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O papel de imunoglobulinas na nefropatia da leptospirose
em suinos?!
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ABSTRACT.- Gongalves L.M.F, Carvalho S.M., Campos A.P, Carneiro M.S,, Silva E.R.D.ES., Cos-
ta FA.L. & Castro V. 2014. [The role of immunoglobulins in nephropathy of leptospirosis
in pigs.] O papel de imunoglobulinas na nefropatia da leptospirose em suinos. Pesquisa Ve-
terindria Brasileira 34(6):509-514. Setor de Patologia Animal, Universidade Federal do Piaui,
Campus da Socopo s/n, Teresina, P 64049-550, Brazil. E-mail: assiralm@gmail.com
Leptospirosis is an endemic worldwide anthropozoonosis, affecting humans and seve-
ral species of domestic and wild animals. At the beginning of infection is the production
of IgM to control the infection and after a few days, IgG is produced and cause lysis of
circulating leptospires. The objective of this study was to identify deposits of immunoglo-
bulins and antigens of leptospires in kidney tissue, to assess the role of immunoglobulins
in the pathogenesis of leptospirosis nephropathy in pigs. We collected 139 blood samples
and kidney of pigs from the cities of Timon/MA and Teresina/PI, to be evaluated by SAM,
immunohistochemistry and PCR. Interstitial nephritis, fibrosis, vasculitis; swollen glome-
ruli hypercellularity and diffuse in a pig were main pathological changes found. Immuno-
histochemistry leptospira antigen detected in 60 pigs. Deposits of IgG, IgM and IgA were
observed in the endothelium of glomerular capillaries, the capillaries intertubulares and
the Bowman'’s capsule, marked focal, diffuse, global and segmental. The deposition of IgM
and IgA was significantly higher in infected pigs, strangely deposits of IgG was significan-
tly higher in non-infected pigs, where there was no presence of antigen leptospires nor
tubulointerstitial injury. We conclude that Leptospira antigen in porcine kidney relates to
deposits of [gM and IgA but not IgG deposits.

INDEX TERMS: Leptospirosis, immunoglobulins, swine.

RESUMO.- A leptospirose é uma antropozoonose endémi-
ca em todo o mundo, que afeta o homem e varias espécies
de animais domésticos e silvestres. No inicio da infec¢ao ha
producdo de IgM para o controle da infeccdo e ap6s alguns
dias, IgG sao produzidas e provocam lise das leptospiras
circulantes. Objetivou-se neste estudo identificar depoésitos
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de antigeno de leptospiras e imunoglobulinas no tecido re-
nal, para avaliar o papel de imunoglobulinas na patogénese
da nefropatia da leptospirose em suinos. Foram colhidas
139 amostras de sangue e rim de suinos das cidades de Te-
resina/PI e Timon/MA, que foram avaliadas pela SAM, imu-
noistoquimica e PCR. Nefrite intersticial, fibrose, vasculite,
tumefacao do tufo glomerular e hipercelularidade difusa
foram as principais altera¢es histopatoldgicas encontra-
das. A imunoistoquimica detectou antigeno de leptospira
em 60 suinos. Depdsitos de IgG, IgM e IgA foram observa-
dos no endotélio de capilares glomerulares, dos capilares
intertubulares e na capsula de Bowman, com marcacio fo-
cal, difusa, global e segmentar. A deposicdo de IgM e IgA foi
significantemente maior nos suinos infectados. Estranha-
mente depositos de IgG foi significantemente maior nos su-
inos nao infectados, onde ndo havia presenca de antigeno
de leptospiras e nem lesdo tdbulo-intersticial. Concluimos
que antigeno de leptospiras no rim de suinos esta relacio-
nado a depésitos de IgM e IgA mas nado a depoésitos de IgG.
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TERMOS DE INDEXACAO: Leptospiroses, imunoglobulinas, sui-
nos.

INTRODUCAO

As leptospiroses sdo antropozoonoses endémicas em todo
o mundo, causadas por espécies patogénicas de Leptospira
sp. Sdo consideradas doencas emergentes que afetam o ho-
mem e varias espécies de animais domésticos e silvestres
(McBride et al. 2005).

0 mecanismo de lesdo provocado pelas leptospiras nos
hospedeiros é complexo e pouco compreendido. Os estudos
apontam para acdo direta da bactéria sobre células do hos-
pedeiro com producao de toxinas e enzimas proteoliticas e
consequente lesdo tecidual (Faine et al. 1999, Daher et al.
2010). Essa acao esta relacionada a inibigdo da expressdo
de genes que codificam proteinas do citoesqueleto de cé-
lulas endoteliais e da matriz extracelular, proporcionando
uma maior motilidade e disseminac¢ido das leptospiras no
organismo (Martinez & Fahey 2010).

Por outro lado, tanto o sistema imune inato (Daher et
al. 2010) quanto o adquirido (Chassin et al. 2009), partici-
pam da defesa contra a agdo das leptospiras sobre o orga-
nismo do hospedeiro. A lipoproteina LipL32 é a mais im-
portante proteina de membrana externa (OMPs) que afeta
diretamente as células dos tibulos proximais, aumentando
consideravelmente a expressdo de genes e de proteinas
pré-inflamatérias, tais como 6xido nitrico sintase induzi-
vel (iNOS), proteina 1 quimiotatica para mondcitos (CCL2/
MCP-1), RANTES (CCL5/Regulated on Activation, Normal
T Cell Expressed and Secreted) e fator de necrose tumoral
(TNF-a). A estimulagdo de iNOS e CCL2-MCP-1 pelo LipL32,
depende da presenca de receptores Toll-like (TLRs) em cé-
lulas dos tabulos proximais, principalmente o TLR2 e TLR4
(Daher et al. 2010).

Por atuarem como patdégenos extracelulares, as leptos-
piras incitam uma resposta imune adquirida dependente
da producdo de anticorpos e da ativagdo da via classica do
sistema do complemento, sendo que, a maioria dos anticor-
pos, sdo produzidos contra o LPS (lipopolissacarideo). Es-
tudos evidenciam que a fagocitose de leptospiras por neu-
trofilos e macroéfagos s6 acontece apds a opsonizagio por
imunoglobulina G (IgG) especifica (Banfi et al. 1982, Wang
etal. 1984).

A resposta imune humoral é o principal mecanismo de
defesa contra a leptospirose. No inicio da infec¢do sdo pro-
duzidas imunoglobulinas do tipo IgM para o controle da in-
fecgdo. Apds alguns dias, imunoglobulinas do tipo IgG sao
produzidas e provocam lise das leptospiras circulantes. Os
anticorpos aderem ao lipopolissacarideo da bactéria num
processo de opsonizagio, preparando-os para serem fago-
citados por macré6fagos, o que resulta na diminuicdo dos
sinais clinicos. No entanto, a bactéria permanece nos rins,
sendo excretada na urina por varios meses apoés a infecgio
(Costa et al. 1981, Monteiro 2003). Nesse tipo de resposta
imune, ha uma maior participacio de IgG e IgM, seja apds
infec¢do natural ou imunizagdo, no entanto no homem ob-
serva-se uma maior producdo de imunoglobulinas da clas-
se IgM (Adler et al. 1980, Petchclai, Hiranda &Potha 1991).

Complexos imunes circulantes podem estar correlacio-
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nados com a severidade dos sintomas. Sugere-se que o au-
mento na severidade da doenca de Weil, possa ser resultan-
te de uma resposta imune humoral intensa, ja que faléncia
renal, trombocitopenia e alteragdes pulmonares aparecem
na fase imune da doenca (Galli et al. 1985, Abdulkader et al.
2002). Em um estudo experimental realizado com cobaias,
foi observado grande quantidade de antigeno de leptospi-
ra, na fase tardia da infecgdo, localizado principalmente no
intersticio renal, enquanto os depoésitos de imunoglobuli-
nas G (IgG) e complemento 3 (C3) foram visualizados em
glomérulos e nas paredes de pequenos vasos sanguineos
(Yasuda et al. 1986), sugerindo que as lesdes renais obser-
vadas na leptospirose possam ser mediadas por complexo
imune (Noronha et al. 1995).

0 presente estudo teve como objetivo identificar depo-
sitos de antigeno de leptospiras e imunoglobulinas no teci-
do renal, para avaliar o papel de imunoglobulinas na pato-
génese da nefropatia da leptospirose em suinos.

MATERIAL E METODOS
O material constou de amostras de sangue e fragmentos de rim
de 139 suinos adultos, provenientes das cidades de Teresina/PI
e Timon/MA.

Amostras de sangue foram colhidas no momento da sangria
do animal e o soro foi armazenado a -20°C até o processamen-
to. Ap6s o abate dos animais, foram colhidos fragmentos de rim,
fixados em formol neutro a 10% tamponado com fosfato 0,01M
pH 7,2 (formol tamponado), em solugdo de Duboscq-Brasil e con-
servados em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) com
glicerol a 10%.

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela
técnica de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM) em laboratérios
credenciados. O critério adotado para o soro ser considerado
como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por campo
microscopico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi
aquele que apresentou maior titulo, sendo as demais aglutinacdes
consideradas reagdes cruzadas.

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

Cortes de tecido renal foram preparados em laminas com ade-
sino Silane A174 (Pharmacia, USA) para imunoistoquimica. Apos
desparafinizagdo procedeu-se o bloqueio de peroxidase endége-
na, seguido do desmascaramento de antigeno em forno micro-
ondas em solu¢do Tris HCl pH 1. Em seguida as amostras foram
incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-leptospira
(produzido no Setor de Patologia Animal da Universidade Federal
do Piaui - UFPI) e com anticorpo monoclonal anti-IgM (NB716),
anti-IgG (NB738) e anti-IgA (NB725) de suino (NOVUS BIOLO-
GICALS, LLC). A amplificacdo da reagdo foi feita com o sistema
“EnVision*”, peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA,
K4003), para detecgio de antigeno de leptospira e com o sistema
Estreptavidina-peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA, Cédigo P0397), para deteccdo das imunoglobulinas. A re-
velacdo das reagdes foi feita com solugdo de Diaminobenzidine/
Plus, liquido, K047 (Diagnostic BioSystems, USA) e contracolora-
¢do com hematoxilina de Harrys (QEEL, SP).
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Os parametros utilizados para definir a marcagdo de imunois-
toquimica, tanto para antigeno de leptospira, quanto para deposi-
tos de imunoglobulinas, foram a intensidade da coloragéo, identi-
ficagdo do tipo de célula imunocorada, distribuicdo e localizagdo
das células e depo6sitos imunocoradas, sendo que uma coloragdo
leve foi considerada negativa.

Do tecido renal congelado foi feita a extragdo e purificagdo de
DNA utilizando-se o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Pro-
mega), seguindo instrucdes do fabricante.

Para amplificagdo do DNA de Leptospira spp. foram utilizados
os oligonucleotideos Lep-1 (5 GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’) e
Lep-2 (5" TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3') (Mérien et al. 1992)
(Invitrogen®). O ciclo empregado foi o preconizado por Richtze-
nhain (Richtzenhain et al 2002).

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

Como controle positivo para a leptospirose foi utilizado DNA
extraido de cultura de Leptospira interrogans sorovar Icterohae-
morragiae. Como controle negativo da PCR foi utilizado a mistura
dos reagentes usados na reagido da PCR sem DNA molde, comple-
tando-se o volume com 5 pL de 4gua ultrapura. Para controle in-
terno da reacgdo foi utilizado a mistura dos reagentes usados na
reacdo, porém com os primers para {3-actina.

A andlise dos dados foi realizada por testes estatisticos ndo
paramétricos: Método de Kruskal-Wallis e Student-Newman-
-Keuls, para comparagdo entre grupos e o teste de Mann-Whitney,
para comparagdo entre dois grupos. Adotou-se o nivel de signifi-
cancia de p<0,05.

RESULTADOS

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

As alteragoes tubulo-intersticiais encontradas foram nefrite
intersticial, caracterizada pela presenca predominante de
linfécitos e macréfagos (Fig.1), de distribuicdo focal, peritu-
bular e perivascular, com intensidade variando de minima
a moderada. Observou-se também fibrose de intensidade
minima a média, vasculite, tumefagio de endotélio vascular,
degeneracgdo de células epiteliais tubulares, atrofia de tibu-
los, congestdo da regido medular, tumefacdo do tufo glome-
rular e hipercelularidade difusa em um suino. Nos suinos
ndo infectados, tais alteragdes ndo foram observadas.

A técnica de imunoperoxidase demonstrou antigeno de
leptospira em 60 suinos dos 139 analisados. A avaliacdo
semi-quantitativa realizada em 23 suinos, revelou que o
antigeno estava presente em maior quantidade nas células
epiteliais tubulares, seguido pelas células glomerulares, cé-
lulas intersticiais, células epiteliais parietais da capsula de
Bowman e células inflamatoérias (Fig.2) (p<0,05; Teste de
Kruscal-Wallis).

Depositos de IgG, em um padrao granular, foram ob-
servados no endotélio de capilares glomerulares, como
marcacgdo focal, global e segmentar, na capsula de Bow-
man, no endotélio dos capilares intertubulares (Fig.3). IgM
foi observada no endotélio de capilares glomerulares, em

Fig.1. Rim. Suino infectado naturalmente por Leptospira spp..
Infiltrado inflamatério mononuclear na regido cortical. PAS,
0bj.40x.
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Fig.2. Antigeno de Leptospira em células glomerulares, células
epiteliais tubulares e células epiteliais parietais da capsula de
Bowman, em rim de suino naturalmente infectado por Leptos-
pira sp. Imunoperoxidase. Obj.40x.
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Fig.3. IgG no glomérulo de suino naturalmente infectado por Lep-
tospira spp. Imunoperoxidase, obj.40x
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um padrio granular, apresentando uma marcacgdo difusa e
global, e no endotélio dos capilares intertubulares (Fig.4).
A imunocoloragdo para IgA foi observada no endotélio de
capilares glomerulares, em um padrao granular, com mar-
cacdo focal, global e segmentar; na capsula de Bowman, no
endotélio dos capilares intertubulares e em células epite-
liais tubulares (Fig.5).

IgM e IgA em glomérulo estavam presentes em quanti-
dade maior nos suinos infectados em comparagao aos nao
infectados, sendo que para IgM, houve diferenca significan-
te também em capilares intertubulares (Fig.6 e 7) (p < 0,05;
Teste Mann Whitney), no entanto, a marcac¢do de IgG em
glomérulo nos suinos nio infectados foi maior que nos in-
fectados (Fig.8) (p<0,05; Teste Mann Whitney).

A técnica de PCR mostrou amplificagdo de DNA de lep-
tospiras em sete (5%) das 139 amostras de tecido renal
analisadas.

0 diagndstico de leptospirose é complexo, pois dos trés
métodos utilizados apenas a IMH detectou antigeno onde a
sorologia também detectou infeccdo, mas a reciproca nao é
verdadeira, pois foram detectados antigenos de leptospiras
por IMH onde ndo foi encontrado sorovar infectante, e a
sorologia e IMH detectaram infeccao onde a PCR nao de-

Fig.4. IgM no glomérulo de suino naturalmente infectado pbr Leptos-
pira spp. Imunoperoxidase, obj.40x.

Fig.5. IgA no glomérulo de suino naturalmente infectado por Leptos-
pira spp. Imunoperoxidase, obj.40x.
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Fig.6. Analise semiquantitativa da marcagdo de IgM (mediana de
escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em suinos infec-
tados e ndo infectados. N = N2 de animais por grupo. *p<0,05
(Teste de Mann Whitney).
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Fig.7. Analise semiquantitativa da marca¢do de IgA (mediana de
escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em suinos infec-
tados e ndo infectados. N = N2 de animais por grupo. *p<0,05
(Teste de Mann Whitney).

tectou (Quadrol). A comparacdo dos trés testes utilizados
para o diagndstico de infeccdo por leptospiras, revelou que
a imunoistoquimica apresentou sensibilidade de 53,6% e
53,1% comparada a sorologia (SAM) e reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR), respectivamente, e especificidade
de 100%.

DISCUSSAO

As principais alteragdes histopatoldgicas encontradas nos
suinos infectados foram nefrite intersticial linfohistioci-
taria, focal, peritubular e perivascular, fibrose, vasculite,
tumefacdo de endotélio vascular, degeneracido de células
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Fig.8. Andlise semiquantitativa da marcagdo de IgG (mediana de
escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em suinos infec-

tados e ndo infectados. N = N2 de animais por grupo. *p<0,05
(Teste de Mann Whitney).

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

Animais SAM Sorovar IMH IgG IgM IgA PCR
Infectados
02 - - - + 42 12 +
06 - - - 20 + 32 +
53 - - - 2P + 52 +
80 - - + 1° + + +
87 - - + + + + +
89 - - + + + + +
110 - - - 1° 52 32 +
111 + Icterohaemorragiae + + 32 + -
115 + Grippotyphosa + + + +
121 + Grippotyphosa + + + 3a -
123 + Grippotyphosa + + 42 + -
131 - - + + 52 + -
138 - - + 2b + + -
142 + Pyrogenes + 1° 32 1° -
143 + Canicola + + + + -
Nio infectados
03 - - - 22 20 0° -
17 - - - 32 3b 20 -
42 - - - 22 2b 1° -
56 - - - 32 30 1° -
98 - - - 22 3b 20 -
116 - - - 32 3b 1° -

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

epiteliais tubulares, atrofia de tdbulos, tumefa¢do do tufo
glomerular e hipercelularidade glomerular difusa em um
suino. Essas altera¢des variavam em intensidade minima
a moderada. Nally et al. 2004 verificaram pouco infiltra-
do inflamatério peritubular, sendo que os achados mais
freqilientes foram necrose de células tubulares, com algu-
mas apoptoéticas, e aumento de mitoses, como indicativo
de regeneracio tubular, sem alteracido glomerular. Em ca-

mundongos infectados, Marinho 2008 verificou hipercelu-
laridade glomerular, infiltrado mononuclear focal, perivas-
cular e periglomerular, espessamento de membrana basal
glomerular e degeneracdo de tiibulos da cortical. A lesdo
tubulo intersticial encontrada nos suinos deste estudo e
também relatada, por Maxie (1993), é a lesao tipica pro-
vocada pelas leptospiras, a exce¢do da lesdo glomerular
que ndo tem sido descrita com muita frequéncia (Marinho
2008, Gongalves et al. 2011).

As causas das alteracdes renais observadas ainda ndo
sdo bem conhecidas, mas estdo relacionadas com a pre-
senca de antigeno de leptospira, que estava localizado em
células epiteliais tubulares, células glomerulares, células
intersticiais, capsula de Bowman e em menor quantidade
nas células do infiltrado inflamatdrio. Nao foi encontrada a
bactéria nos rins, mas antigeno e DNA de leptospiras foram
detectados. Em modelos experimentais de cobaias e Hams-
ter as leptospiras tem sido observadas na membrana basal
glomerular, entre as células tubulares, no limen de tibu-
los, no intersticio e, em alguns casos, dentro de glomérulos
(Haawinckel et al. 2004, Nally et al. 2004).

Depésitos de imunoglobulinas em glomérulos, podem
ser decorrentes da formacao de complexo imune circulante
(Noronhaetal. 1995), ou de uma reagao cruzada com prote-
inas da membrana basal glomerular em casos de glomeru-
lonefrite anti-membrana basal glomerular, como tem sido
observado no homem (Craig et al. 2009). O primeiro caso
parece improvavel, pois, apesar de alguns estudos aponta-
rem para esse mecanismo (Noronha et al. 1995), sabe-se
que a sobrevivéncia de leptospiras nos rins decorre da fal-
ta de ativacdo do sistema complemento (Meri et al. 2005)
e essa auséncia do complemento nao favorece a formagao
de complexo imune. No segundo caso, mais provavel, ain-
da ndo conhecemos a acdo de anticorpos anti-membrana
basal glomerular nos animais, a exce¢do do cdo em casos
de nefropatia hereditaria (Thorner et al. 1989), de modo
que esse aspecto ndo pode ser esclarecido neste trabalho.
Por outro lado, depésitos de IgM, IgA, IgG e C3 tem sido ob-
servados no alvéolo pulmonar do homem e em cobaias in-
fectadas experimentalmente com leptospiras, como parte
da sindrome de Goodpasture (Craig et al. 2009), sugerindo
que esse mesmo processo possa ocorrer também nos rins
(Nally et al. 2004, Croda et al. 2010).

De um modo em geral depoésitos de imunoglobulinas
estavam presentes tanto nos suinos infectados quanto nos
ndo infectados. Fraga et al. 2011 destacaram que ainda
ndo esta claro se depoésitos de imunoglobulinas nos rins
podem estar relacionados com a lesao renal. Contudo, a
deposicdo de IgM e IgA foi significantemente maior nos
suinos infectados, onde antigeno de leptospiras e lesdo
tubulo-intersticial estavam presentes, comparado aos nao
infectados, o que aponta para a importancia dessas imu-
noglobulinas na patogénese da lesdo renal. Estranhamente
depdsitos de IgG foram significantemente maiores nos su-
inos ndo infectados, onde nado havia presenca de antigeno
de leptospiras e nem lesdo tubulo-intersticial, sugerindo
um mecanismo de protecao e nao de injuria renal, pois na
auséncia e baixa expressao de IgG, antigeno de leptospiras
estavam presentes.

Pesq. Vet. Bras. 34(6):509-514, junho 2014
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CONCLUSAO

Concluimos que antigeno de leptospiras no rim de suinos
estd relacionado a depdsitos de IgM e IgA mas ndo a dep6-
sitos de IgG.
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