdo aos valores
interlinhagens (Hyv.a X Liv-a), foi observada variancia significativa no sé&timo e vigésimo
primeiro dias pds-inoculacdo, no qual, foram encontrados niveis mais elevados de uréia nas
linhagens Lv.a em relacdo as linhagens Hy,.a. Houve um pequeno declinio nos niveis de
uréia no vigésimo oitavo dia pés-inoculacdo que se manteve até o trigésimo quinto dia.

Em animais controles ndo infectados os valores de uréia permaneceram normais em
todos os periodos analisados, com média de 26ug/dl + 4.

Conforme observado na figura 11, valores séricos de creatinina apresentados pelos
animais infectados bem como por animais controle negativos ndo infectados, apresentou-se

em nivels de normalidade (0.18 a 0, 3mg/dl.) nas duas linhagens analisadas.
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Figura 10. Valores séricos de uréia (mg/dl) em médiatdesvio padrdo em seis animais por grupo.

High Animais do grupo High infetados com 1ml de Leptospira pomona, Low, animais do grupo Low

infectados com 1 ml de Leptospira pomona.
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Figura 11. Valores séricos de creatinina (mg/dl) em média +desvio padrdo em seis animais por grupo.

High; animais do grupo High infetados com 1ml de Leptospira pomona, Low; animais do
infectados com 1 ml de Leptospira pomona.

Teste de Student-Newman-K euls de comparagdes mltiplas (p<0.05).

# indica diferenca significativa de animais infectados em relagdo ao respectivo grupo controle.
+ indica diferenca estatisticainterlinhagens (H x L) em cada periodo.

grupo Low
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4.6 IDENTIFICACAO DE ANTIGENOS LEPTOSPIRICOS EM TECIDO RENAL
DE CAMUNDONGOS INFECTADOS PELA TECNICA DE

IMUNOISTOQUIMICA

Nos cortes histol 6gicos a presenca da leptospira foi detectada em todos os aumentos
observados ao0 microscopio oOptico, formando massas de aglomerados filiformes de
coloracdo amarronzada, destacados do fundo azul, corado pela hematoxilina e visiveis
principalmente no [imem e em algumas é&reas na periferia dos tdbulos (Figura 12). As
bactérias foram observadas também proximas a vasos sanglineos e intersticios, sendo
raramente encontrados dispersas nos tecidos. Em muitas areas observadas o agente se
encontrava fragmentado. Ocasionamente foram vistos préximos a glomérulos, formando
cadeias periféricas de coloracdo variando de marrom claro a escuro relacionada a maior
concentracdo de leptospiras ou antigenos presentes. Tais granulagdes foram vistas em pelo
menos quatro regides por campo microscopico observado em aumentos de 40X e 100X.

Houve variagdo na intensidade de colorag&o principalmente a partir do 14° dia pos-
inoculagdo, com menor intensidade de coloragdo em Iaminas que apresentavam nimero
reduzido de antigenos leptospiricos. Na maioria das laminas o0 agente se apresentava
comumente formando pequenos fragmentos de aspecto arredondado, corados em marrom
claro e distribuidos pel os tecidos principalmente nos espacos intercelulares.

Nos tecidos dos camundongos controle negativos ndo foi observada nenhuma
alteracdo ou presenca de antigeno (Figura 13).

Com relacdo as linhagens é preciso destacar que o antigeno foi identificado nos

tecidos renais entre 0 4° e 0 21° dias pds-inoculagdo em ambas as linhagens analisadas.
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Entre 0 4° e 0 14° dias pds-inoculagdo os tecidos se caracterizam por apresentar boa
intensidade de coloragdo (++). Entre 0 4° e 7° periodos pos-inoculagdo observou-se maior
nimero de amostras positivas nos animais da linhagem Hyy.a em relagdo a linhagem Ly-a
havendo diferenca estatistica significativa (p< 0.05) apenas no 4° dia pés-inoculacéo
(Tabela l). A partir do 21° dia, as amostras analisadas apresentaram decréscimo no numero
de positividade e na intensidade de coloracéo (+), onde as leptospiras se encontravam em
menor numero e de forma dispersa em alguns tecidos analisados. Entretanto, animais da
linhagem Lv.a passaram a apresentar maior nimero de positivos em relagdo a linhagem
Hiv.a. A partir do 28° dia pés-inoculacéo ndo foi possivel observar antigenos nos tecidos
renais de nenhuma das linhagens analisadas.

Conforme podemos analisar pelos resultados apresentados na tabela 1, o teste de
imunoperoxidase foi mais sensivel em detectar as leptospiras nos tecidos renais de ambas
linhagens analisadas, quando comparado ao cultivo, onde s6 foi possivel recuperar as
leptospiras nos tecidos renais das linhagens até o 14° dias pds-inoculacéo.

Em relacéo a concordancia de resultados entre as duas técnicas foi observado que na
linhagem H,y.a houve boa concordancia entre as técnicas de identificagcdo apenas no 14° dia
pos-inoculagdo, 0 mesmo ocorrendo com os resultados comparativos obtidos com a
linhagem Ly.a no 7° dia pos-inoculacdo. Foram encontrados resultados idénticos para as
linhagens Hyy.a no 4° e 7° periodos pds-inoculacdo. Em outros periodos as concordancias
entre resultados foram consideradas moderadas ou fracas sendo que foi utilizado método

estatistico Kappa para analisar estes parametros.
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Figura 12. Fotomicrografia de rins de camundongo infectado com L.interrogans sorovar pomona
Observar a presenca de antigenos de forma dispersas ou no limen dos tibulos (setas). Coloragdo pela
imunoperoxidase indireta. Aumento 40x. Microscépio Leika.

Figura 13. Fotomicrografia de rins de camundongo controle negativo. Colorac8o pela imunoperoxidase
indireta. Aumento 100x. Microscopio Leika.
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Tabela 1. Comparagdo de resultados entre as técnicas de visualizacdo bacteriana e imunoperoxidase indireta

em cortes frente ao cultivo bacteriano em Camundongos Hyy.a € Lv.a infectados com o sorovar pomona.

I munoper oxidase Cultivo

Dias High L ow High L ow

(18) (18) (18) (18)
4 12* 6* o 3*
7 12 9 9 6
14 9 9 6 3
21 3 6 - -
28 - - - -
35 - - - -

Resultados expressos em numero de animais positivos por periodo. (18), total de animais por periodo com

teste realizado em triplicata. Teste para proporgdes.*) Diferencas significativas inter-linhagens (HxL)

p< 0,05.
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4.7 HISTOPATOLOGIA (HEMATOXILINA-EOSINA)

A intensidade e o grau de alteracfes celulares observadas nos tecidos dos camundongos
infectados com o sorovar pomona através da coloragdo de Hematoxilina e Eosina, se caracterizaram
por processo degenerativo a partir do quarto dia pds-inoculagdo, estendendo-se até o vigésimo
oitavo dia de infeccdo, mesmo em presenca de resultados negativos no isolamento em meio de
cultivo, variando, entretanto, em diferencas de intensidade de lesdes presentes. No quarto dia pés-
inoculagdo foram observadas algumas areas de degeneracdo hidropica em presenca de infiltrados
inflamatérios, sobretudo polimorfonucleares principalmente proximos a vasos sanguineos (figura
14). Alguns glomérulos apresentaram hipercelularidade e os tlbulos encontravam-se edemaciados.
Entre 0 quarto e o décimo quarto dia, foi observada com mais intensidade nefrite intersticial
caracterizada por acimulo de células mononucleares, presenca de congestédo com vasodilatagéo,
acompanhada de hiperplasiade tubulos. A severidade das |esbes foi progressiva até o décimo quarto
dia, havendo a partir deste periodo declinio de alteracBes inflamatérias e do grau de degeneracéo
celular.

Entre o quarto e o sé&imo dia pds-inoculacdo as ateracBes inflamatérias aparentemente
foram mais freqlientes nos animais das linhagens H,y.» quando comparados aos animais Ly.a.
Entretanto, nos animais maus respondedores a presenca de lesdes se estendeu até 0 vigésimo oitavo
dia comparados aos animais bons respondedores, onde as lesbes foram observadas até o vigésimo
primeiro dia pos-inoculacdo. Nenhum camundongo controle negativo apresentou quaisguer

alteragBes histopatol gicas (Figura 15).
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Figura 14. Fotomicrografia de tecido renal de camundongo L,y.4 infectado. Presenca de congestéo, edema e

alguns infiltrados inflamatdrios (setas). Técnica de Hematoxilina Eosina (H& E), aumento (100X).

/'

Figura 15. Fotomicrografia de tecido renal de camundongo linhagem H,y_, sadio. Os tibulos e glomérulo

(seta) se apresentam com sua morfologia normal. Técnica de Hematoxilina Eosina (H& E), aumento (40X).
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5. DISCUSSAO

Nesse trabalho, avaliamos a resisténcia a infeccdo pela Leptospira pomona, em
linhagens Hyv.a € Liv.a, andisando o crescimento bacteriano em vérios Orgédos e a
imunidade inata e adaptativa.

A leptospirose constitui-se em uma enfermidade bifésica, tendo inicio em uma fase
aguda, apods a penetracdo da |leptospira pelas membranas mucosas ou pele integra e a seguir,
multiplicando-se ativamente e resultando em leptospiremia, com posterior migragéo para
Orgéos de elei¢cdo, ocorrendo o desenvolvimento da fase imune, com presenca de anticorpos
circulantes e opsonizadores.

O modelo murino ndo € considerado padréo na infeccdo experimental com o0s
variados sorovares da leptospira, pois geralmente ndo apresenta desenvolvimento clinico da
enfermidade. Os quadros de resisténcia destes animais aos sorovares da Leptospira estdo
provavelmente relacionados a mecanismos de formagéo de resposta imune, sobretudo do
tipo humoral com os mecanismos imuno-mediados desenvolvendo-se de forma precoce,
impossibilitando que variados sorovares se adaptem aos tecidos, dificultando dessa forma
sua permanéncia no hospedeiro®®*. Entretanto, linhagens de camundongos selecionadas
guanto a diferenciacdo na resposta humoral podem apresentar graus variados de resposta
antigénicafrente a antigenos de multiplicacéo intracelular e/ou extracelular, em decorréncia
de variagOes genéticas quanto a producdo de imunoglobulinas e atividade macrofagica.
Diferencas na resposta imune apresentada por estas linhagens pode auxiliar na avaliacéo
guanto aos mecanismos de patogenicidade e posterior resisténcia do hospedeiro frente aos

antigenos leptospiricos.
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Em trabalho anteriormente realizado, Marinho **° analisou a resposta imune por
Leptospira sorovar icterohaemorrhagiae nessas linhagens, quando foram analisados
pardmetros como recuperagdo bacteriana, producéo de anticorpos, atividade macrofagica,
producdo de citocinas e analise histopatoldgica. Os camundongos L v.a apresentaram-se
mais resistentes a infeccdo com total eliminacéo do parasita a partir do 14° dia de infeccéo
no figado e rins, enquanto animais H,y.a apresentaram recuperacéo nesses 0rgaos até o 35°
dia

No presente trabalho, a recuperacéo da Leptospira interrogans sorovar pomona, a
partir de fragmentos de rins e figado em camundongos das linhagens Hyy.a € Liv-a
inoculados com amostra patogénica de L. pomona, ocorreu de forma praticamente similar
entre as duas linhagens selecionadas até 0 14° dia pds-inoculacdo, quando a linhagem L y.-a
apresentou maior contencdo do processo infeccioso que aHyy.a. Entretanto, alinhagem Hy .
A apresentou total contencdo do processo nos dois 0rgdos analisados apos este periodo,
sendo que ainda obtivemos animais Lv.a com leptospiras no figado até o 21° dia. Esses
resultados podem estar relacionados ao metabolismo mais intenso presente nos macrofagos
de animais maus respondedores em relagdo aos bons respondedores, dificultando a
apresentacao de determinantes antigénicos aos anticorpos especificos pelos macréfagos nos
animais dalinhagem L y.a.

Embora os camundongos Lv.a tenham conseguido controlar a infeccdo de forma
mais eficiente, a persisténcia de recuperacdo bacteriana no figado pode ter sido ocasionada
por incapacidade de algum isotipo de anticorpos circulantes em conter a adaptagdo da
leptospira nesse 6rgdo como referem alguns trabalhos®®, sugerindo que anticorpos s

capazes de retirar as leptospiras circulantes, mas algumas bactérias podem permanecer



68

vidveis nos parénquimas hepético e rena mantendo a viabilidade do agente nestes e em
outros tecidos.

A maior recuperacao de leptospiras em tecidos da linhagem H,y.a quando comparado a
linhagem L;y.a no inicio do processo infeccioso apresenta dados concordantes com
trabalhos de Gheorghiu et al **, estudando a resisténcia ao Mycobacterium bovis (BCG) em
camundongos L e H da selecdo I. Os autores observaram que esse efeito ocorre de forma
mais rgpida na linhagem H em relacdo a L nas duas primeiras semanas pos-infeccdo. A
partir desse momento, a contagem de unidades formadoras de coldnias decresceu
rapidamente e 12 semanas apés, foi encontrado maior nimero de bactérias vidveis nos
maus respondedores quando comparados aos bons respondedores. Esta cinética sugere que
na fase inicial a multiplicacdo do BCG foi muito mais rgpida na linhagem H. Os autores
sugerem mecanismos associados a falhas no metabolismo de macréfagos dos animais bons
respondedores para explicar esta alta recuperacdo inicia. Entretanto a eliminacéo posterior
do agente denota alta capacidade opsonizante e formacdo de anticorpos especificos.

As diferencas nos indices de recuperacéo da Leptospira sorovar pomona na selecéo
IV-A em relagdo a outros sorovares observados em outros estudos, pode estar relacionado a
mecanismos de controle na producdo de anticorpos e reposta celular diferenciada, com
déficits na producdo de metabdlitos oxidativos de macréfagos ®, mas, sobretudo, associado
a fatores de adaptabilidade do agente infeccioso, uma vez que 0s sorovares apresentam
diferencas na sua viruléncia em relacdo a alguns hospedeiros, ou segja, sdo espécie
adaptados4' 99, 131
Os valores decrescentes de recuperacdo coincidem com os periodos em que houve

aumento da producdo de imunoglobulinas detectdveis na prova de soroaglutinacdo
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microscopica, demonstrando correlacdo positiva entre esses dois parametros, uma vez que
os titulos de anticorpos elevaram-se a0 mesmo tempo em que houve decréscimo no
potencial de recuperacdo de leptospiras a partir de rins e figado.

Alguns trabal hos referem que existem diferencas significativas quanto a infeccéo de
camundongos por alguns sorovares como pomona, ballum, balcanica e hardjo. Altos niveis
de anticorpos contra o sorovar pomona podem indicar adaptacdo do sorovar ao hospedeiro.
Entretanto as leptospiras podem ser detectadas, de forma persistente, nos tecidos do
hospedeiro mesmo que niveis atos de anticorpos sgjam detectados como observado no
presente estudo, e em outros trabalhos*.

Quanto a producdo de anticorpos contra L. pomona nas linhagens Hyy.a € Liv-a, N&0
houve diferencas significativas, apesar dos animais Hy.a produzirem mais anticorpos entre
0s periodos de 7 a 21 dias. No 35° dia ambas linhagens produziram altos titulos de
anticorpos.

Durante o presente estudo, o agente infeccioso foi recuperado nos primeiros dias pos-
inoculacdo. Embora essa recuperagdo tenha sido observada no inicio do processo
infeccioso, a formac&o de anticorpos circulantes provavelmente reduziu drasticamente a
possibilidade de difusdo do agente nos tecidos, auxiliando na eliminacéo do agente apos o
21° dia nas duas linhagens, como resultado, dificultando o isolamento da leptospira em
periodos mais tardios pés-inocul agdo, fato também observado por Adler & Faine, >

Esses resultados sdo parcialmente discordantes de Marinho et a*** que analisara a
producdo de anticorpos das linhagens da selecdo 1V-A contra L. icterohaemorrhagiae. A
linhagem Hy.a produziu resposta estati sticamente significante em relagéo a linhagem Ly .a,

mantendo o efeito multiespecifico normalmente observado nessas linhagens. Quando os
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titulos de anticorpos contra L. icterohamorrhagiae apresentavam-se baixos, observou-se
maior recuperacdo no meio dainfeccdo. Porém, quando houve um aumento da producéo de
anticorpos observou-se queda da recuperacdo das leptospiras, demonstrando que o nivel de
anticorpos produzidos colaborou em parte como fator limitante dainfeccéo.

Mouton et a™ investigando a resisténcia inata a Klebsiella pneumoniae, ndo
observaram nenhuma diferenca entre as linhagens da selegdo |, quando quantidades
crescentes dessa bactéria, inativadas pelo calor, foram administradas aos animaisH e L dez
dias antes da inoculagdo intravenosa letal. Os resultados demonstraram que a dose de
vacinagdo requerida para a protegdo é 1000 vezes menor nos camundongos H em relacdo
aos L. O nivel de anticorpos produzidos também foi fator limitante para aresisténcia, poisa
transferéncia passiva do soro imune induziu protecdo compl eta.

Durante o processo infeccioso a formagdo de células fagocitérias e anticorpos
opsonizantes s&o importantes no controle da enfermidade, dificultando a permanéncia e
adaptacdo das leptospiras no hospedeiro. No presente estudo foi observado que a formagéo
de anticorpos aglutinantes ocorreu de forma aparentemente semelhante entre as duas
linhagens, embora tenham sido observados valores discretamente mais elevados entre os
animais dalinhagem High em relacéo a L ow, determinando resposta imune multiespecifica,
caracteristica observada nas linhagens para boa resposta imune humoral. Aumento em
niveis de anticorpos aglutinantes juntamente com a diminuicdo do percentual de
recuperacdo das leptospiras em 6rgaos podem ser fatores correlatos, pois a presenca de
imunoglobulinas reduz a capacidade das leptospiras em permanecer de forma viavel em
tecidos e 6rgdos. Em aguns trabalhos ndo foi possivel fazer esta associac&o™, por

dificuldades encontradas na tentativa de isolamento em meio de cultivo. Entretanto sdo
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concordantes com trabalhos®’ que observaram que em presenca de anticorpos 1gG contra L.
copenhageni e saprofita isola sacra | associados a presenca de macréfagos, houve reducéo
no potencia de recuperacdo das leptospiras. Resultados semel hantes foram observados por
Costa et a®® e Sitprija et a> no controle da infeccéo por leptospiras em tecidos renais e
hepaticos.

Embora a resposta imune humoral sgja 0 mecanismo mais importante contra
infeccdes por leptospiras, o sistema imune celular e fagocitario, ainda € pouco conhecido.
Portanto, parece ser importante avaliar suas implicagdes no controle da infeccéo, visto que
uma resposta imune inata, parece ser fator primordial para o inicio de uma resposta imune
adaptativa. Macrofagos conseguem fagocitar leptospiras apatogénicas sem presenca de
anticorpos especificos, enquanto as amostras patogénicas necessitam de opsonizacdo para
que ocorra fagocitose por essas células. Entretanto, outros estudos sugerem que atividade
opsonizante ndo aumenta a fagocitose das leptospiras por macrofagos, pois mesmo sem a
presenca de anticorpos opsonizantes foi possivel observar leptospiras dentro de vactiolos™,

As leptospiras patogénicas podem permanecer no interior de macréfagos sem
alteracdo de sua morfologia. As bactérias saprofitas por suavez ndo possuem capacidade de
permanecerem viavels no interior de macréfagos. As leptospiras virulentas também
apresentam adaptacdo diferenciada aos tecidos e células de 6rgdos de eleicdo como rins,
figado e pulmao.***,

Estas céulas sdo reconhecidas como essenciais no sistema imune, podendo
aumentar ou suprimir reacBes imunoldgicas. Varias mudancas na estrutura e funcéo,
envolvendo eventos endogenos e secretérios tém sido observados durante a ativagdo dessas

células. Os dois principais mecanismos pelos quais 0s macrofagos podem ser ativados séo:
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em consequéncia de sua interacdo com 0 microrganismo e seus produtos, como endotoxinas
e componentes da parede celular ** ou por citocinas produzidas por linfécitos CD4* como
IFN-y e TNF-o. "7

Uma das alteracbes metabdlicas que ocorrem quando o macrofago € ativado, € o
aumento da atividade microbicida, fagocitica e citotoxica **°. Macréfagos ativados possuem
propriedades microbicidas por ag&o de enzimas lisossomicas, liberagcdo de citocinas como
TNF-o e produtos reativos do nitrogénio e oxigénio %

A producdo de intermedidrios do oxigénio e nitrogénio por macréfagos ocorre
durante a fagocitose de bactérias, fungos e protozoarios sendo que neste estudo a atividade
macrofagica nas linhagens Lv.o € Hy.a inoculadas com amostras patogénicas de
Leptospira interrogans sorovar pomona, foi analisada através da dosagem de produtos
reativos do oxigénio (H20,) e nitrogénio (NO).

A producdo de H,O, por macréfagos dessas duas linhagens foi avaliada em
compartimentos como periténio, bago e pulmédo. Animais controles, ndo infectados e ndo
submetidos a estimulos ndo apresentaram diferencas na producdo desse metabdlito.
Linhagens infectadas sem estimulo demonstraram producdo endégena de H,O,, sendo o
padréo de resposta diferente nos compartimentos analisados. A linhagem Ly.a apresentou
durante todo o experimento niveis basais de H,O, em células peritoneais e esplénicas,
enguanto, no pulméo foi observada inibicdo em ambas linhagens, com apenas a linhagem
Lv-a apresentando-se significante no 14° diaem relagdo a Hyy-a. Sob estimulo adicional de
IFN-y e PMA, as linhagens apresentaram aumento significativo, que se modificou em

relacéo ao orgéo e periodos analisados. O estimulo com IFN-y e PMA teve por objetivo
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verificar o comportamento das células quanto a producdo de H,O,, sendo a producédo
enddgena mais abordada.

Nesse estudo pudemos observar que a produgdo endégena de H,O, na linhagem H,y.
A em céulas peritoneais e esplénicas pode ter auxiliado na contencdo do processo
infeccioso, visto que, maior producdo desse metabdlito foi observado em concentractes
estatisticamente significantes em relagdo a Ly.a nesses compartimentos no 14° dia com
total recuperacdo apds esse periodo. Apesar da linhagem L,y.a apresentar producéo basal
desse metabdlito na maioria dos periodos analisados, esses, apresentaram-se aumentados
em relagdo aos controles no 14° e 35° dias no bago e no 28° e 35° dias no peritdnio, quando
esta linhagem também apresentou total resisténcia ao processo infeccioso.

Mecanismos microbicidas ativados por macréfagos em presenca de citocinas
também incluem a presenca de oxido nitrico (NO). Macréfagos, mondcitos, e linfécitos
produzem grande quantidade de NO durante reagdes imunolégicas e choque séptico. As
células fagocitarias podem produzir quantidades suficientes de NO para destruir ou inibir o
crescimento de inlmeros patdgenos de multiplicacéo intra ou extracelulares.

Macréfagos peritoneais, esplénicos e pulmonares de animais controles n&o
infectados e sem estimulo por |FN-y produziram concentracdes idénticas desse metabdlito.
Em relacéo aos controles observamos a linhagem H,y.a infectada sem estimulo produzindo
mais NO que seus respectivos controles no 35° dia no periténio e pulméo, e no 14° diae
35° dia no baco, com as linhagens L,y.a infectadas apresentando producdo enddgena em
relagdo aos controles no 21°, 28° e 35° dias no peritdnio, 14° e 35° dias no baco e 35° dia

no pulméao.
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Diferencas interlinhagens entre os animais apenas infectados foram observadas em
Liv-a, produzindo mais NO que Hjy-a no periténio no 14° dia, 21° e 28° dias e no pulméo
no 35° dia, sendo que nalinhagem H,y.a esta diferenca so foi observadano 35° dia (Hy.a >
Liv-a) em macrofagos esplénicos.

Relacionando esses resultados com os obtidos com a recuperacdo bacteriana, a
producédo de NO colaborou na contencdo do processo infeccioso em periodos mais tardios
dainfeccdo (a partir do 14° dia) sendo que na linhagem L,y.a a producéo desse metabdlito

por células esplénicas apresentou maior contribuicdo. Marangoni et a

refere que a
producdo de NO também parece ser importante na contencéo do processo infeccioso gerado
em presenca da leptospira, sendo que niveis aumentados deste metabdlico podem
permanecer de horas a dias pos-infeccéo.

M arinho'®

anaisou a producdo de NO nas linhagens da selecdo I1V-A contra a
infeccdo por Leptospira icterohaemorrhagiae, observando aumento significativo na
producdo desse metabdlito em relacdo aos controles no 2° dia apenas na linhagem L y.a.
Entretanto, células que receberam tratamento com IFN-y apresentaram nivels elevados de
producdo em todos os periodos analisados e em ambas linhagens. Esse efeito também foi
observado no presente estudo com ainfecgdo por L. pomona. O tratamento com IFN-y e/ou
PMA sobre a producéo de H,O, e IFN-y na producéo de NO demonstrou que em alguns
compartimentos e periodos analisados a L. pomona funcionou como “sinalizador” para que
esta célula produzisse esse metabdlito.

Alguns trabalhos*, utilizando camundongos Knockout para avaliar a producéo de

H,>0, e NO em infecgOes por Rhodococcus equi, demonstraram em experimento “in vitro”

gue camundongos deficientes em quaisgquer das duas vias de ativagdo macrofagica foram
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susceptiveis a infeccdo, sendo que, nem o0 superdxido, nem o NO sozinhos foram
suficientes para eliminar o agente. A combinacdo de ambos os radicais para formar
peroxinitrito resultou em efeito sinérgico, com répida e eficiente morte do patégeno por
macro6fagos ativados, principalmente sob estimulo de I|FN-y.

O peroxinitrito tem demonstrado possuir maior toxicidade que o NO para

138 Salmonella entérica sorovar typhimurium ¥, Mycoplasma pulmonis

Escherichia coli
140 & Candida albicans *'. Nesses modelos experimentais ambos os radicais de oxigénio e
nitrogénio sdo necessarios para mediar o efeito microbicida méximo. Em outros sistemas
experimentais, entretanto, o NO parece ser mais toxico que o peroxinitrito, como observado
na Leishmania major **, Giardia lamblia **e Cryptococcus neoformans **.

A producdo de NO necessita da presenca de IFN-y, o qual apresenta papel
importante como fator de ativacdo de macr6fagos e como sinal primério para a transcricéo
da enzima iNOS. Na imunidade inata, 0s sinais para a ativagao dos macréfagos podem ser
proveniente do patégeno e das células NK, que sdo fonte de IFN-y, ou a ativagdo pode ser
conferida por linfécitos T naimunidade mediada por células **.

Producdo de fator de necrose tumora (TNF-o), como pardmetro da atividade
macrofagica, também foi avaliada no presente experimento.

Os niveis de TNF-a no soro da linhagem L,y.a infectada foram mais elevados aos
sete, 21 e 35 dias, com diferencas significativas inter-linhagens apenas no 21° dia. A
producédo de TNF-o obtida por células esplénicas apresentou diferencas significativas entre
as duas linhagens e seus respectivos controles, sendo que a linhagem Hyy.a produziu mais
TNF-a que a linhagem Ly.a no 4° e 35° dias pés-inoculacédo, o mesmo foi observado na

andlise da producéo dessa citocina em células do pulmao.
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Em células hepaticas a producdo de TNF-a na linhagem H,y.a apresentou inibicéo
no inicio da infecgdo, elevando a producdo nos periodos subseqiientes. Ja alinhagem Ly.a
apresentou maior producdo em relacdo aos controles no 7°, 21° e 28° dias, sendo que
diferencas interlinhagens ocorreram apenas no 35° dia (Hyy-a > Liv-a).

Esses resultados demonstram que o TNF-a foi coadjuvante na contencdo do
processo infeccioso em ambas linhagens, sendo que a andlise na producdo dessa citocina na
linhagem H,y.a em células hepéticas evidencia a importancia dessa citocina na contencéo
do processo infeccioso. Estes dados séo concordantes com Marangoni et al, ** que analisou
a producdo desta citocina por macrofagos hepéticos relacionando esta producdo com a
presenca do LPS da Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae.

M arinho'®®

analisando a produgdo de TNF-o das linhagens Hyy.a € Ljy.a contra
Leptospira icterohaemorrhagiae, observou a producéo elevada na linhagem Ly.a no inicio
da infeccdo e até 0 14° dia este nivel apesar de ndo significante manteve-se estavel. Apos
esse periodo, ocorreu inibi¢do da producéo de TNF-a, justamente no momento em que ndo
se recuperou mais leptospiras. O mesmo foi observado para alinhagem Hyy.a. Cinco et a'*
observaram niveis elevados de TNF-a. em pacientes com leptospirose e correlacionaram a
sua producdo ao estimulo produzido em decorréncia da presenca de peptideoglicano da
leptospira.

Em outro estudo a expressdo do mRNA para TNF-a foi analisada em soros de
hamsters infectados com cepas patogénicas de Leptospira interrogans sorovar
icterohaemorrhragiae, através do PCR, sendo esta citocina observada j& nas primeiras 24

horas pls-inoculagdo e conjuntamente com o0 aparecimento posterior de |IFN-y parece

exercer efeitos sobre o controle dainfeccdo bem como sobre o agravamento das lesdes™’.
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Substancias téxicas, patdgenos ou produtos de seu catabolismo podem ocasionar
alteracbes em tecidos renais, resultando em perda de funcdo rena permanente ou
temporé&ria. Dentre os parametros para avaiar a filtragdo glomerular podemos analisar
nivels séricos de uréia e creatinina que podem se encontrar aumentados em alguns tipos de
disfuncéo renal.

Aumento em valores séricos de uréia estavam presentes nas duas linhagens
analisadas, sendo ligeiramente mais elevado na linhagem mé& respondedora (Low) em
relacdo a linhagem para a boa resposta (High), esse fato pode estar relacionado a menor
capacidade de producdo de anticorpos especificos desta linhagem nos primeiros periodos
pos-infeccdo. Falhas na capacidade de opsonizagdo no inicio da infecgdo, podem ter
favorecido adaptacdo inicial dos antigenos nos tecidos comprometendo a fungdo renal.

Apesar de niveis aumentados de uréia durante os periodos em que os animais foram
analisados, nenhuma ateracdo clinica como irritabilidade, tremores, lordoses e flexfes
anormais de cabeca ou lesdes teciduais irreversiveis foi observada. Alteracfes neurol 0gicas
em decorréncia de niveis elevados de uréia, podem ocorrer por incapacidade dos rins em
excretar esses metabdlitos *°. Entretanto, nesse trabal ho alteragBes teciduais provenientes da
presenca do antigeno e células inflamatdrias se encontravam de forma moderada em quase
todos os periodos analisados, o que justifica os niveis considerados leves de uréia
encontrados nas duas linhagens.

Alguns autores * descrevem que em animais apresentando insuficiéncia renal,
nivels de uréia séricos foram considerados leves (40 a 80mg/dl), com perda de funcéo renal
em torno de 46%. Entretanto, essa disfuncdo ndo interferiu com a filtracdo glomerular

mesmo em presenca de estimulo irritante. Este fato que também pdde ser observado no



78

presente trabalho visto que os animais ndo apresentavam alteracdes clinicas e, sobretudo
pelos niveis moderados de uréia encontrados, que podem ser indicativos de prognéstico
positivo em relacdo a reestruturacéo tecidual .

Embora camundongos da linhagem Low tenham conseguido controlar o agente
infeccioso sobretudo no inicio da infeccdo, os niveis de uréia que podem ser considerados
parametros de avaliacdo da funcéo renal, se encontraram mais e€levados nessa linhagem em
alguns periodos analisados. Esses fatos podem indicar que mecanismos independentes da
presenca do antigeno tecidual podem influenciar na persisténcia de lesdes teciduais, como a
presenca de citocinas ou outros mediadores imunol6gicos e inflamatérios®™. Outros
trabalhos > também associaram a histopatologia da leptospirose com a presenca de
agregacao de infiltrados inflamatdrios, sobretudo no cortex tubular renal .

Niveis normais de creatinina encontrados nas linhagens analisadas como também
descrito por alguns autores™, parece indicar que efeitos da bactéria e suas toxinas
associadas a reagdo inflamatoria local, ndo afetaram a funcdo rena de forma irreversivel,
determinando essas linhagens como animais potencia mente resistentes aos mecanismos de
patogenicidade da Leptospira pomona, uma vez que a permanéncia do agente infeccioso
nos tecidos renais provavelmente foi controlada inicialmente por mecanismos dependentes
de macroéfagos e seus produtos metabdlitos.

Auséncia de niveis séricos detectaveis de creatinina, ndo exclui a possibilidade de
lesOes renais provenientes de fatores irritantes como toxinas bacterianas, agentes quimicos
e imunes complexos formados em decorréncia de processo inflamatério 2°, uma vez que no
presente estudo foram encontradas alteracdes celulares nos tecidos renais mesmo na

auséncia de creatinina sérica
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Como em outros estudos **® os valores de uréia e creatinina encontrados indicam
gue houve azotemia do tipo pré-renal, por fatores sistémicos em presenca do agente,
revelando que os animais foram capazes de controlar o processo infeccioso, pois os tecidos
renais demonstraram boa recuperacéo nos periodos finais da infeccéo.

A utilizacdo dos niveis séricos de uréia e creatinina podem ser bons parametros para
avaliacao dafuncdo rena e, sobretudo em relagdo ao prognostico das |esdes presentes.

A avadiacdo da presenca de antigenos teciduais através de provas que utilizam
enzimas como marcadores pode ser Util na investigagdo de mecanismos de patogenicidade
presentes em alguns microrganismos.

Nos cortes histolégicos avaliados pela técnica de imunoperoxidase, a forma de
apresentacéo das leptospiras, a coloracdo e sua disposicdo nos tecidos, foram semel hantes
as encontradas por Alves et al' e Scanziani et a*. A menor intensidade de coloracdo
apresentada em algumas amostras analisadas pode estar relacionada a distribuicéo ao acaso
das | eptospiras nos tecidos fixados como também observada por Taylor® e Elliset d* ou a
mecanismos de resisténcia das linhagens que possibilitaram a reducdo dos antigenos nos
tecidos renais, reduzindo dessa forma a intensidade de coloragdo principamente a partir do
14° dia p6s-inoculagdo.

A disposicéo das leptospiras de forma dispersa nos tecidos, formando fragmentos ou

isoladas, foram também relatados por alguns autores®#31%

, que consideraram amostras
positivas mesmo gquando o agente se encontrava fragmentado. Entretanto sdo discordantes
de outros trabalhos 01152 que referem a visualizagdo do antigeno claramente nos

tecidos, isoladamente com sua morfologia tipica formando corpos alongados de coloracéo

marrom, observados em microscopia de luz clara.
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A visuaizacdo e disposicéo das leptospiras observadas nos cortes renais, mesmo

guando ndo foi possivel caracterizar o antigeno na sua forma integra, denota positividade
em virtude da presenca de coloragéo dada pelo cromogeno diaminobenziding, indicativo de
reacao antigeno-anticorpo marcado com a peroxidase conforme também relatado por outros
autores 84345,
O anticorpo primario produzido contra os determinantes antigénicos do sorovar
pomona identificou através da imunohistoquimica, o agente nos tecidos, demonstrando
altos niveis de especificidade (100%) em cortes formalizados e emblocados em parafina,
achados esses também observados em outros estudos ** ** 1, A especificidade da técnica
imunoistoquimica utilizando a peroxidase foi confirmada através da ndo coloracdo dos
cortes e impressdes pelo DAB, em conseqiiéncia da omissdo do anticorpo primario,
absorcéo do mesmo com leptospiras formalizadas, como também pela auséncia de reacéo
nos controles negativos. Resultados também verificados por outros autores*93#431,
utilizando pelo menos um dos métodos presentes nesse trabal ho.

Quando comparamos resultados de recuperacdo com a identificacdo do antigeno em
tecido através da imunoperoxidase, observamos que a sensibilidade do teste
imunoistoquimico foi estatisticamente significante apenas no 4° dia pés-inoculacdo em
relacdo as duas linhagens. Entretanto houve boa concordancia em alguns periodos
analisados como os observados na linhagem Hyy.a no 14° periodo pds-inoculacdo e na
linhagem Lv-a no 7° periodo. Analisando-se os resultados obtidos parece ter havido maior
eficiéncia da técnica imunoistoquimica em detectar as leptospiras em tecidos renais, fato
gue pode estar relacionado a dificuldades inerentes ao isolamento, como sensibilidade das

leptospiras quando em meio de cultivo, ou quantidades ineficientes do agente que
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impossibilitaram seu isolamento, fator que pdde ser observado em alguns estudos™,
analisando técnicas imunoldgicas e o cultivo na identificacdo da L. hardjo, e outros
trabalhos™ comparando a imunoistoquimica com o cultivo na identificacdo da leptospira
em tecidos renais suinos.

Apesar de camundongos da linhagem Hy.a terem apresentado maior nimero de
amostras positivas nos tecidos renais até o 14° periodo pés-inoculacdo, essa linhagem
conseguiu eliminar as leptospiras com maior eficiéncia e rapidez em relagdo as linhagem
Liv-a. Tal fato pode estar associado a presenca de complexos imunes, e posterior formacéo
de anticorpos circulantes que nas linhagem H,y.a pode ter ocorrido de forma mais eficiente,
como descrito em estudos™ utilizando camundongos imunossuprimidos.

Menor nimero de amostras positivas nos fragmentos de tecidos renais associado a
niveis de recuperacdo também inferiores dos camundongos L,y.a em relacdo a linhagem
Hiv.a Nos primeiros periodos pos-inoculacdo, sugere que mecanismos relacionados ao
metabolismo acelerado de macrofagos nessa linhagem Ly tenha favorecido a eliminagéo
inicial mais eficiente da leptospira. Por outro lado pode também indicar que este répido
metabolismo possa impedir que macréfagos exibam determinantes antigénicos de forma
adequada, resultando em resposta imune humoral menos €ficiente, pelo menos no inicio do
processo infeccioso e sdo concordantes com outros estudos M2 10 Entretanto, esses
resultados parecem ser discordantes de trabalhos™ que referem ndo haver similaridades
entre a atividade de macrofagos e aumento da atividade imune humoral nas selegBes 111 e
V.

Cerca de 5 a 10% das infecgdes causadas pela leptospira afeta diferentes 6rgéos

como figado, rins e lesdes pulmonares. Nos casos em que se caracteriza a doenca na sua
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forma mais grave caracterizada como Doenca de WEell, ocorre além de sinais como febre e
ictericia, lesbes severas em 0Orgdos resultando em insuficiéncia renal e hepética, sendo a
nefrite tubular e lesdo mais comumente encontrada™.

As adteracbes nos tecidos renais em decorréncia da presenca do antigeno
leptospirico, associado a fatores inflamatérios com presenca de linfécitos, macrofagos,
monaocitos, células plasméticas, entre outros, auxilia no controle da infeccdo, mas também,
favorece graus variaveis de lesdo celular, que pode resultar em danos irreversiveis a funcéo
do 6rgo se o estimulo antigénico persistir por longos periodos'®%.

A leptospira pode estar presente no sitio de infecgdo, independente da presenca de
resposta humoral ou celular. Constituintes da parede externa bacteriana como
lipopolisacarides, glicolipideos e lipoproteinas, sdo fatores determinantes da viruléncia, e
estdo associados & permanéncia do agente nos tecidos renais. Alguns estudos™ sugerem
gue embora possam estar aparentemente saudévels, os camundongos S0 susceptiveis a
colonizacdo de alguns tipos de leptospiras, sendo a capacidade de provocar lesdes em
tecidos dependente de fatores ligados a adaptacdo de microrganismos aos tecidos do
hospedeiro.

As dteragbes degenerativas apresentadas pelos animais infectados foram

concordantes com outros estudos,'®?

gue referem proliferacdo de células inflamatorias
principalmente nos periodos inicias de infeccdo. Alteragdes em presenca do sorovar podem
estar associadas a mecanismos de toxicidade provenientes dos antigenos bacterianos como
LPS, glicoliproteinas, que podem estimular células imunomediadas como leucdcitos

mononucleares no inicio da infecgcdo, e sistema complemento e células responsaveis pelo

resposta imune humoral nos periodos mais avangados da enfermidade.
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A intensidade de lesBes inflamatérias presentes nos animais H,,.a coincide com a
dificuldade inicial desses animais em processar e eliminar o agente infeccioso mais
rapidamente em relacdo as linhagens L;y.a como foi observado na recuperagdo, pois a
presenca da leptospira e infiltrados inflamat6rios no tecidos pode contribuir para o
agravamento das |esdes, fato também observado por Chen™.

De uma forma geral, o estudo da infeccdo pela Leptospira pomona nas linhagens
demonstrou que a producéo de anticorpos e a atividade macrofagica sdo importantes na
contencdo do processo infeccioso que variaram de acordo com 0 compartimento e 0s
periodos analisados. Os resultados comparados a trabalhos com outros sorovares
demonstraram modificacbes parciais de um cardter imunoldgico geneticamente

selecionado, por um agente externo e ndo especifico.
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6. CONCLUSOES

1. Camundongos H e L da selegdo I1V-A foram eficientes em controlar o processo
infecci0so.

2. Valores decrescentes nas taxas de recuperacdo coincidiram com nivels elevados de
anticorpos apresentados entre as linhagens, demonstrando que houve associacéo
entre a producéo de anticorpos e a contencdo do processo infecci0so.

3. A produgdo de H,O,, NO e TNF-a por macrofagos de animais infectados
demonstrou a ativacdo destas células durante a infeccdo e se associou com a
contencdo do processo infeccioso.

4. Nivels séricos de uréia embora tendo sido considerados proximos de valores
normais, justifica as lesdes apresentadas principalmente no inicio do processo
infeccioso, sendo que a dosagem desse metabdlito pode ser utilizada na avaliagéo de
lesBes em decorréncia de processos toxicos €/ou infecci0sos.

5. Niveis mais elevados de uréia presentes na linhagem L;,.a coincidiram com a
persisténcia de lesbes em relacdo a linhagem Hyy.a, indicando que mecanismos
independentes da presenca do antigeno podem favorecer a persisténcia de |esdes.

6. A presenca de leptospiras em cortes renais foi confirmada pela técnica
imunoistoquimica, sendo que essa foi mais sensivel que o cultivo principalmente no
inicio do processo infeccioso.

7. Camundongos da linhagem para a boa (Hv-a) ou ma (L,v-a) resposta a anticorpos,
podem ser Uteis na investigagdo de mecanismos relacionados a resisténcia do

hospedeiro a leptospirose.
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