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genetically selected for high and low antibody production, by means of the
immunoperoxidase technique in renal tissue and bacterial isolation
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RESUMO

0 presente trabalho teve por objetivo identificar a presenga da Leptospira interrogans sorovar pomona em camundongos geneticamente
selecionados para a alta e baixa resposta a anticorpos. Todos os animais foram submetidos ao isolamento bacteriano, imunobistoquimica
(imunoperoxidase) em cortes de tecido renal e coloracdo através da hematoxilina-eosina. A técnica de imunoperoxidase apresentou-se
pouco mais sensivel em relacdo ao cultivo, entretanto, ambas foram bons pardmetros de identificacdo do agente. Presenca de lesoes renais
mais intensas ocorreram em periodos em que bouve maior niimero de bactérias isoladas em meio de cultivo. Camundongos da linhagem
H,, conseguiram eliminar as leptospiras com maior eficiéncia e rapidez em relagdo as linbagem L, , entretanto o estudo demonstrou que
ambas linhagens da selecdo IV-A foram eficientes em controlar o processo infeccioso.
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ABSTRACT

The present work had the objective of identifying the presence of Leptospira interrogans serovar pomona in mice that had been genetically
selected for high and low response to antibodies. All the animals were subjected to bacterial isolation, immunohistochemical analysis
(immunoperoxidase) in renal tissue sections and hematoxylin-eosin staining. The immunoperoxidase technique was little more sensitive
than culturing, but both were good parameters for agent identification. More severe renal lesions were present at times when there were
greater numbers of bacteria isolated in culture medium. Mice of the lineage H,, , were able to eliminate the Leptospira more efficiently and
Jaster than the lineage L,  could. However, the study demonstrated that both lineages of the IV-A selection were efficient in controlling the
infectious process.
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A aglutinagio microscépica com antigenos vivos é
o procedimento mais utilizado na rotina diagndstica®’.
Entretanto, técnicas baseadas em deteccdo histoldgica como a
imunohistoquimica dentre elas, a imunoperoxidase, vém sendo
utilizadas principalmente em pesquisas epidemioldgicas.

Alguns estudos'* comparando a imunoperoxidase e o cultivo
na deteccio de leptospiras em rins, verificaram 100% e 77,5%
de positivos respectivamente, relacionando a menor eficiéncia do
cultivo a reacdo inflamatéria e presenca de contaminantes.

0s hamsters e cobaias sdo animais mais utilizados em
pesquisas sobre os diversos sorovares da leptospira, entretanto,
outros modelos vém sendo utilizados.

Algumas infecgdes tém sido estudadas utilizando modelos
experimentais paraa boa (high) e ma (low) resposta a anticorpos,
com énfase na resisténcia das linhagens H em infec¢des
extracelulares”, ou maior resisténcia das linhagens L contra
patdgenos intracelulares’.

Esse estudo teve por objetivo investigar 0 comportamento
de linhagens de camundongos selecionados geneticamente
para boa ou ma resposta de anticorpos (selecio IV-A) quando
infectados experimentalmente com a Leptospira sorovar pomona,
identificando leptospiras em tecidos renais através da técnica de
imunoperoxidase e isolamento em meio de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Amostra. Foram utilizados 60 camundongos machos das
linhagens high e low da selegdo IV-A com quatro a oito semanas
de idade infectados experimentalmente com o sorovar pomona.
Controles negativos néo infectados foram constituidos por 24
animais pertencentes as mesmas linhagens.

0Os sacrificios foram realizados em periodos determinados e
apos a colheita do sangue, os rins, foram retirados e utilizados nas
técnicas histoldgica de hematoxilina-eosina e imunoperoxidase
0 projeto foi aprovado pelo comité de ética experimental da
Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo-383/2004).

Técnica de soroaglutinacdo. A pesquisa de anticorpos
anti-Leptospira interrogans sorovar pomona foi realizada através
da técnica de aglutina¢io microscépica em limina segundo
técnica de Faine'? em soros obtidos dos camundongos controle
e infectados.

Isolamento. Fragmentos de rins dos animais necropsiados
foram submetidos ao cultivo através de técnica de dilui¢des
seriadas™ 2.

Imunoperoxidase indireta. Os cortes renais foram
submetidos a reacdo de imunoperoxidase segundo técnica
modificada de Ellis e cols'!, para a pesquisa de antigenos
leptospiricos do sorogrupo pomona.

A leitura das laminas foi realizada em microscdpio optico
(Leika) com ocular de 10X e objetiva de 40X e 100X (imersio)
e condensador de campo claro.

Controle de especificidade. Objetivando a redugio de
possiveis reacdes inespecificas o anticorpo foi mantido pré-

incubado em suspensio 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 antileptospira sorovar
pomona para a reacdo antigeno-anticorpo. Em seguida, trés
dreas das 1aminas destinadas aos cortes foram demarcadas com
extensio aproximada de 0,5 centimetro quadrado com o auxilio
de caneta para marcagio imunohistoquimica Dakopen (DAKO
Laboratories). Na primeira drea demarcada foi adicionado o
anticorpo primdrio"', na segunda o anticorpo pré-absorvido com
as leptospiras formalizadas® ' ** e na terceira drea omitiu-se o
anticorpo primdrio"! %,

Técnica histolégica de hematoxilia-eosina. Os
fragmentos renais também foram submetidos 2 técnica de
hematoxilina-eosina, segundo Behmer cols®.

Para comparacio das técnicas de cultivo e imunoperoxidase
utilizou-se a andlise de concordincia Kappa e teste de
proporcdes®. Na andlise sobre a producio de anticorpos foi
utilizada a prova nio paramétrica de Kruskal-Wallis para amostras
independentes

RESULTADOS

A analise dos titulos soroldgicos presentes na Figura 1 revela
que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as linhagens
geneticamente selecionadas, embora aparentemente tenham sido
detectados niveis de anticorpos mais elevados na linhagem H
quando comparada a linhagem L ,, principalmente entre o sétimo
e 0 vigésimo primeiro dias pés-inoculacio. A partir do vigésimo
oitavo dia houve uma acentuada elevagdo dos titulos.

Nos cortes histoldgicos corados pela imunoperoxidase,
a leptospira foi detectada formando massas de aglomerados
filiformes de coloracio amarronzada destacados do fundo azul
corado pela hematoxilina (Figura 2).
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Prova néo paramétrica de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Figura 1 - Média e desvio padrdo sobre a produgdo de titulos sorologicos,
submetidos ao teste de aglutinacio microscopica frente ao antigeno de
Leptospira interrogans sorovar pomona, em camundongos high e low,
inoculados com 2x107 leptospiras/ml.
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Coloragio pela imunoperoxidase indireta. Aumento 40x. Microscopio Leika.

Figura 2 - Fotomicrografia de rim de camundongo high infectado com
Leptospira interrogans sorovar pomona. Observar a presenca de antigenos
de forma dispersa ou no liimen dos tiibulos (setas).

Houve variacio na intensidade de coloragdo principalmente
a partir do 14° dia pés-inoculacio com menor intensidade de
coloracio em laminas que apresentavam nimero reduzido de
antigenos leptospiricos.

Comparando-se o cultivo com a imunoperoxidase houve
maior niimero de amostras positivas nos animais da linhagem H,
em relagdo 2 linhagem L, entre 0 4° e 7° dias pds-inoculagio
(Tabela 1). Entretanto houve diferenca estatistica significativa
(p< 0.05) apenas no 4° dia pés-inoculagdo.Nos periodos finais
os animais da linhagem L passaram a apresentar maior niimero
de positivos em relagio a linhagem H_ .

Tabela 1 - Comparagdo de resultados entre as técnicas de visualizacdo
bacteriana e imunoperoxidase indireta em cortes frente ao cultivo
bacteriano em Camundongos H,, e L,  infectados com o sorovar pomona.
Resultados expressos em niimero de animais positivos por periodo. (15),
total de animais por periodo.

Dias/animais Imunoperoxidase Cultivo
high low high low
(15) (15) (15) (15)
4 12% O* o* 3%
7 12 9 9 6
14 9 9 6
21 3 6 - -
28 - - - -
35 - - - -

*Teste para proporcdes. Diferencas significativas inter-linhagens (HxL) p< 0,05

Foi possivel observar boa concordancia entre as técnicas de
identificacdo daleptospira na linhagem H, apenas no 14° dia pds-
inoculagdo (Tabela 2) o mesmo ocorrendo com a linhagem L,
no 7° dia (Tabela 3). Em outros periodos as concordéncias foram
consideradas moderadas (Tabela 4 e 5), ou fracas (Tabela 6).

A intensidade e o grau de alteracdes celulares observadas
nos tecidos dos camundongos infectados com o sorovar pomona
através da coloragio de hematoxilina e eosina, se caracterizaram
por processo degenerativo a partir do quarto dia ps-inoculagio,
estendendo-se até o vigésimo oitavo dia de infecciio, mesmo
em presenca de resultados negativos no isolamento em meio
de cultivo, variando, entretanto, em diferencas de intensidade
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Tabela 2 - Concordincia entre as técnicas de imunoperoxidase indireta
em cortes (IP) e cultivo bacteriano em Camundongos H,, , no 14° dia
pos-inoculacdo.

Cultivo
P + - Total
+ 6 3 9
- 0 6 6
Total 6 9 15

IP: Teste Kappa= 0,62 [0,22;1,00], boa concordincia.

Tabela 3 - Concordincia entre as técnicas de imunoperoxidase indireta
em cortes (IP) e cultivo bacteriano em Camundongos L, no 7° dia
pos-inoculacdo.

Cultivo
P + - Total
+ 6 3 9
- 0 6 6
Total 6 9 15

IP: Teste Kappa= 0,62 [0,22;1,00], boa concordincia.

Tabela 4 - Concordincia entre as técnicas de imunoperoxidase indireta
em cortes (IP) e cultivo bacteriano em Camundongos H,, A no 4° dia
pos-inoculagdo.

Cultivo
P + - Total
+ 9 3 12
- 0 3 3
Total 9 6 15

Teste Kappa= 0,54 [0,08; 1,00], concordancia moderada.

Tabela 5 - Concordincia entre as técnicas de imunoperoxidase indireta
em cortes (IP) e cultivo bacteriano em Camundongos L, no 4° dia
pos-inoculacdo.

Cultivo
P + - Total
+ 3 3 6
- 0 9 9
Total 3 12 15

Teste Kappa= 0,54 [0,08;1,00], concordincia moderada.

Tabela 6 - Concordincia entre as técnicas de imunoperoxidase indireta
em cortes (IP) e cultivo bacteriano em Camundongos L, no 14° dia
pos-inoculacdo.

Cultivo
P + - Total
+ 3 6 9
- 0 6 6
Total 3 12 15

Teste Kappa= 0,28 [0,0; 0,72], fraca concordéncia.

das lesdes presentes. Entre o quarto e o sétimo dia pds-
inoculagio foram observadas algumas dreas de degeneracio
hidrépica em presenca de infiltrados inflamatérios, sobretudo
polimorfonucleares principalmente préximos a vasos sanguineos.
Entre o quarto e o décimo quarto dia, foi observada com mais
intensidade nefrite intersticial caracterizada por acimulo de
células mononucleares e entre o quarto e o sétimo dia pds-
inoculacdo as alteragdes inflamatérias aparentemente foram
mais freqiientes nos animais das linhagens H, . Entretanto,
nos animais maus respondedores a presenca de lesdes se
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estendeu até o vigésimo oitavo dia comparando-se aos animais
bons respondedores. Nenhum camundongo controle negativo
apresentou quaisquer alteraces histopatoldgicas.

DISCUSSAO

Linhagens de camundongos selecionadas quanto a
diferenciacio na resposta humoral podem apresentar varidveis
graus de resposta antigénica frente a antigenos de multiplicaco
intracelular e/ou extracelular.

Quanto a produgdo de anticorpos contra o sorovar pomona
nas linhagens H e L ndo houve diferengas significativas,
apesar dos animais H, produzirem mais anticorpos entre os
periodos de 7 a 21 dias. Esses resultados sdo parcialmente
discordantes de Marinho cols'®. Estudando a resposta imune
contra o sorovar icterohaemorrhagiae, no qual, a linhagem H
produziu resposta estatisticamente significante em relacio a
linhagem L, mantendo o efeito multiespecifico normalmente

observado nessas linhagens.

Entretanto, s3o concordantes com outros experimentos'
que nfo observaram diferengas significativas na producio de
anticorpos entre as linhagens da selecdo I, quando infectadas
com a Klebsiella pneumoniae.

Durante o processo infeccioso a formagdo de células
fagocitrias e anticorpos opsonizantes sao importantes no controle
da enfermidade, dificultando a permanéncia e adaptacio das
leptospiras no hospedeiro. No presente estudo, foi observado
que a formacdo de anticorpos aglutinantes ocorreu de forma
aparentemente semelhante entre as duas linhagens, embora
tenham sido observados valores discretamente mais elevados
entre os animais da linhagem high em relacio alow, determinando
resposta imune multiespecifica.

A presenca de imunoglobulinas provavelmente reduziu a
capacidade das leptospiras em permanecer de forma vidvel
em tecidos e orgdos, visto por resultado presente nos cultivos,
concordantes com trabalhos observando a produgio de
anticorpos homdlogos IgG contra a Leptospira interrogans
sorovar copenhageni e saprofita isola sacra 1°.

Camundongos da linhagem H, , conseguiram eliminar as
leptospiras com maior eficiéncia e rapidez em relacio as linhagem
L, tal fato pode estar associado a presenca de complexos imunes
e posterior formacio de anticorpos circulantes'.

Com relacdo a imunoperoxidase, a menor intensidade
de coloraciio em algumas amostras pode estar relacionada 2
distribuicio a0 acaso das leptospiras nos tecidos fixados, como
também observado por Taylor* e Ellis cols", ou a mecanismos
de resisténcia dessas linhagens.

0 controle das reacdes inespecificas foi eficiente em confirmar
a especificidade do anticorpo primdrio. Resultados também
verificados por outros estudos " %,

Analisando os resultados obtidos parece ter havido maior
eficiéncia da técnica imunohistoquimica fato que pode estar
relacionado a dificuldades inerentes ao isolamento, como

sensibilidade das leptospiras em meio de cultivo, ou quantidades
ineficientes do agente fator que pdde ser observado em outros
estudos® analisando técnicas imunolégicas e o cultivo na
identificacio da Leptospira sorovar hardjo, como também em
trabalhos comparando a imunohistoquimica com o cultivo na
identificacio da leptospira em tecidos renais de suinos e hamsters
respectivamente'* %,

Menor niimero de amostras positivas em fragmentos de
tecidos renais dos camundongos L, , em relagdo a linhagem H , ,
pode pressupor que mecanismos relacionados ao metabolismo
acelerado de macrofagos na linhagem L, tenha favorecido
a eliminagdo inicial mais eficiente da leptospira, entretanto
pode também indicar que o rdpido metabolismo possa impedir
que macréfagos exibam determinantes antigénicos de forma
adequada, resultando em resposta imune humoral menos
eficiente, pelo menos no inicio do processo infeccioso e sio
dados concordantes com outros estudos®” '3 .

Em estudos utilizando o sorovar icterohaemorrhagiae,
camundongos L, apresentaram-se mais resistentes a infeccdo
com total eliminagéo do parasita a partir do 14° dia de infec¢io
no figado e rins, enquanto animais H,, apresentaram recuperagio
nesses 0rgaos até o 35° dia'’.

Alguns estudos sugerem que embora possam estar
aparentemente sauddveis, os camundongos sio susceptiveis
a colonizacdo de alguns tipos de leptospiras, sendo que a
capacidade de provocar lesdes em tecidos é dependente de
fatores ligados a adaptacdo dos microrganismos aos tecidos do
hospedeiro.

As alteracdes degenerativas apresentadas pelos animais
infectados foram concordantes com estudos® * que referem
proliferacio de células inflamatorias principalmente nos periodos
inicias da infecgfo.

A intensidade de lesGes inflamatérias presentes nos animais
H,, coincide com a dificuldade inicial desses animais em
processar e eliminar o agente infeccioso mais rapidamente em
relagio as linhagens L, como foi observado na recuperagio, pois
a presenga da leptospira e infiltrados inflamatérios no tecidos
pode contribuir para o agravamento das lesdes, fato também
observado por Chen’.

0 estudo demonstrou que as linhagens da selecio IV-A foram
eficientes em controlar o processo infeccioso, e parecem se
comportar de forma diferenciada quando expostas a0s diversos
sorovares da Leptospira.

Os resultados comparados a trabalhos com outros sorovares
demonstraram restricdes na modificagio de um cariter
imunoldgico geneticamente selecionado, por um agente externo
e ndo especifico.

Camundongos da linhagem para a boa (H,,) ou mi (L)
resposta a anticorpos, podem ser uteis na investigacdo a cerca de
mecanismos adaptativos dos sorovares aos diferentes hospedeiros,
sendo que o reconhecimento dos hospedeiros de manutengio
ou acidentais em relacio a um sorovar caracteriza importante
pesquisa epidemiolégica quanto ao potencial infectante de
determinadas espécies animais e do homem.
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