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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Tatiane Mendes Varela Ramos

A leptospirose humana e animal representam um problema de saude publica de
importancia no Brasil e no Mundo. O homem pode se contaminar pela exposi¢cao ao
animal infectado ou ao seu meio ambiente. Diversos estudos tém focalizado o
desenvolvimento de uma nova geragdo de vacinas baseadas na identificacdo de
proteinas da membrana externa (OMPs), as quais podem ser relevantes na
interagdo parasito-hospedeiro e estimular imunidade heterdloga. Contudo, ha
limitacbes no estabelecimento de modelos experimentais para o estudo de vacinas,
sendo o principal objetivo deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade e a resposta
imune protetora em camundongos C3H/Hed a infecgado por Leptospira. Assim, foi
utilizado um isolado clinico de Leptospira sorovar Copenhagen (25179) para os
testes de susceptibilidade. Dezenove de 27 camundongos (4-5 semanas de idade)
foram infectados com Leptospira nas doses equivalentes a 1,8 x 10°, 2,5 x 10° e 2,3
x 10°% nos trés experimentos subseqiientes. Deste total, 9 camundongos foram
susceptiveis a dose letal, sendo que o evento fatal ocorreu 7 a 10 dias apds a
infeccdo experimental. No 21° dia, os 10 camundongos que sobreviveram foram
sacrificados para a coleta de sangue, assim como a retirada dos rins e do figado.
Todos apresentaram titulos elevados de anticorpos aglutinantes (1:1600 a 1:6400)
detectaveis pelo teste de aglutinacdo microscépica (MAT). Apds extragdo de
antigenos (LPS e OMPs) da cepa 25179, um soro imune de camundongo revelou
uma banda de 39,35kDa do extrato de OMPs pela técnica de Western blotting
(anticorpo secundario anti-lgG de camundongo). Porém, ndo houve revelagdo da
banda caracteristica do LPS de Leptospira utilizando o mesmo anticorpo secundario.
As leptospiras foram isoladas em cultura dos rins de 8 e do figado de 2, dentre 10
animais sobreviventes. PCR detectou DNA de Leptospira nos rins de 9 dos
camundongos infectados. Os dados obtidos confirmam a susceptibilidade e a
potencial utilizagdo do modelo para estudos ligados a patogénese da leptospirose.
Entretanto, tais resultados obtidos ndo s&o conclusivos devido a auséncia de
resposta imune de anticorpos dirigidos ao LPS, e de uma fraca resposta de
anticorpos as proteinas da membrana externa. Investigagdes adicionais s&o
necessarias na tentativa de entender o mecanismo imune e a patogénese da
leptospirose humana.
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SUMMARY
MASTER THESIS

Tatiane Mendes Varela Ramos

Human and animal leptospirosis represents a serious public health problem in Brazil
and in many other parts. When in contact with infected animals or their environment
human being can be infected. Several studies have been trying to develop a new
generation of vaccines based on the identification of outer membrane proteins
(OMPs). These epitopes can be relevant either to host-parasite relationship or to
induce heterologous immunity. However, there are limitations to establish an animal
experimental model to test the effectiveness of such vaccines. Hence, the main goal
of this work is to evaluate the susceptibility and the protective immune response of
C3H/Hed mice to the leptospiral infection. In a previous study, a Leptospira strain
isolated from a patient, identified as belonging to the sorovar Copenhagen (25179),
was used for the susceptibility tests. This strain was used to infect 19 out 27 mice (4
to 5-weeks old) with a dose of 1.8 x 10°, 2.5 x 10° and 2.3 x 10° in the three
subsequent experiments. Approximately half of the mice tested (n = 9) showed
susceptibility to a lethal dose and died 7-10 days later. In the 21 day, all the mice
that survived (n = 10) were killed and had their blood, kidneys and liver collected or
removed. All mice had shown high titre of agglutinate antibodies (1:1600 to 1: 6400)
detected by the microscopy agglutination test (MAT). The antigens (LPS and OMPs)
from the 25179 strain were extracted and the Western blotting using a secondary
mouse antibody revealed a band of 39,35kDa of OMPs extract. On the other hand,
the same secondary antibody did not recognize any band from the LPS extract. Of
the 10 mice that have survived, Leptospira was recovered from the kidney (n = 8)
and liver (n = 2). Although the results are still not conclusive, the PCR was positive
for the kidney of nine infected mice. The results presented here confirm the
susceptibility and a potential application of the model to test the Leptospira
pathogenesis. Previous studies have shown an immune response against the OMPs,
but in our work it was detected a weak immune response to the OMPs and no
immune response to the LPS. This point out to need of additional investigations for a
better understanding of the immune response and pathogenesis of human
leptospirosis.
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1. INTRODUGAO

Leptospirose € uma zoonose de ampla distribuicdo geografica, que afeta tanto
os animais quanto o homem. E causada por espiroquetas invasivos pertencentes ao
género Leptospira. A primeira descricdo da doenga conhecida ainda hoje como
“‘Doenca de Weil” ocorreu em 1886. O ambiente contaminado é fonte de infecgéo
indireta para o homem e os animais domésticos. A infecgdo pode ser assintomatica
ou produzir uma ampla variedade de sinais e sintomas que se confundem com
outras doencas febris. Atualmente sao reconhecidos mais de 230 sorovares
patogénicos de Leptospira. De acordo com os dados da literatura, a diversidade dos
sorovares esta relacionada a diferencas na estrutura e composicdo do
Lipopolissacarideo (LPS). O LPS das leptospiras representa o alvo primario para o
sistema imune inato, porém, numerosos estudos mostraram que o LPS de
leptospiras possui atividade endotéxica consideravelmente menor que o LPS tipico
das bactérias Gram-negativas. As proteinas de membrana externa (OMPs)
representam também um dos principais alvos da resposta imune devido a
localizagdo na superficie da célula bacteriana. Algumas OMPs - ja identificadas
como potenciais imundégenos - tém sido objeto de estudos ligados ao
desenvolvimento de vacinas de subunidades. As mesmas tém sido objeto de
diversas publicagdes e incluem lipoproteinas (LipL32, LipL36, LipL41, LipL48, LipL21
e Q1p42), a proteina transmembrana designada OmpL1, proteinas periféricas como
a LipL45 e proteinas com dominios semelhantes as imunoglobulinas. Os modelos
experimentais mais utilizados no estudo da patogénese, manutengdo de cepas
virulentas e estudos de poténcia de vacinas sao cobaios e hamsters recem-
desmamados. Todavia, ha diversas limitagdes no uso destes animais para o
desenvolvimento de vacinas. Uma das principais razdes € a falta de informacéao a
respeito dos mecanismos imunologicos envolvidos na resposta imune protetora.
Camundongos da linhagem C3H/Hed s&o susceptiveis a infecgdo letal por L.
interrogans sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni e representam uma

alternativa em relagao aos hamsters e cobaios.



2) REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Leptospirose

Leptospirose € uma zoonose de importéncia global, que afeta tanto os
animais quanto o homem. E causada por espiroquetas invasivos pertencentes ao
género Leptospira. A infeccdo humana pode ser subclinica, detectada por
soroconversdao em grupos de risco, ou apresentar diferentes graus de severidade
(FAINE et al., 1999).

2.2 — Historico

O primeiro a descrever a doenca infecciosa caracterizada por ictericia e
insuficiéncia renal foi Adolf Weil, em 1886. Este quadro clinico, caracteristico dos
casos graves de leptospirose, ainda hoje é associado ao seu nome, sendo chamado
de “doenca de Weil”. Porém, uma sindrome aparentemente idéntica a doenca
descrita por Weil, que acometia trabalhadores de esgoto ja havia sido descrita varios
anos antes (FAINE, 1994).

Antes da descricdo de Weil ja existiam evidéncias de ictericia causada por
leptospiras no inicio do século XIX. Acredita-se que o espiroqueta L. interrogans
sorovar Icterohaemorrhagiae tenha sido introduzido na Europa oriental no século
XVIII, com a disseminagao de Rattus norvergicus vindos da Eurasia (FAINE, 1994).

A demonstragdo do agente etiolégico da leptospirose ocorreu em Janeiro de
1915 por dois pesquisadores japoneses, Inada e Ido, que anunciaram a descoberta
do agente causador da “doenca de Weil’. O espiroqueta foi entdo nomeado
Spirochaeta icterohaemorrhagiae japonica. Em outubro de 1915, apds ser anunciada
a deteccao de um espiroqueta em paciente sofrendo da “doencga de Weil” na Europa,
o agente foi renomeado Spirochaeta icterohaemorrhagiae (INADA et al., 1916;
Kobayashi 2001).

Os primeiros relatos de casos humanos e da presenca do S.
icterohaemorrhagiae em roedores no Brasil ocorreram em 1917 (ARAGAO, 1917).
Em seguida, foram relatados casos esporadicos, até a ocorréncia de surtos
epidémicos em grandes cidades, nos estados do Rio de Janeiro, Pernambuco, Séo
Paulo e Bahia (GONCALVES, 1988). As primeiras investigagdes epidemiolégicas

sistematizadas foram motivadas pelo impacto de epidemias urbanas, sendo



baseadas em inquéritos soroldgicos e bacterioldgicos que comprovaram a circulagao
da bactéria em animais portadores. Tais investigagdes também comprovaram taxas
de prevaléncia de anticorpos em grupos populacionais expostos ao risco (PEREIRA
& ANDRADE, 1988; 1990).

Depois de um grande surto epidémico ocorrido no estado do Rio de Janeiro
em 1988, foram identificados os primeiros casos graves de leptospirose. Estes foram
marcados pela presenca de hemorragia pulmonar e insuficiéncia respiratoria, sendo
manifestacbes mais proeminentes e fatais da doenca (GONCALVES et al., 1992).
Casos semelhantes tém sido detectados mais freqlientemente, sendo comprovados
recentemente pelo isolamento e identificagcdo do agente etioldgico (Da SILVA et al.,
2002).

2.3 — A bactéria

Os agentes etiolégicos da leptospirose compreendem um grupo heterogéneo
de espécies patogénicas pertencentes ao género Leptospira. Sdo espiroquetas que
exibem uma forma em espiral longa, fina e flexivel, sendo altamente modveis e
apresentando uma ou ambas as extremidades em forma de gancho. As leptospiras
sao aerobias obrigatdrias e podem ser cultivados em meios liquidos, semi-solidos e
sélidos, porém o crescimento in vitro € fastidioso. A temperatura ideal para o cultivo
situa-se na faixa de 28-30°C e o tempo de geragdo em cultura ou em modelos
animais é de 6 a 8 h. As leptospiras exibem movimentos caracteristicos de rotacéo e
translacao auxiliados pela forma em espiral e por dois filamentos axiais ou flagelos
com insergdes polares, localizados no espaco periplasmatico entre a membrana
citoplasmatica e o envoltério externo (BHARTI et al., 2003; AVELAR & PEREIRA,
2004).



Figura 2.1 - Micrografia eletrénica de varredura mostrando a morfologia
caracteristica do género Leptospira. L. biflexa da colegado de culturas do
Laboratério de Referéncia Nacional para Leptospirose. Imagem
gentilmente cedida pela Dra Danielle Frias Ribeiro Bisaggio.

Os espiroquetas compartilham caracteristicas de bactérias Gram-positivas e
de Gram-negativas, porém nao sao classificados como pertencentes a esses
grupos. Como observado nas bactérias Gram-positivas, a membrana citoplasmatica
de espiroquetas esta intimamente associada com a parede celular de
peptideoglicana. Os espiroquetas também possuem membrana externa, que age
como uma barreira protegendo antigenos subjacentes, como o endoflagelo, do
ambiente externo. Porém, a membrana externa dos espiroquetas parece ser fluida e
labil, em contraste com a membrana externa das bactérias Gram-negativas (HAAKE,
2000; BHARTI et al., 2003).
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Figura 2.2- Modelo de exportagao de lipoproteinas de espiroquetas.

A- Prolipoproteina (com peptideo sinal) imediatamente apés secrecao; B-
Lipoproteina na camada externa da membrana citoplasmatica; C-
Lipoproteina na camada interna da membrana externa; D- Lipoproteina
exposta na superficie da membrana externa; Lsp - Peptidase de sinal; SecA/
SecYE/SecDF - Complexo translocase. Imagem adaptada de Haake, 2000.

O género Leptospira, do ponto de vista taxonémico, apresenta complexidade
histérica e cientifica. Até 1989 eram conhecidas duas espécies de Leptospira: L.
interrogans, que compreende todas as cepas patogénicas, e L. biflexa, contendo as
cepas saprofitas isoladas do meio ambiente (FAINE & STALLMAN, 1982). Porém, o
conceito de espécie evoluiu como um grupo de organismos que tem como origem
um ancestral comum, na qual a geragao de diversidade genética resultou em clones
com diferentes graus de recombinag&o. Os clones sdo caracterizados com um
consideravel grau de consisténcia fenotipica, um grau significativo de hibridizagéo
DNA-DNA e um alto grau de similaridade na sequéncia 16S rDNA (LUDWIG et al.,
1998).



Com base na homologia DNA-DNA sao atualmente identificadas 17 espécies
patogénicas e ndo patogénicas pertencentes ao género Leptospira, sendo pelo
menos 8 patogénicas, e mais de 300 sorovares, dentre eles 230 patogénicos
(BHARTI, 2003; PAPPAS & CASSIO, 2006). Entretanto, a classificacdo molecular é
problematica uma vez que nao corresponde ao sistema de classificagao soroldgica
que tem sido util para os clinicos e epidemiologistas por muitos anos. De acordo
com a classificagcdo genotipica, cepas patogénicas e ndo patogénicas podem
pertencer a uma mesma espécie (YASUDA et al., 1987). Além disso, a manutengao
das designacdes L. interrogans e L. biflexa também leva a confusdes de modo que
sao utilizados os termos L. interrogans sensu lato e L. biflexa sensu lato para se

referir as espécies designadas pelos critérios de analise de DNA (BHARTI, 2003).

A sorotipagem se baseia na estabilidade de antigenos expressos na
superficie da bactéria e nas reagdes antigeno-anticorpo, determinadas no teste de
aglutinagdo microscopica com absorcdo cruzada (CAAT) (WHO, 2003). Para a
realizacao do CAAT é necessario ter uma coleg¢ao de cepas de referéncia e preparar
os anti-soros de coelho correspondentes, o que torna este teste demorado. Por esta
razao, o CAAT é utilizado principalmente em casos de novas cepas, que
representam novos sorovares, porém, nao pode ser utilizado para identificacao de
rotina (WHO, 2003; YASUDA & ROMERO, 2006).

Na classificagdo sorolégica o termo sorotipo foi substituido pela designagao
sorovar, que é definido como a unidade taxon6mica basica das leptospiras e é
representado por uma cepa de referéncia (WHO, 2003). De acordo com os dados da
literatura, a diversidade de sorovares esta relacionada com diferencas na estrutura e

composic¢ao do Lipopolissacarideo — LPS (CULLEN et al., 2003).

Sorovares patogénicos de Leptospira interrogans sao considerados como um
grupo distinto de espiroquetas. Além de outros elementos, os estudos bioquimicos,
soroldgicos e genéticos demonstraram a presenga de LPS e dos genes Ipx, os quais
codificam enzimas envolvidas na sintese do lipidio A (NASCIMENTO et al., 2004;
QUE-GEWIRTH et al., 2004). Entretanto, o LPS de Leptospira difere do LPS tipico
de bactérias Gram-negativas nas atividades bioldgicas, estas serdo explicadas

adiante.



Tabela 2.1. Classificagao de espécies do género Leptospira

Espécies Sorovar Sorogrupo

Patogénicas

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae

Copenhageni Icterohaemorrhagiae
Lai Icterohaemorrhagiae
Canicola Canicola
Australis Australis
Bratislava Australis
Bataviae Bataviae
Hebdomadis Hebdomadis
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Hardjo Sejroe

L. alexanderi Manhao3 Manhao

L. fainei Hurstbridge Hurstbridge

L. inadai Lyme Lyme

L. kirschneri Bim Autumnalis
Cynopteri Cynopteri
Grippotyphosa Grippotyphosa
Mozdok Pomona
Panama Panama

L. borgpetersenii Ballum Ballum
Castellonis Ballum
Javanica Javanica
Sejroe Sejroe
Tarassovi Tarassovi

L. weillii Celledoni Celledoni

L. noguchii Fortbragg Autumnalis

L. santarosai Brasiliensis Bataviae
Georgia Mini

L. broomii N&o designado

Genomoespécies 1  Pingchang Ranarum

Nao patogénicas

L. biflexa Patoc Semaranga

L. meyeri Semaranga Semaranga

L. wolbachii Codice

Genomoespécies 3 Holland Holland

Genomoespécies 4 Hualin Icterohaemorrhagiae

Genomoespécies 5 Saopaulo Semaranga

Tabela adaptada de Bharti, 2003 e Morey et al., 2006



2.4 — Epidemiologia

Como ja mencionado, a leptospirose € considerada a zoonose mais
disseminada do mundo (WHO, 2003). O ambiente contaminado € a fonte de
infeccao indireta para o homem e animais domésticos, pois animais portadores
eliminam leptospiras no ambiente pela urina. O clima tropical favorece a manutengéo
da bactéria no meio ambiente, e também o contato do homem com as fontes de
infeccao (AVELAR & PEREIRA, 2004).

A veiculagao hidrica representa o principal mecanismo de transmissao de
leptospiras dos animais infectados para o homem e, frequentemente esta associada
aos surtos epidémicos. Abrasdes na pele decorrentes de imersao prolongada em
agua contaminada podem representar uma porta de entrada para o espiroqueta que
apresenta propriedades invasivas peculiares (AVELAR & PEREIRA, 2004). Os
roedores sao 0s principais reservatérios nas areas urbanas, sendo a espécie Rattus
norvergicus a de maior importancia epidemiolégica (PEREIRA & ANDRADE, 1988;
PEREIRA & ANDRADE 1990; FARIAS et al., 1997).

Nos portadores naturais, a infeccdo € crdonica com colonizagdo da bactéria
nos tubulos renais e eliminag&do intermitente através da urina, sem evidéncias de
alteragdes patologicas. As interacbes do espiroqueta com os hospedeiros
constituem processos dindmicos nos quais algumas espécies podem ser suscetiveis
a determinados sorovares e refratarias a outros. Ha uma relagao estreita entre
determinados sorovares e algumas espécies de animais que representam 0s seus
portadores naturais. O sorovar Copenhageni, por exemplo, é frequentemente isolado
de ratos, e os sorovares Canicola e Hardjo isolados de caes e bovinos,
respectivamente. Baseado nisto, a identificacdo do sorovar pode indicar a provavel
fonte de infecgao entre os animais. Porém, ndo ha regras absolutas e uma espécie
pode ser portadora de sorovares diferentes em areas geograficas distintas no Brasil
(FAINE et al., 1999; PEREIRA, 2005).

No Brasil, todas as regides apresentam relatos de casos de leptospirose que
geralmente se concentram em areas urbanas. Epidemias ocorrem a cada ano nos
periodos de fortes chuvas. As comunidades urbanas carentes (favelas) sdo as mais
afetadas, sendo notificados anualmente mais de 10.000 casos de leptospirose
grave, devido a reincidéncia das chuvas. Os surtos epidémicos nessas areas sao
caracterizados por altas taxas de mortalidade em poucos dias de hospitalizagao,

causando impacto na saude publica, e contribuindo com uma elevada proporgao



para o total de casos notificados e/ou confirmados no pais (KO et al.,, 1999;
McBRIDE et al., 2005).

L. interrogans sorovar Copenhageni é o principal agente etiologico nas
regides Sudeste e Nordeste do pais. As informagdes a respeito da etiologia em
outras regides sao escassas ou inexistentes. Durante epidemias que ocorreram em
diferentes locais e periodos de tempo na regido Sudeste do Brasil, cepas clinicas
isoladas de seres humanos e de animais apresentaram relag&o clonal, indicando
fontes e reservatorios comuns (PEREIRA et al., 2000).

A leptospirose tem sido uma das primeiras hipéteses diagnésticas na
investigacao de casos de o6bitos causados por febres hemorragicas na periferia de
areas urbanas ou em areas rurais. Porém, devido a distédncia dos laboratorios de
referéncia e dificuldades na investigagdo epidemioldgica, a maioria dos casos
suspeitos ndo é confirmada através de exames laboratoriais especificos (PEREIRA,
2005).

2.5 — Manifestagoes clinicas

A infecgao por espiroquetas do género Leptospira pode ser assintomatica ou
produzir uma ampla variedade de sinais e sintomas que se confundem com outras
doencgas febris. Evidéncias sorolégicas de infecgdo s&o encontradas em 15 a 40%
dos individuos que foram expostos, mas nado desenvolveram a doenca. Nos casos
sintomaticos de leptospirose, as manifestagdes clinicas variam de leve a moderada
ou grave, podendo ser fatais. Mais de 90% dos individuos sintomaticos apresentam
a forma mais branda e, geralmente anictérica, enquanto a forma grave com ictericia
ocorre em 5 a 10% dos pacientes infectados (WHO, 2003).

O periodo de incubacao é de uma a duas semanas, podendo variar de 2 a 30
dias. A doenca apresenta um carater bifasico, mas a distingdo entre a primeira e a
segunda fase nem sempre € tdo evidente. A primeira fase, ou fase de bacteremia,
corresponde a disseminagdo das bactérias no sangue e em outros liquidos
corporais, com duragao de 4 a 7 dias. A segunda fase, ou fase imune inicia-se com o
aparecimento de anticorpos e eliminagdo das bactérias na urina de forma
intermitente, tendo duracéo de 10 a 30 dias (FAINE et al., 1999).

2.5.1. Forma anictérica



O inicio da forma anictérica € quase sempre subito, com febre alta e continua
com calafrios, ocorrendo cefaléia intensa e constante, algumas vezes com fotofobia.
E comum o aparecimento de hiperemia conjuntival, além de mialgia que & intensa e
generalizada, mais notavel nas panturrilhas. Dor abdominal, diarréia, nauseas e
vomitos sao frequentes e podem levar a desidratacdo. O comprometimento
pulmonar manifesta-se através de tosse, dor toracica, em alguns casos com
hemoptise. @~ Podem  ocorrer ocasionalmente linfadenomegalia, faringite,
hepatomegalia, esplenomegalia e erupg¢ado cutanea, que dura menos de 24 h
(FARIAS et al., 1997; FAINE et al., 1999).

A sindrome anictérica dura uma semana geralmente, e a resolugéo coincide
com o aparecimento de anticorpos, caracterizando a segunda fase ou fase imune.
Nesta fase, os sintomas sdao mais variaveis, com duracdo de poucos dias, mas
ocasionalmente podem durar semanas. A febre e as mialgias sdo mais brandas do
que na fase leptospirémica. Durante a fase imune pode ocorrer o desenvolvimento

de meningite asséptica em aproximadamente 15% dos pacientes (LEVETT, 2001).

2.5.2. Forma ictérica

Esta forma também ¢é conhecida como leptospirose ictérica, leptospirose
grave, leptospirose ictero-hemorragica ou sindrome de Weil. A sindrome de Weil é
caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal, disturbios hemorragicos e alta
mortalidade.

A apresentagao clinica inicial nao difere da forma anictérica. Porém, 10% dos
pacientes apds 4 a 9 dias de doenga desenvolvem ictericia, disfungdo renal e
vascular, que distingue os casos mais graves e ndo segue o padréo bifasico que é
caracteristico e evidente na forma anictérica. A ictericia pode ser intensa e na
maioria das vezes nao esta associada a necrose hepatica grave. Raramente ocorre
morte por insuficiéncia hepatica, sendo comum a hepatomegalia, enquanto que a
esplenomegalia € observada em 20% dos casos (FARIAS et al., 1997; FAINE et al.,
1999).

A insuficiéncia renal ocorre geralmente durante a segunda semana da
doenga. A hipovolemia e a diminui¢do da perfusdo sanguinea renal contribuem para
o desenvolvimento de necrose tubular aguda com oliguria ou anuria. A dialise é

sempre necessaria, mas na maioria dos casos a fungao renal é completamente
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recuperada (ESEN et al., 2004). O comprometimento pulmonar é comum, resultando
em tosse, dispnéia, dor toracica, hemoptise e até insuficiéncia respiratoria (LEVETT,
2001).

Recentemente, tem sido caracterizada uma nova forma de evolucéo clinica da
leptospirose, a forma pulmonar grave da leptospirose (FPGL). A FPGL representa a
manifestacdo mais severa da doenca, com evolugdo rapida, e taxa de mortalidade
em torno de 51%, sendo caracterizada por hemorragia alveolar e insuficiéncia
respiratéria aguda (NALLY et al., 2005° DURSUN et al., 2007). De acordo com
observagbdes de casos bem documentados no Brasil, os pacientes sao jovens
adultos saudaveis e os casos relatados foram causados pelo sorovar Copenhageni
(Da SILVA et al.,, 2002). Os sintomas clinicos incluem a hemorragia pulmonar
intensa e grave, que leva a insuficiéncia respiratéria e a morte por asfixia. A
evolucdo é rapida e o obito pode acontecer em menos de 72h apds o inicio dos
sintomas respiratorios. Muitas vezes o paciente ndao desenvolve ictericia ou
insuficiéncia renal. A fatalidade € na maioria dos casos inevitavel, porém relatos de
casos recentes sugerem que o diagnéstico e intervengao precoces podem melhorar
o prognostico da FPGL (Da SILVA et al., 2002).

Contudo, ainda ha duvidas se a apresentagdo clinica recentemente
diagnosticada constitui uma individualidade clinica ou representa apenas uma
complicagdo pulmonar especifica que ocorre na evolugdo da forma ictérica ou
leptospirose grave. Nao sido conhecidos os fatores que influenciam a relativa
viruléncia do agente etiolégico e o espectro das manifestagdes clinicas (PEREIRA,
2005).

2.6 - Diagnostico laboratorial

A confirmacéao laboratorial de um caso suspeito de leptospirose é baseada na
demonstracdo da presenca de leptospiras, fragmentos de DNA ou deteccédo de
anticorpos especificos. Portanto, a coleta de amostras deve ser realizada de acordo
com a probabilidade de detec¢do do agente etioldgico através do isolamento ou de
reagdes positivas nos outros testes (WHO, 2003).

O cultivo de leptospiras a partir do sangue ou liquor e a reacédo em cadeia da
polimerase (PCR) sao positivos na fase de bacteremia, que equivale a primeira
semana da doenga. Nesta fase, os testes sorolégicos podem ser negativos ou

apresentarem titulos baixos. A partir da segunda semana da doenga, as leptospiras
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e os fragmentos de DNA s&o encontrados na urina e os testes sorolégicos podem
ser positivos. No caso de pacientes que evoluem para o 6bito, a imunohistoquimica
e a PCR sao os métodos mais utilizados para confirmagéo da leptospirose. Porém,
apenas os laboratdrios de referéncia ou de pesquisa podem realizar testes com esse
nivel de complexidade, uma vez que dispdem de reagentes ndo comercializados
como cepas e anti-soros de referéncia (FUNASA 2002; WHO 2003).

2.6.1 — Isolamento de leptospiras

O isolamento de leptospiras a partir do sangue pode ser feito através do
cultivo em meio Ellinghausen (ELLINGHAUSEN, McCULLOUGH, 1965 a; 1965 b;
1967), ou similares. Contudo, as leptospiras crescem lentamente de modo que, os
métodos de isolamento sdo pouco utilizados com propdsito de diagndstico. Porém,
somente através deste método ha a possibilidade de isolamento da bactéria e
tipagem, o que permite obter informagdes sobre os sorovares circulantes na regiéo,
contribuindo para o estudo epidemiologico regional (FARIAS et al.,1997; WHO,
2003).

Para isolamento de leptospiras a partir do sangue, o mesmo deve ser colhido
com anticoagulante (heparina), em condi¢des assépticas, antes da administracao de
antibiéticos e nos primeiros 10 dias de doencga. Apds esse periodo, as amostras sao
geralmente negativas. O ideal € que o sangue seja colhido no leito do paciente e em
seguida inoculado em meio de cultura. No caso de isolamento de leptospiras a partir
da urina, € necessario que a amostra seja inoculada em meio de cultura, até duas
horas apos a coleta, pois as leptospiras morrem rapidamente na urina, devido ao pH
acido. O mesmo procedimento deve ser realizado para isolamento a partir de liquor
(WHO, 2003).

2.6.2 — Reagao da polimerase em cadeia - PCR

O diagnéstico molecular da leptospirose baseado em PCR permite a
amplificacao in vitro de segmentos de DNA presentes no plasma, soro, urina, liquor
ou tecidos obtidos na autopsia. A PCR é uma técnica que apresenta alta
sensibilidade e rapidez de execucao, além de permitir a deteccdo de leptospiras no
inicio da infeccédo (BROWN et al., 1995; WHO, 2003). Os testes baseados em PCR

podem fornecer o diagndstico precoce, o que é importante na conduta terapéutica e
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essencial para a rapida identificacdo de casos, na iminéncia de epidemias (BROWN
et al., 1995; MERIEN et al.,1995).

Para o diagnéstico da leptospirose, tém sido aplicados pares de iniciadores
especificos para regides do gene flaB (flagelo) e G1-G2 (16S RNA ribossomal), os
quais geram fragmentos com 793pb e 285pb, respectivamente (GRAVEKAMP et al.,
1993; KAWABATA et al., 2001). Estudos realizados por Kawabata e colaboradores
(2001) demonstraram que ao ser utilizado o par de iniciadores especificos para o
gene flaB, havia uma reacdo positiva para todas as espécies patogénicas de
Leptospira analisadas, mas nao para as saprofiticas. Contudo, estudos anteriores
realizados por Gravekamp e colaboradores (1993), utilizando o par de iniciadores
G1-G2, demonstraram que nao havia reagao positiva para L. kirschneri, a qual

representa uma importante espécie patogénica.

2.6.3- Testes sorologicos

Dentre os testes sorolégicos, os mais utilizados sdo os de ELISA-IgM e
aglutinagdo microscépica (MAT, do inglés microscopic agglutination test). Os testes
de ELISA-IgM sao mais simples e estdo disponiveis no mercado. Ja o MAT baseia-
se na estabilidade de antigenos expressos na superficie da bactéria, principalmente
o LPS e nas reacgdes antigeno-anticorpo. Este teste é restrito aos laboratorios de
referéncia, pois requer a manutengdo de uma bateria de antigenos de referéncia,
gue inclui os sorovares recomendados pela OMS (FAINE et al, 1999; WHO 2003).

Devido as caracteristicas de sensibilidade e especificidade, o MAT é
considerado o teste sorolégico “padrao-ouro”, recomendado pelos especialistas nas
diversas publicacbes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Sao utilizados
painéis contendo diversas cepas de referéncia, a fim de permitir a deteccao de
infeccdes causadas pelos sorovares mais freqlientes e por sorovares incomuns ou
que nao foram descritos na regido. A necessidade de microscopia de campo escuro
para visualizagdo da aglutinagdo e a manutencdo de uma grande bateria de
antigenos vivos em cultura restringem o uso do MAT a laboratérios de referéncia
(WHO, 2003).

A interpretacdo dos resultados dos testes sorolégicos deve ser baseada no
exame de amostras pareadas ou sequenciais, uma vez que é importante detectar a
soroconversao (resultado negativo na primeira amostra e reagente na segunda, ou

variacao de quatro vezes nos titulos entre duas amostras). As amostras devem ser
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colhidas com intervalo de 7 a 21 dias e a sorologia negativa na fase inicial ndo exclui
a hipétese diagnoéstica (WHO, 2003).

Controle negativo:
sam aglutinagao

25% de aglutinagao

Figura 2.3- Representagiao esquematica do padrao de aglutinagao passivel de
ser observado em microscépio de campo escuro. Imagem adaptada de Farias
et al., 1997.

2.7 — Patogénese

Os mecanismos envolvidos na patogénese da leptospirose podem envolver
tanto os efeitos diretos das leptospiras no hospedeiro, quanto a resposta imune do
hospedeiro a infec¢do. Um mecanismo importante de viruléncia € a motilidade, que
permite a migragao das leptospiras através dos meios viscosos, sendo importante no
inicio da infecgdo e na disseminagdo das bactérias do sitio de entrada até sitios
alvos dentro do hospedeiro (BHARTI et al., 2003).

As infecgdes naturais iniciam-se com a entrada das leptospiras através da

pele, provocadas por diversos fatores, dentre eles ferimentos ou abrasdes (ou pele
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macroscopicamente intacta). Também pode ocorrer penetragcdo através de
membranas mucosas intactas, especialmente a conjuntiva, orofaringe e nasofaringe.
Ao atingir o sangue, inicia-se uma fase de bacteremia, com rapida disseminagao das
leptospiras para diversos 6rgaos e sistemas. Esta fase ocorre entre 4 e 7 dias de
doencga, onde os espiroquetas podem ser isolados a partir do sangue e do liquor. As
alteragdes patologicas mais proeminentes sdo observadas no pulmao, figado e rim,
mas podem ser encontradas em outros orgaos. Com a formacéo de anticorpos, as
leptospiras desaparecem do sangue periférico e podem ser isoladas a partir da
urina. As disfungdes organicas e lesdes teciduais mais marcantes coincidem com a
fase de circulagao de anticorpos no soro (FAINE et al., 1999, LEVETT, 2001).

2.8- Resposta imune

O sistema imune compreende dois componentes, a imunidade inata e a
adquirida, ambos trabalhando cooperativamente para protecdo do hospedeiro contra
agentes infecciosos. A imunidade inata precede e fortalece a resposta imune
adaptativa. A imunidade adquirida é caracterizada por especificidade e memoria, e é
exercida por linfécitos T e B. Cada linfécito expressa receptores de superficie com
especificidades unicas gerados durante a maturagao. A imunidade inata é a primeira
linha de defesa contra o crescimento e dispersdo bacteriana na fase inicial da
infeccdo. Os maiores efetores da resposta imune inata sdo os fagdcitos tais como
macrofagos, neutrédfilos e células dendriticas (ABBAS et al, 2003; SHIZUO &
HIROAKI, 2003).

A compreensao da imunidade inata foi acelerada a partir de 1990 com a
identificagao da proteina Toll presente em Drosophila e critica para a defesa contra
infeccbes fungicas. Esta observagao abriu as portas para a descrigdo de proteinas
similares, chamadas receptores tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-Like Receptors) em
células de mamiferos (YANG et al., 1998; SHIZUO & HIROAKI, 2003).

A familia de TLRs em humanos consiste de 10 receptores que sao criticos na
resposta imune inata. Estes receptores reconhecem e respondem a um repertério
distinto, porém limitado de produtos microbianos conservados nos chamados
padrées moleculares associados aos patdégenos (PAMPS, do inglés pathogen-
associated molecular patterns). Assim, o sistema imune inato é capaz de discriminar

diferentes grupos de patdgenos e induzir uma cascata de respostas adaptativas
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efetoras (Figura 2.4). Além disso, os TLRs sao classificados como membros da
superfamilia de receptores da interleucina 1 (IL-1R) (SHIZUO; HIROAKI, 2003).

O reconhecimento ou detec¢cdo de PAMPs dispara uma complexa cascata de
eventos que levam a indugao de uma variedade de genes proinflamatorios. Em
seres humanos, mondcitos e macrofagos respondem ao LPS (endotoxina) por
inducdo da expressao de citocinas, proteinas de adeséo e enzimas envolvidas na
producao de pequenos mediadores inflamatérios (YANG et al., 1998; SHIZUO &
HIROAKI, 2003).

O conhecimento da resposta imune a Leptospira spp. ou a patogénese da
leptospirose permanecem ainda pouco elucidados. A imunidade naturalmente
adquirida que protege contra reinfecgao por Leptospira spp mostrou ser sorovar
especifica em modelos animais (ADLER & FAINE, 1977). Foi proposto que esta
imunidade pode estar ligada aos anticorpos dirigidos contra oligossacarideos do LPS
de leptospiras. Este representa um alvo primario na resposta imune inata devido a
sua imunodominancia, e ao estimular o sistema imune inato através do receptor
TLR2, mecanismo que pode ser importante na leptospirose (WERTS et al., 2001).
Além disso, experimentos também demonstraram que LPS de Leptospira spp ativa
predominantemente TLR2 em células humanas, ao passo que em células de
camundongos pode ativar tanto TLR2 quanto TLR4 (NAHORI et al., 2005).

Estudos recentes utilizando modelos animais demonstraram que TLR4 exerce
papel crucial na protecao do hospedeiro durante a infec¢ao por leptospiras. Ensaios
in vitro demonstraram que a producgao de citocinas proinflamatdrias e quimiocinas
em resposta a Leptospira spp. € dependente de TLR4 e MD-2, este presente na via
de sinalizagdo do TLR4, porém independente de CD14 (VIRIYAKOSOL et al., 2006).
CD14 é um componente importante na interagdo do LPS com o receptor TLR4, pois
quando o LPS é capturado pela proteina ligadora de LPS (LBP, do inglés
Lipopolysaccharide binding protein) forma-se o complexo LPB-LPS-CD14, que ativa
o receptor TLR4 (SHIZUO & HIRAKI, 2003). Estas observagdes indicam que uma via
da resposta imune inata, dependente de TLR4, contribui como importante
componente na protecdo contra morte de camundongos com leptospirose severa, e
ainda controla a proliferacdo bacteriana durante infeccdo crbénica subletal
(VIRIYAKOSOL et al., 2006).
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Figura 2.4. Esquema de ativagcao celular via TLRs por diferentes padroées
moleculares associados aos patégenos (PAMPs), com produgcao de
mediadores inflamatérios. TLR- receptor tipo Toll; IFN-B — interferon —beta;
IFN- a — interferon-alfa; TNF- fator de necrose tumoral; COX2- ciclo-oxigenase
2; IL-18- interleucina-18. Imagem adaptada de O’ Neill, 2004.

O ponto principal na resposta imune é a determinacao do tipo de resposta
adaptativa a ser ativada. Quando um linfécito T auxiliar (Th, do inglés T helper)
“virgem” é ativado por uma célula apresentadora de antigeno (APC, do inglés
Antigen Presenting Cell), ela pode se diferenciar em tipos de células efetoras,
chamadas Th1 e Th2. A natureza do patégeno invasor e o tipo de resposta imune
inata determinam qual tipo de Linfécito T auxiliar vai se diferenciar (ABBAS et al.,
2003).

A resposta tipo Th1 € um componente da imunidade mediada por células que
geralmente é considerada necessaria para resisténcia aos patdgenos intracelulares.
E caracterizada por producdo de interferon-gama (IFN-y) e IgG2, além de ativagdo
de macréfagos e linfécitos T citotdxicos (NAIMAN et al., 2001; ABBAS et al., 2003).

A resposta tipo Th2 promove uma boa resposta de anticorpos, sendo

importante para resisténcia aos patégenos extracelulares. E caracterizada pela
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producao de IL-4 pelos linfécitos T e producao de anticorpos dos isotipos IgE, IgG1 e
IgA pelos linfocitos B (NAIMAN et al., 2001; ABBAS et al., 2003).

O papel da imunidade mediada por células na defesa do hospedeiro a
infeccao por Leptospira spp. tem sido estudado porém com pouco conhecimento em
modelos animais € em seres humanos. Um estudo recente mostrou que bovinos
imunizados com vacina constituida de leptospiras mortas possuem Linfécitos T
CD4+ e Linfocitos T gama-delta (yd) que respondem com proliferagdo in vitro,
produzindo IFN-y apds estimulagdo com preparagao antigénica de Leptospira
(NAIMAN et al., 2001).

Estudos realizados em modelos animais e em seres humanos levaram as
evidéncias indiretas de que Linfocitos T y6+ podem exercer um papel importante na
defesa contra infecgcoes por bactérias (BOOM,1999). Os linfécitos T y6 mostraram
reconhecer fosfoantigenos n&o peptidicos, independente do processamento ou de
APC e sdo capazes de produzir citocinas de ambas as respostas Th1 e Th2
(KLIMPEL et al., 2003).

Outros estudos ainda demonstraram que pacientes com leptospirose aguda
apresentaram um significante aumento do numero de Linfécitos Tyd no sangue
periférico, indicando que Leptospira spp. pode ativar células T y6 e células T af
(KLIMPEL et al., 2003).

2.9 — Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia de leptospira sdo expressos por cepas patogénicas
apenas em hospedeiros suscetiveis (PEREIRA, 2005). Devido a habilidade de
invadir os tecidos do hospedeiro, Leptospira spp. possui uma variedade de
potenciais fatores de viruléncia que podem facilitar a colonizacédo, adeséo e invasao
(BHARTI et al., 2003).

2.9.1 - Lipopolissacarideo

O LPS representa o componente mais abundante na composicido da
membrana externa de Leptospira no cultivo in vitro. Numerosos estudos mostraram
que o LPS de leptospiras possui atividade endotdxica consideravelmente menor que
o LPS tipico das bactérias Gram-negativas, com diferentes propriedades

bioquimicas, fisicas e biolégicas, provavelmente devido a diferengas na estrutura do
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lipidio A, o qual representa a por¢ao biologicamente ativa do LPS (QUE — GEWIRTH
et al., 2004). Entre as propriedades do LPS de L. interrogans, encontra-se a
capacidade de ativagdo de macrofagos via TLR2, ao invés do TLR4, que é o
receptor ativado pelo LPS tipico das bactérias Gram-negativas (WERTS et al., 2001,
QUE — GEWIRTH et al., 2004).

Devido a imunodominancia do LPS, durante muitos anos os estudos
realizados para determinagcdo de potenciais imundgenos para vacinas foram
focalizados nesta estrutura (GUERREIRO et al., 2001). Preparacdes de LPS podem
conferir imunidade protetora, mas geralmente é sorovar especifica. Porém, utilizando
um pequeno numero de diferentes sorovares, preparacdées com proteinas da
membrana externa mostraram conferir prote¢cao heterdloga. Diante das dificuldades
de preparacdo de vacinas de LPS multivalentes, a identificagdo de antigenos
protéicos conservados para o0 uso em vacinas e diagnostico de leptospirose é de
critica importancia (AMUTHA et al., 2006). O sequenciamento do DNA genémico de
Leptospira interrogans sorovar Lai cepa Lai (ZHANG, 2005) e sorovar Copenhageni
(GAMBERINI, 2005) representa um novo campo para o desenho de novas vacinas e

sorodiagnosticos.

2.9.2 — Proteinas de Membrana Externa

O estudo de proteinas de membrana externa (OMPs, do inglés outer
membrane proteins) é de grande interesse. Estas proteinas estdo localizadas na
superficie celular, possibilitando a interagdo dos patégenos bacterianos com o
hospedeiro (HAAKE, 2000).

Diferente das bactérias Gram-negativas, a membrana externa dos
espiroquetas patogénicos apresenta baixa densidade de OMPs (SHANG et al.,
1995). Com base nesta hipotese, ha uma correlagao entre diminuicao dos niveis de
OMPs transmembrana e patogenicidade em L. kirschneri e Borrelia burgdorferi
(HAAKE et al., 1998). As OMPs podem participar na patogénese bacteriana atuando
como adesinas, alvo de anticorpos, porinas e receptores para moléculas soluveis
(HAAKE et al., 1993). Além disso, todos os espiroquetas patogénicos compartilham
a propriedade de serem capazes de causar infecgao persistente em hospedeiros
mamiferos. (HAAKE, 2000).

Pelo menos trés classes de OMPs de leptospira ja foram identificadas:
lipoproteinas (LipL32, LipL36, LipL41, LipL48, LipL21 e Q1p42), a proteina
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transmembrana designada OmpL1, proteinas periféricas como a LipL45 e proteinas
com dominios semelhantes as imunoglobulinas (MATSUNAGA et al., 2003; ZHANG
et al., 2005).

Como em outros espiroquetas, muitas das proteinas mais abundantes de
Leptospira parecem ser lipoproteinas, as quais estdo ancoradas a membrana nao
por dominios transmembrana, mas por acidos graxos modificados no residuo de
cisteina amino-terminal (HAAKE et al., 1998). A caracterizagao de lipoproteinas deve
incluir a determinacao se esta proteina € exportada para a membrana externa e/ou
exposta na superficie, pois lipoproteinas de superficie podem estar envolvidas na
interacdo dos espiroquetas com o ambiente, e na interagdo com o hospedeiro
mamifero (Figura 2.2) (HAAKE, 2000).

OmpL1 foi a primeira OMP a ser descrita em Leptospira, sendo originalmente
identificada por imunoprecipitacdo de superficie, comparando-se culturas de L.
kirschneri virulentas e atenuadas (HAAKE et al., 1991). Neste estudo, foi observado
que OmpL1 esta presente em quantidades extremamente pequenas, o que foi
correlacionado com a baixa densidade de particulas da membrana externa
observada por microscopia eletronica (HAAKE et al.,, 1991). Com a realizagdo da
clonagem e do sequienciamento do gene omplL1, foi demonstrado que este gene
esta presente em todas as espécies patogénicas de Leptospira que foram estudadas
e esta ausente nas n&o patogénicas. Sua massa molecular foi estimada em 31kDa
(HAAKE et al., 1993).

Em estudos realizados por Shang et al (1996), foram descritas oito
lipoproteinas em L. kirschneri, além da clonagem e sequenciamento de uma dessas
proteinas, a LipL41. ApoOs clivagem do peptideo sinal pela peptidase, a massa
molecular estimada ¢é de 36,8kDa (SHANG et al., 1996). Ensaios de
imunoprecipitacdo de superficie indicaram que LipL41 é exposta na superficie
(HAAKE et al.,, 1998). Outros estudos demonstraram que OmpL1 e LipL41 sao
antigenicamente conservados entre espécies patogénicas de Leptospira. Foi
demonstrado que quando expressas como proteinas de membrana, OmpL1 e
LipL41 juntas promovem significativo nivel de protecdo em hamster (HAAKE et al.,
1999).

Outra lipoproteina presente na membrana externa ja identificada foi a LipL36,
a qual difere da LipL41 na sua expressao e localizagdo. Ha evidéncias de que
LipL41 é exportada para regidao externa da membrana externa, enquanto a LipL36 é

restrita a regiao periplasmatica. Apds clivagem do peptideo sinal, a massa molecular
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estimada é de 35,3kDa (HAAKE et al., 1998). Ensaios de imunoprecipitagcdo de
superficie mostraram que LipL36 ndo esta exposta na membrana (SHANG et al,
1996).

Estudos demonstraram que LipL36 € expressa de formas diferentes durante
crescimento em cultura, enquanto que LipL41 permanece constante. LipL36 esta
presente em grandes quantidades em L. kirschneri durante o inicio da fase de
crescimento, porém comecga a diminuir na metade da fase Log (HAAKE et al., 1998).
Além disso, ensaios de imunohistoquimica demonstraram a presenga de OmpL1 e
LipL41 no tecido renal de hamster infectado, porém LipL36 ndo foi detectada,
indicando que ha diminuicdo da expressao desta proteina in vivo (BARNETT et al.,
1999).

Dentre as lipoproteinas, a LipL32 € a proteina mais abundante dentro do perfil
de proteinas de Leptospira spp. A sequéncia do gene lipL32 é altamente conservada
entre espécies patogénicas de Leptospira. Apds clivagem do peptideo sinal, a
massa molecular foi estimada em 27,6kDa (HAAKE & MATSUNAGA, 2002). Assim
como OmpL1 e LipL41, LipL32 é expressa por L. kirschneri dentro dos tubulos renais
(HAAKE et al., 2000).

Estudos com OMPs de L. kirschneri demonstraram que LipL32 pode estar
envolvida na patogénese da leptospirose levando a nefrite tubulo-intersticial, pela
indugao de resposta inflamatoria através da ativagédo do fator de transcricdo nuclear
NF-kB (YANG et al., 2002). Também foi demonstrada reagéo forte de LipL32 com
soros humanos positivos para leptospirose, o que sugere que esta proteina pode ser
uma forte candidata ao desenvolvimento de novas técnicas de sorodiagnéstico
(HAAKE et al., 2000; ZHANG et al., 2005).

A LipL21 é a segunda proteina mais abundante no perfil de proteinas da
membrana externa em L. interrogans sorovar Lai. Ensaios de hibridizagado de DNA
revelaram a presencga do gene lipL21 em todas as espécies patogénicas analisadas,
mas néao foi detectado nas espécies saprofitas. Além disso, a expressao de LipL21
parece nao variar entre cepas patogénicas virulentas e atenuadas. Sua massa
molecular foi estimada em 19,8kDa (CULLEN et al., 2003).

O reconhecimento de LipL21 recombinante por soros de pacientes com
leptospirose sugere que LipL21 é expressa durante infecgdo em seres humanos
(CULLEN et al., 2003; ZHANG et al., 2005). Também foi observado reconhecimento

de LipL21 recombinante por soro de hamster infectado com cepa isolada do
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hospedeiro, confirmando a hipétese de que esta proteina € expressa durante a
infeccao (CULLEN et al., 2003).

A transmissao de leptospiras requer que a bactéria se adapte e sobreviva em
diferentes condi¢des do ambiente, tais como as encontradas no ecossistema ou nos
tecidos e 6rgaos do hospedeiro infectado. Estudos recentes mostraram que a
mudanca de temperatura de cultivo de 30°C para 37°C, semelhante ao que ocorre
durante a infeccdo de um hospedeiro no ambiente, esta associada com a sintese
diferencial de varias proteinas de membrana externa, periplasmaticas e
citoplasmaticas. Foram descritas duas proteinas, a Q1p42 e a Hsp15, cuja
expressao € aumentada com a elevacao da temperatura (NALLY et al., 2001).

A LipL45 ou P31p4s foi a primeira proteina periférica de membrana
identificada. O gene lipL45 foi o primeiro gene de leptospira que expressou uma
proteina associada a viruléncia (MATSUNAGA et al., 2002). Sua massa molecular foi
estimada em 39,8kDa apds clivagem do peptideo sinal, porém a proteina é
convertida em antigeno de 31kDa (P31), sendo a P31 produto do processamento de
LipL45, derivado da porgédo carboxi-terminal. P31.i,145 apresenta niveis alterados
com a fase de crescimento do microrganismo. Os niveis de P31j,145 aumentam
conforme a cultura de Leptospira entra na fase estacionaria (MATSUNAGA et al.,
2002).

Durante infeccdo no hospedeiro, as leptospiras multiplicam-se rapidamente no
sangue, mas sao eliminadas pelos fagécitos. As leptospiras que conseguem escapar
da fagocitose migram para o tubulo proximal do rim, onde se multiplicam. O
microambiente dos tubulos renais pode simular a fase estacionaria de cultivo, o que
leva ao aumento da expressdo de proteinas. Uma destas proteinas € a P31 ipLss,
uma vez que LipL45 foi detectada em rim de hamster infectado (MATSUNAGA et al.,
2002).

Recentemente foi identificada uma nova familia de proteinas de superficie de
leptospira denominada Lig (do inglés leptospiral immunoglobulin-like), presente em
espécies patogénicas de Leptospira (MATSUNAGA et al., 2003). Proteinas
bacterianas com dominios semelhantes as imunoglobulinas (Big, do inglés bacterial
immunoglobulin-like), tais como invasina de Yersinia pseudotuberculosis e intimina
de Escherichia coli, sdo proteinas expressas na superficie que agem como

adesinas, envolvidas na adesao e invasao de células dos hospedeiros mamiferos.
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A organizagao estrutural e a localizacdo de proteinas Lig compartilham
regides comuns aquelas encontradas em intimina e invasina. As Ligs parecem estar
ancoradas a membrana com a mesma orientagcdo amino-terminal, observada em
intimina e invasina. No entanto, as Ligs foram classificadas como lipoproteinas,
sendo ancoradas a membrana externa por acidos graxos (MATSUNAGA et al.,
2003).

2.9.3- Outros fatores de viruléncia

Diversas proteinas de Leptospira spp com atividade hemolitica,
esfingomielinase e fosfolipase foram descritas in vitro e o0s respectivos genes
especificos foram caracterizados incluindo hemolisinas, esfingomielinase C,
esfingomielinase H e proteina 1 associada a hemolise (Hap 1, também conhecida
por LipL32) (BHARTI et al., 2003). Ao contrario da esfingomielinase C, a
esfingomielinase H ndo apresenta atividade de esfingomielinase, porém mostrou ser
uma proteina citotoxica formadora de poros em diversas células de mamiferos (LEE
et al., 2002).

Um componente de natureza glicolipoproteica (GLP) resultante da lise celular
de Leptospira pode estar associado a toxicidade de leptospiras. Foi demonstrada a
presenca de GLP nos sitios de alteragao do tecido renal de hamsters infectados com
sorovar Canicola (PEREIRA et al., 1997). Estudos mais recentes demonstraram que
GLP de L. interrogans inibe a bomba de sddio e potassio de forma dose-dependente
e em células do tubulo renal de coelhos ativa mondcitos do sangue periférico
(DIAMENT et al., 2002).

2.10- Modelos experimentais

Os modelos experimentais mais utilizados para o estudo da patogénese da
leptospirose sédo cobaios e hamsters recém-desmamados, os quais sao susceptiveis
a infeccdo. No entanto, a alta susceptibilidade desses modelos a cepas de
Leptospira spp altamente virulentas gera dificuldade nas analises (HAAKE et al.,
1999; KOIZUMI & WATANABE 2003).
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Foram desenvolvidos alguns estudos com modelos animais utilizando cepas
clinicas altamente virulentas, isoladas do sangue de pacientes que desenvolveram
hemorragia pulmonar grave e fatal. Nesses estudos, as cepas causaram infecgao
grave semelhante aos casos humanos em cobaios e primatas ndo-humanos da
espécie Callithrix jacchus (NALLY et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). Com excegéao
de hamsters e cobaios, roedores em geral representam os principais reservatorios
de leptospiras na natureza. Tais animais podem ser refratarios ou desenvolver um
estado de portador renal sem evidéncias de alteragdes patoldgicas semelhantes as
que ocorrem no homem (FAINE et al., 1999).

Os camundongos da linhagem C3H/HeJ apresentam uma mutagcdo missense
na porgcao citoplasmatica do receptor TLR-4, que resulta na substituicdo de prolina
por histidina. Devido a esta mutagdo, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas
sdo hiporresponsivas ao LPS tipico das bactérias gram-negativas (SHIZUO &
HIROAKI, 2003).

Os camundongos dessa linhagem s&o susceptiveis a infecgdo letal por L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae, apresentando lesdes pulmonares e renais,
com quadros hemorragicos semelhantes aos casos humanos, conforme previamente
demonstrado por Pereira e colaboradores (1998) e, mais recentemente, confirmado
por Viriyakosol e colaboradores (2006). Estudos recentes também demonstraram
que camundongos C3H/HedJ sao susceptiveis a infecgao letal por L. interrogans
sorovar Copenhageni, porém ndo foi observado desenvolvimento do quadro
hemorragico (NALLY et al., 2005°).
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JUSTIFICATIVA DO PROJETO

Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao desenvolvimento de vacinas
para prevencao da leptospirose humana e animal. Uma das maiores limitagdes
consiste no estabelecimento de modelos experimentais animais, para os testes com
potenciais imundgenos e avaliagdes de poténcia ou eficacia das vacinas.

Os animais de laboratério mais utilizados sdo hamsters e cobaios, que sao
suscetiveis a infeccado letal. Os modelos murinos, em geral, representam os
principais reservatorios na natureza, podendo ser refratarios a infeccdo ou
desenvolver um estado de portador renal sem evidéncias de alteragdes patoldgicas
semelhantes as que ocorrem no homem, ou em animais domésticos.

Estudos prévios demonstraram que a linhagem de camundongos C3H/HeJ -
entre varias outras linhagens refratarias - € suscetivel a infecgdo letal com
leptospiras e pode ser utilizada nos estudos ligados ao desenvolvimento de vacinas.
Mas, até o momento, os mesmos ainda n&do foram utilizados com esse fim e ha
poucas informacdes a respeito da resposta imune protetora decorrente da infeccao
por leptospiras.

A utilizagdo desse modelo para entendimento da patogénese da leptospirose
e a identificacdo de possiveis estruturas de natureza protéica, reconhecidas por este
hospedeiro durante o quadro infeccioso, pode contribuir para os estudos
relacionados ao desenvolvimento de vacinas, o que justifica os principais objetivos

deste trabalho.
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3- OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar alguns aspectos da patogénese da leptospirose por meio de

infeccao experimental de camundongos C3H/Hed .

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demonstrar a susceptibilidade de camundongos C3H/HedJ a uma cepa

isolada de paciente com forma pulmonar grave de leptospirose;

Detectar a presenga de anticorpos aglutinantes nos soros dos animais

infectados através do teste de MAT;

Avaliar a resposta de anticorpos dirigidos ao LPS e a proteinas da
membrana externa de Leptospira (OMPs) pela técnica do

Western blotting;
Utilizacdo da PCR para detecgao de leptospiras em tecidos com base

na amplificacdo de um gene que codifica proteinas do flagelo de
Leptospira (flaB).
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4- METODOLOGIA

4.1. Identificagao da cepa

Neste estudo foi utilizada uma cepa oriunda da Colecdo de Culturas do
Laboratério de Referéncia Nacional para Leptospirose. A amostra foi isolada de um
paciente com forma grave de leptospirose e evolugao para o6bito. A cultura de
numero 25179 foi identificada utilizando-se um painel de soros imunes de referéncia
produzidos em coelho e um painel de anticorpos monoclonais, ambos fornecidos
pelo Instituto de Medicina Tropical, Amsterdam, Holanda (TERPSTRA et al., 1985;
WHO, 2003).

Para a identificagdo do sorogrupo foi realizado o teste de aglutinagéo
microscopica (MAT) utilizando-se 18 soros imunes de referéncia (Tabela 4.1) de
acordo com procedimentos previamente descritos (FAINE, 1982; WHO, 2003). Com
base nos resultados obtidos, a cultura foi posteriormente testada por MAT com um
painel de anticorpos monoclonais, que permite a diferenciacdo dos sorovares
pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae (tabela 4.2).

Para o ensaio do MAT, duas etapas foram seguidas: a de triagem e a de
titulacdo. Na etapa de triagem, a cepa a ser identificada foi submetida ao teste de
aglutinacao frente aos 18 soros imunes em uma unica diluigdo. O teste foi realizado
em microplaca de 96 orificios (Nunc) e a cada orificio foram adicionados 50 uL da
cultura diluida (seguindo o tubo 0,5 da escala de McFarland) a ser testada, a 50 uL
de cada soro de referéncia diluido a 1:50. Ap6s 2h de incubacado a temperatura
ambiente, foi realizada a leitura em microscépio de campo escuro (Leitz Wetzlar SM-
lux) com objetiva de 10X, para observagao da aglutinagdo. Foram selecionados para
titulacdo os soros que apresentaram percentual de aglutinagédo maior que 50% com
a cepa a ser identificada.

Ja para a etapa de titulagdo, os soros foram diluidos serialmente de 1:100 a
1:102.400. As reagdes foram realizadas em microplaca de 96 orificios (Nunc), com
uma diluigdo inicial do soro de 1:50 e volume final de 50 uL. Em seguida, foram
adicionados 50 pL da cepa teste diluida (seguindo o tubo 0,5 da escala de
McFarland) a cada orificio, de modo que a primeira diluigdo do soro passou a ser

1:100. Apds 2h de incubagao a temperatura ambiente, a leitura em microscopio de
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campo escuro (Leitz Wetzlar SM-lux) com objetiva de 10X foi realizada. O titulo de
cada soro corresponde a reciproca da diluicdo onde se observa 50% de aglutinagao.

Os titulos obtidos foram comparados com os titulos dos soros imunes em
relacdo aos sorovares homologos. Em seguida a cultura foi submetida a testes de
MAT com os anticorpos F70-C14-7, que identifica o sorovar Icterohaemorrhagiae,
F70-C24-15, que identifica o sorovar Copenhageni e F89-C12-4 que reage com
todos os sorovares do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, exceto com o proprio sorovar
Icterohaemorrhagiae. O anticorpo F89-C12-4 foi incluido nos testes por revelar
reacbes com qualquer sorovar do sorogrupo lcterohaemorrhagiae e eventualmente
indicar a necessidade de testes complementares como um novo painel de anticorpos
monoclonais, eletroforese de campo pulsado (PFGE) e etc.

Os anticorpos monoclonais liofilizados foram suspensos em PBS (pH 7,6)
conforme orientagdo do fornecedor (Instituto de Medicina Tropical, Amsterdam,
Holanda) e submetidos a diluicbes seriadas, em microplaca, com diluicao inicial de
1:10, e volume final de 50 uL. Foram adicionados 50 uL da cepa teste a cada orificio
de modo que a primeira diluigdo passou a ser 1:20, utilizando-se a faixa de diluicdes
de 1:20 a 1:20.480. Apds 2h de incubacédo a temperatura ambiente, foi realizada a
leitura em microscépio de campo escuro (Leitz Wetzlar SM-lux), com objetiva de
10 X. O titulo foi obtido pela diluicdo maxima dos anticorpos monoclonais, que
produziram mais de 50% de aglutinagdo das leptospiras ao exame em microscopio
de campo escuro (TERPSTRA et al., 1985).
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Tabela 4.1 — Relagao de soros imunes de referéncia produzidos em coelhos

utilizados no teste de MAT para identificagao do sorogrupo da cepa 25179.

Designacgao Sorogrupo Sorovar
1 Icterohaemorrhagiae Copenhageni
2 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
3 Canicola Canicola
4 Grippotyphosa Grippotyphosa
5 Pomona Pomona
6 Australis Australis
7 Bataviae Bataviae
8 Celledoni Celledoni
9 Cynopteri Cynopteri
10 Djasiman Djasiman
11 Hebdomadis Hebdomadis
12 Javanica Javanica
13 Panama Panama
14 Pyrogenes Pyrogenes
15 Sejroe Hardjo
16 Sejroe Saxkoebing
17 Shermani Shermani
18 Tarassovi Tarassovi
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Tabela 4.2 - Painel de anticorpos monoclonais utilizados para identificar o

sorovar da cepa 25179.

Sorovares ? Anticorpos monoclonais”
F 70-C14 F 70-C24 F 89-C12

Titulo Titulo Titulo
1- Icterohaemorrhagiae 40960 160 -
2- Copenhageni 80 40960 5120
3- Mankarso 160 160 20480
4- Birkini - - 20480
5- Bogvere - - 1280
6- Dakota - - 1280
7- Gem - - 320
8- Lai - - 40960
9- Mwogolo - - 5120
10- Naam - - 10240
11- Ndahambukuje - - 1280
12- Ndambari - - 1280
13- Smithi - - 40960
14- Tonkini - - 40960
15- Zimbabwe - - 5120

a- Sorovares do sorogrupo Icterohaemorrhagiae; b- Titulos dos anticorpos
monoclonais com as cepas de referéncia do sorogrupo Icterohaemorrhagiae;

- : negativo.
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4.2 - Infecgao experimental

4.2.1- Testes de viruléncia

Para os ensaios e manutencao das propriedades de viruléncia da cepa 25179
foram utilizados Hamsters (Mesocricetus auratus). Os animais foram mantidos em
condi¢gdes ambientais adequadas (temperatura ambiente de aproximadamente 25°C,
umidade de 65% e iluminagdo adequada), sendo alimentados com ragéo prépria
fornecida pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL), e tendo
disponibilidade de agua a vontade. O manejo e a observagdo de sinais clinicos
foram realizados diariamente de acordo com as normas de Biosseguranga para
manipulagédo de animais experimentais.

Foram utilizados animais recém-desmamados, com 4 a 6 semanas de idade,
fornecidos pelo CECAL, os quais foram inoculados por via intra-peritoneal com
0,1 mL do cultivo da cepa 25179, contendo aproximadamente 5,4 x 10° leptospiras
(WHO, 2003). Para os testes foram utilizados 12 animais, sendo 8 infectados e 4
nao infectados (inoculados apenas com meio de cultura). Alguns dos animais
infectados foram destinados ao reisolamento da bactéria a partir dos érgaos (rim e

figado).

4.2.1.1- Cultivo da bactéria e preparagao do inéculo

A preparagao do inéculo foi realizada segundo descrito por Faine, 1982. A
cepa foi cultivada em meio EMJH liquido e utilizada com 7 a 8 dias de incubagdo em
temperatura de 28°C a 30°C. Os cultivos foram examinados ao microscopio de
campo escuro (Leitz Wetzlar SM-lux) com objetva de 25X para avaliacédo de
aspectos gerais como auséncia de contaminagao por outras bactérias e movimentos
caracteristicos do espiroqueta, que comprovam a identidade do género e viabilidade
do cultivo. As leptospiras foram contadas em camara de Petroff Hausser. A cultura
foi diluida na propor¢ao de 1:10 e inativada com formol a 1% em PBS pH 7,6 da
seguinte forma: 100 uL da cultura + 890 uL de PBS + 10 uL de formol (PA). Apés 10
min, tempo para inativagdo das leptospiras, foram adicionados aproximadamente
15 ulL da preparagdo na camara para contagem. Para a obtengdo do numero de
leptospiras/mL, foi aplicado o seguinte calculo, conforme instrugdes do fabricante da

camara: n2 de células X diluigdo X 50000 = n2 de células/mL
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A quantidade de aproximadamente 10° leptospiras foi ajustada para estar

contida em um volume de 0,1 mL para o indculo.

4.2.1.2- Recuperacgao de leptospiras a partir de tecidos infectados

Os animais que apresentaram sinais como apatia, prostragcdo, adinamia,
anorexia e desidratagao, foram submetidos a eutanasia utilizando camara de CO»
(1 min de exposi¢céo ao gas e 1 min sem gas). Foram retirados sangue, rim e figado
para recuperacao de leptospiras através do cultivo in vitro.

Alguns pedagos do rim e do figado foram retirados e macerados com o auxilio
de uma seringa estéril, sem agulha, pressionando-se o émbolo e colocando o tecido
macerado em um tubo contendo 5 mL de PBS (pH 7,6) estéril. O conteudo foi
submetido a agitacao (agitador LAB-LINE- 3508) orbital continua (50 rpm; 2h), para
decantacdo do macerado de o6rgdos. Ao término deste periodo, 0,5 mL do
sobrenadante de cada érgéo foi transferido separadamente para um tubo contendo
4,5 mL de PBS (pH 7,6) estéril, e a partir deste tubo foram feitas diluicbes seriadas
de 1:10, 1:100 e 1:1000. Quinhentos microlitros de cada diluicado foram inoculados
em tubos contendo 5 mL de meio de EMJH semi-sélido. Os tubos foram mantidos a
28-30°C e examinados semanalmente, até um periodo de 2 meses. Estes
procedimentos basearam-se no Manual da OMS e em publicagdo recente com
adaptagdes as condigbes do laboratério (WHO, 2003; NALLY et al, 2005%).

4.2.2- Infecgao experimental com camundongos C3H/HeJ

Foram utilizados 27 camundongos C3H/HeJ do sexo masculino, com 4 e 5
semanas de idade, fornecidos pelo CECAL/FIOCRUZ . Os animais foram mantidos
em condi¢cbes semelhantes aquelas descritas no item 4.2.1.2. As culturas reisoladas
dos hamsters foram utilizadas nos camundongos com no maximo 5 passagens in
vitro. Foram preparados indculos de 0,1 mL contendo aproximadamente 10° a 10°
leptospiras em cultura.

Um total de 19 camundongos foram inoculados em trés experimentos
subsequentes com a cepa 25179. Para o controle negativo oito foram inoculados
com 0,1 mL de meio de cultivo e mantidos sob as mesmas condi¢gdes daqueles

inoculados com a cepa 25179.
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4.3 — Resposta de anticorpos nos camundongos infectados

O sangue dos animais foi retirado por puncdo cardiaca no momento da
eutanasia. O soro foi separado para a realizacdo do MAT com a cepa infectante e
Western blotting utilizando extrato de LPS e um extrato enriquecido em proteinas de

membrana externa (OMPs).

4.3.1- Sorologia por MAT

A sorologia por MAT foi realizada segundo descrito por Faine (1982) e WHO
(2003). Os soros dos camundongos foram submetidos a diluicdes seriadas de 1:100
a 1:102.400, em microplaca de 96 orificios, com diluigao inicial de 1:50 e volume
final de 50 uL . Em seguida, foram adicionados 50 uL da cepa 25179, cultivada em
meio liquido, diluida segundo o tubo 0,5 da escala de McFarland. Apdés 2h de
incubacao a temperatura ambiente, foi realizada a leitura em microscépio de campo
escuro, para observacao de aglutinagdo. O titulo foi determinado pela reciproca da

diluicdo do soro onde foi observado no minimo 50% de aglutinac&o (ver figura 2.3).

4.3.2- Western blotting utilizando extrato de LPS e extrato enriquecido em

proteinas de membrana externa (OMPs)

Vinte soros humanos positivos no teste de MAT, oriundos da soroteca do
LRNL, foram selecionados para obter um controle positivo que permitisse avaliar os
parametros da reacdo como: perfil de proteinas e LPS presentes nos extratos,
concentragdo minima de antigenos, condicbes da corrida eletroforética e da
transferéncia (Western blotting). Foram escolhidos soros de pacientes em fase
aguda e convalescente com titulos que variaram de 1:800 a 1:25.600 para o sorovar
Copenhageni. Os soros que apresentaram reagdes mais intensas com os extratos

de LPS e OMPs foram selecionados como padrdes positivos.
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4.3.2.1- Extracao de LPS e de proteinas de membrana externa (OMPs)

A cepa 25179 foi cultivada em frascos contendo 300 mL de meio EMJH
liquido, em temperatura de 28 - 30°C por 10 a 14 dias, para obtencdo de massa
bacteriana suficiente para a extragdo de antigenos. A cepa foi utilizada apenas até a
5- passagem in vitro.

A extragcdo de LPS foi realizada segundo Hitchcock & Brown (1983), com
algumas modificagdes. Cinquenta mililitros do cultivo foram centrifugados a
15.000 xg, por 20 min (rotagado e tempo modificados para o género Leptospira). Os
sedimentos obtidos foram suspensos em 1250 uL de tampéo de lise (2% de SDS,
4% de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 100 mM de Tris-HCI pH 6,8) e mantidos
a 100°C por 10 min. Apos resfriamento a temperatura ambiente, foram
acrescentados 250 uL de proteinase K (2,5 mg/mL) e incubado a 60°C por 2h. O
extrato foi dividido em aliquotas e mantido a -20°C até o momento do uso.

A extragdo de OMPs foi realizada segundo Yang e colaboradores (2002) e
Cullen e colaboradores (2003), com algumas modificagdes. Duzentos e cinquenta
mililitros do cultivo da cepa 25179 foram centrifugados a 15.000 xg, por 20 min. O
sedimento obtido foi lavado 2x em PBS (pH 7,6) contendo MgCl, 5 mM. Em seguida,
as células foram suspensas em 5 mL de tampéo de lise (1% de Triton X-114, 150
mM de NaCl, 10 mM de Tris pH 8 e 1 mM de EDTA). A mistura foi agitada em vortex
por 2 min e mantida a 4°C por 40 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a
17.000 xg por 10 min e ao sobrenadante foram adicionados 200 uL de CaCl, 1M.
Para separagao das fases, o sobrenadante foi mantido a 37°C por 10 min e em
seguida, centrifugado a 2000 xg por 10 min. A fase de separacdo foi feita
acrescentando-se 500 uL de acetona PA.

Os extratos de proteinas foram quantificados pelo método de Bradford (Kit
Quick Start; Bio-Rad), seguindo as instrugdes do fabricante e guardados a -20°C até
o momento do uso. Aliquotas de 1 mL dos extratos de OMPs a 125 ug/mL foram
liofilizadas e o sedimento foi suspenso em 200 uL de PBS (pH 7,6) antes da corrida

no gel.
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4.3.2.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida -SDS- PAGE e Western blotting

A técnica de SDS-PAGE foi realizada segundo Laemmli (1970). Amostras dos
extratos de LPS e de OMPs foram solubilizadas em tampao de amostra contendo
62 mM de Tris-HCI (pH 6,8), 10% de glicerol, 5% de 2-mercaptoetanol e 2% de
Dodecil sulfato de sddio (SDS), na proporcéo de 20 uL de amostra contendo 2,5 ug
de proteinas ( extrato de OMPs) para 5 uL de tampao de amostra. Para o SDS-
PAGE do LPS foram utilizados géis 12,5 % e 12% para extrato enriquecido em
OMPs. Os géis foram submetidos a eletroforese (100 volts; 20 mA) em tampéao de
corrida (25 mM de Tris, 192 mM de Glicina e 0,1% de SDS, pH 8,3). Como controle
da corrida, foi utilizado um padrdo de peso molecular de proteinas (PROMEGA -
V8491) na faixa de 10 kDa até 225 kDa.

Para visualizagdo das bandas nos géis, a impregnacao pelo método da prata
foi utilizado (Kit SILVER STAIN; BIO-RAD), seguindo as instrugdes do fabricante.

As reacdes de Western blotting foram realizadas com base em descri¢gdes
prévias (Pereira et al., 1997, Guerreiro et al., 2001 e Nally et al., 2005%). Apds o
SDS-PAGE, as bandas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 0,45
um (Millipore) utilizando tampéao Tris-Glicina (24,7 mM de Tris, 192 mM de Glicina
com 20% de metanol). Realizou-se a transferéncia overnight (30 volts; 40 mA). Apos
transferéncia, as membranas foram bloqueadas overnight em tampéao Tris Buffered
Saline -Tween pH 7,4 -TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 a 0,05%) e 5%
de “Skim-Milk”. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS-T por 30
min, trocando a solugéo a cada 10 min.

As membranas foram incubadas individualmente por 1h, a temperatura
ambiente, com os anticorpos primarios (soros humanos ou de camundongos) na
diluicdo 1:100 em tampao de bloqueio (5% de Skim milk). Depois de sucessivas
lavagens com TBS-T, foram incubadas por 1h com anticorpos secundarios (anti-IgG
humano ou anti-lgG de camundongo) conjugados a peroxidase (Sigma Immuno
Chemicals), na diluigdo 1:2000 .

Para revelacdo, as membranas foram mantidas em solucdo de Acetato de
soédio 0,05 M por 4 min, sob agitacdo. A solucao foi entdo descartada e uma nova
adicionada contendo AEC (3-Amino -9-etil- carbazol;10 mg/mL) em uma proporgéo
de 24 mL de Acetato de sodio 0,05 M e 1 mL de AEC, e agitada por 2 min. Apos
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esse periodo, 15 uL de perdxido de hidrogénio (H20,. 10 volumes) foi acrescentado

para revelagao.

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os pesos moleculares foram
estimados com base em uma curva utilizando padrdo de peso molecular de
proteinas (PROMEGA — v8491) na faixa de 10kDa a 225kDa.

4.4. Presenca de Leptospira e PCR nos tecidos de camundongos C3H/HeJ

infectados

4.4.1- Cultura a partir dos tecidos

A obtengao de leptospiras a partir do cultivo dos tecidos foi realizada segundo
WHO (2003) e NALLY e colaboradores (2005%). No 21° dia apds a infecgéo, os
camundongos C3H/HedJ sobreviventes foram submetidos a eutanasia, utilizando
camara de CO; (item 4.2.1.2), tendo sangue, rim e figado retirados para recuperagao
de leptospiras através do cultivo in vitro. O reisolamento de leptospiras foi realizado

segundo a metodologia ja descrita no item 4.2.1.2.

4.4.2- Reagao da polimerase em cadeia - PCR

Utilizou-se a reagdo da PCR como um método adicional para evidenciar a
presenga da bactéria nos tecidos dos camundongos infectados. Foram realizadas
adaptagdes das técnicas originalmente descritas para extragdo de DNA a partir de
tecidos. Kawabata e colaboradores (2001) ja haviam descrito esta técnica para
deteccdo de leptospiras no sangue e urina de humanos. As sequéncias iniciadoras
para o gene flaB sdo especificas para as cepas patogénicas de Leptospira spp,
gerando um fragmento de 793pb (KAWABATA et al., 2001), e tém sido utilizadas no
LRNL para diagndstico de casos humanos (dados nao publicados). As seqliéncias

dos iniciadores especificos para regides do gene flaB sdo mostradas abaixo:

flaB- F1 5- TCTCACCGTTCTCTAAAGTTCAAC-3 e
flaB- R1 5- CTGAATTCGGTTTCATATTTGCC - 3’
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Pedacos do rim e do figado com peso em torno de 25 mg foram coletados dos
animais infectados para a realizagédo da técnica de PCR. A extragdo de DNA a partir
dos tecidos foi realizada utilizando o Kit DNeasy tissue kit (QIAGEN), seguindo as
instrucdes do fabricante.

Para a realizacdo da PCR foram adicionados 10 uL do DNA extraido de cada
orgao a 40 uL da mistura de reagdo, contendo 200 uM de cada dNTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP - PROMEGA), 2,5 mM de MgCl, , 8 ng de albumina de soro bovino
(BSA - Promega), 2,5 U da enzima Taqg DNA polimerase (PROMEGA) e 0,5 pmol
das sequéncias iniciadoras do gene flaB (Promega). Como controles positivo e
negativo, foram utilizados DNA extraido da cepa de referéncia M20 (sorovar

Copenhageni) e a mistura de reagdo sem DNA, respectivamente.

Ciclo de reagao utilizado:

1) Desnaturagao inicial: 95°C / 3 min

2) Desnaturacao: 95°C /30 s

3) Anelamento: 50°C /30 s 35 vezes
4) Extensado: 72°C /60 s

5) Extensédo Final: 72°C / 5 min

Para visualizagdo do produto da PCR foi realizada eletroforese (100 volts) em
geéis de agarose 2% em tampao TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,9). Foi
utilizado padrao de tamanho molecular de DNA de 100pb (Promega). Os géis foram
corados com brometo de etidio (10 ug/mL) e visualizados em transiluminador. As

imagens foram captadas por fotografia Polaroid ou Imagemaster (Pharmacia Biotec).
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5-RESULTADOS

5.1. Identificagao da cepa

A tabela 5.1 mostra os resultados da identificacao da cepa 25179 em nivel de
sorogrupo. Os titulos altos obtidos com os soros imunes 1 e 2 (preparados com 0s
sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni) sugerem que a cepa pertencia a um
dos sorovares do sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Ja a tabela 5.2 mostra os
resultados obtidos com os anticorpos monoclonais. F70 C14-7, F70 C24-15 e F89
C12-4. O titulo mais elevado foi obtido com o anticorpo monoclonal F70 C24-15 e foi
significativamente mais elevado do que os titulos obtidos com os monoclonais F70
C14-7 e F89 C12-4. Com base nessa analise, a cepa 25179 foi identificada como
pertencente ao sorovar Copenhageni. Este sorovar pertence a espécie L.
interrogans. Assim sendo, a cepa 25179 pertence a espécie L. interrogans, sorovar

Copenhageni

5.2. Infecgao Experimental

5.2.1 - Hamsters

No quinto dia apds o indculo, 7 dos 8 animais infectados foram encontrados
mortos. Apenas 1 sobreviveu até a manha do sexto dia, tempo suficiente para ser
submetido aos procedimentos de reisolamento da bactéria. Todos os animais do
grupo néo infectado sobreviveram no periodo de observagdo de 21 dias. As
leptospiras foram recuperadas dos rins e figado apds 2 semanas de incubagao em

meio de EMJH semi-soélido.

5.2.2- Camundongos C3H/HeJ

A tabela 5.5 mostra que os camundongos C3H/HeJ sao suscetiveis a
infeccdo letal com a cepa 25179, pertencente a espécie L. interrogans sorovar
Copenhageni. Dentre os 19 animais de 4-5 semanas infectados com doses de

aproximadamente 10° a 10° leptospiras, 9 (47,4%) morreram entre 7 e 10 dias.
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Os 10 animais que sobreviveram (52,6%) apds esse periodo permaneceram
vivos e sem sinais clinicos evidentes até o 21° dia de observagéo. Todos os animais
nao infectados permaneceram vivos e sem sinais de infecgdo até 21 dias de
observagdo. O maior numero de sobreviventes foi observado no grupo 3, composto
de animais de 5 semanas de idade inoculados com a menor dose utilizada nos

experimentos (1,8 x 10°). Do total de 4 animais, 3 sobreviveram (75%).

5.3- Resposta de anticorpos especificos nos camundongos infectados
5.3.1- Sorologia por MAT

Foram testados 10 soros de camundongos infectados e 8 soros dos
camundongos nao infectados. Os soros dos camundongos que sobreviveram 21
dias apo6s o inéculo apresentaram titulos de anticorpos na faixa de 1:1600 a 1: 6400.

Todos os animais nao infectados apresentaram reagao negativa (Tabela 5.4).

5.3.2 - SDS-PAGE e Western blotting utilizando extrato de LPS e extrato

enriquecido em proteinas de membrana externa (OMPs)

O SDS-PAGE do extrato de LPS corado pela prata revelou o padrao de
bandas esperado. No Western blotting, utilizando soros humanos positivos no teste
de MAT, foram observadas reacdes na faixa de peso molecular correspondente a
banda do LPS de 14,5kDa e uma faixa de 20kDa a 30kDa (Figura 5.1). Os soros dos
camundongos infectados nao reagiram com o extrato de LPS. Os soros humanos
negativos no MAT nao revelaram nenhuma banda com o extrato de LPS.

O SDS-PAGE do extrato enriquecido em OMPs corado pela prata revelou um
perfil de bandas na faixa de 21kDa a 90kDa. As bandas com pesos moleculares de
aproximadamente 21kDa, 26kDa, 35kDa e 40kDa do SDS-PAGE foram
reconhecidas no Western blotting com os soros humanos (Figura 5.2)

O soro de camundongo com titulo de 1:6400 no MAT reconheceu uma banda
de proteina com peso molecular aproximado de 39kDa (Figura 5.3). Nenhuma banda

foi revelada nos testes com soros dos animais nao infectados.
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5.4- Detecgao de Leptospira nos tecidos por cultura e PCR
5.4.1- Cultura a partir dos tecidos

A tabela 5.5 mostra os dados comparativos dos resultados das técnicas de
reisolamento em cultura e PCR a partir do figado e rins dos camundongos
infectados. Do total de 10 tentativas de isolamento a partir do figado, foram obtidos
os cultivos de 2 animais infectados. Das 10 tentativas a partir dos rins, foram obtidos

8 cultivos. Nenhum cultivo foi obtido dos animais nio infectados.
5.4.2- PCR a partir dos tecidos

Os rins de 9 camundongos infectados, entre os 10 que sobreviveram até o 21°
dia apresentaram PCR positiva nos extratos de DNA dos rins, gerando fragmento de
793pb (Figura 5.4). N&o foi observada amplificacdo nas amostras de DNA extraidas
do figado dos 10 animais e nos 8 nao infectados (tabela 5.5). A banda de 793pb

também foi observada no controle positivo (cepa M20) em todos os géis.
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Tabela 5.1- Teste de aglutinagao microscopica (MAT) da cepa 25179 com soros

imunes de referéncia produzidos em coelho.

Titulo com Titulo com
Designacgao Sorogrupo sorovares de cepa teste
referéncia
1 Icterohaemorrhagiae 25600 25600
2 Icterohaemorrhagiae 6400 12800
3 Canicola 51200 -—-
4 Grippotyphosa 25600 ---
5 Pomona 6400 -
6 Australis 204800 ---
10 Bataviae 25600 ---
11 Celledoni 800 ---
12 Cynopteri 6400 ---
13 Djasiman 25600 -
14 Hebdomadis 1600 ---
15 Javanica 1600 ---
16 Panama 3200 ---
17 Pyrogenes 6400 ---
18 Sejroe 204800 -
19 Sejroe 6400 ---
20 Shermani 1600 ---
21 Tarassovi 12800 ---

--- = reagao negativa
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Tabela 5.2 — Teste de aglutinagao microscopica da cepa 25179 com anticorpos

monoclonais.

Anticorpos Monoclonais

Antigenos F70 C14-7 F70 C24-15 F89 C12-4
Icterohaemorrhagiae 20480 80 ---
Copenhageni 160 20480 640
Cepa 25179 640 20480 640
--- = negativo
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Tabela 5.3 - Mortalidade e sobrevivéncia em camundongos C3H/HeJ infectados

com L. interrogans sorovar Copenhageni - 7 a 21 dias de observagao.

Qt./ Idade Inéculo Mortalidade Sobrevivéncia
Grupo grupo (sem.) em0,1mL 7-10 dias 14 dias 21 dias
1 05 4 2,5x10° 3 (60%) 2 (40%) 2 (40%)
2 10 5 2,3 x10° 5 (50%) 5 (50%) 5 (50%)
3 04 5 1,8 x 10° 1 (25%) 3 (75%) 3 (75%)
4 08 4-5 Nao 0 8 (100%) 8 (100%)°
infectado
Total 27 4-5 09 (47,4%)? 10 (52,6%)" 10 (52,6%)"

a- 47,4% de mortalidade nos grupos de camundongos infectados; b- 52,6% de

sobrevivéncia nos grupos de camundongos infectados; ¢-100% de

sobrevivéncia nos grupos controle.
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Tabela 5.4 - MAT dos soros dos camundongos sobreviventes 21 dias apés

infecgao frente a cepa 25179.

Experimento Dose Camundongo Titulo de
Infectante anticorpos
2,5x 10° 1 3200
| 2,5x 10° 2 6400
_______ Nao negativos
infectados
(n=2)
2,3 x 10° 1 1600
2,3x 10° 2 3200
I 2,3x 10° 3 3200
2,3x10° 4 1600
_______ Nao negativo
infectados
(n=3)
1,8 x 10° 1 6400
1,8 x 10° 2 3200
1 1,8 x 10° 3 1600
2,3 x10° 4 6400
_______ Néao negativo
infectados
(n=3)
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Tabela 5.5 - Reisolamento de leptospiras e detec¢ao do gene flaB por PCR nos

tecidos dos camundongos C3H/HeJ infectados.

Cultura Cultura PCR
Grupo Inéculo em Sobreviventes Positiva Positiva Positiva

0,1 mL Figado Rim Rim
1 2,5 X10° 2 0 0 1
2 2,3 X10° 2 5 5
3 1,8 X 10° 0 3 3
Subtotal - Infectados 10 2 8 9
4 Nao 8 0 0 0

infectados
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Figura 5.1- 1) a: padrdao de peso moelcular de proteinas em kDa; b: perfil de
bandas do LPS da cepa 25179. 2) Western blotting apés revelagdgo com
anticorpo secundario anti-lgG humana conjugado a peroxidase. As linhas
1,2,3,4,5,6,7 representam os soros humanos (MAT positivos) que reconheceram

determinadas regioes do LPS; Linha 8- reacao com soro humano negativo para
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Figura 5.2- 1) a: padrdao de peso molecular de proteinas em kDa; b: SDS-PAGE do
perfil de OMPs da cepa 25179; 2) Western blotting apés a revelagdao com anticorpo
secundario anti- IgG humana conjugado a peroxidase; linhas a, b e ¢ representam
os soros humanos (MAT > 800) que reconheceram OMPs; linha d — soro humano

negativo no MAT. As setas indicam o peso molecular estimado das proteinas.

47



a b
kDa _—
150 —
100 -
75 b
50— | -
a . <« 3935kDa
- ~ ~ +—— 3935kDa
g 1 pa—

Figura 5.3 - 1) a: padrao de peso molecular de proteinas em kDa; b: SDS-PAGE do
extrato enriquecido em OMPs da cepa 25179; 2) Western blotting apds revelagao com
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase. As setas
indicam a banda com peso molecular estimado em 39,35kDa, reconhecida pelo soro

de camundongo infectado.
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Figura 5.4 — PCR do gene flaB (793pb) a partir do DNA extraido dos érgaos
dos camundongos C3H/HeJ infectados. Canaletas: P- padrao de tamanho
molecular 100pb DNA Ladder; 1- Controle positivo (cepa M20 sorovar
copenhageni); 2, 4, 6, 8 — rim; 3, 5, 7, 9 — figado; 10 — controle do rim nao

infectado; 11- controle do figado nao infectado; 12- branco da reagao.
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DISCUSSAO

Os resultados observados confirmam a susceptibilidade da linhagem
C3H/Hed a infeccao letal por Leptospira interrogans, sorovar Copenhageni. Os
estudos iniciais foram realizados com um outro sorovar da espécie Leptospira
interrogans, o sorovar Icterohaemorrhagiae. Posteriormente, investigagdes similares
foram realizadas por outros laboratérios fora do pais, utilizando outros sorovares
(NALLY et al.,2005, VIRIYAKOSOL et al., 2006).

O sorovar Copenhageni € o principal agente etiologico da leptospirose
humana nas regides sudeste e nordeste do Brasil (PEREIRA et al, 2000). Este
sorovar esta implicado na etiologia das formas mais graves da doenga, hoje
conhecidas como formas pulmonares graves (Da SILVA et al., 2002, PEREIRA et
al., 2005).

A cultura de numero 25179, utilizada para infectar os camundongos C3H/HeJ,
foi obtida de um paciente que apresentou a forma pulmonar grave da leptospirose,
com evolugao para o 6bito. Os testes convencionais empregados na identificacao
mostraram que a mesma pertencia ao sorovar Copenhageni, sorogrupo
Icterohaemorrhagiae. E importante assinalar ainda que os casos humanos descritos
no Brasil com as caracteristicas das formas pulmonares graves (FPGL) foram
causados por leptospiras pertencentes ao sorovar Copenhageni (Da SILVA et al.,
2002).

O indculo de aproximadamente 10° leptospiras causou 100% de letalidade em
hamsters de 21 dias, em um periodo de 5 dias apds o in6culo. Esta observacao
mostra que a cepa manteve as propriedades de viruléncia na ocasidao do

experimento.

Para avaliar a resposta imune de anticorpos em camundongos C3H/HedJ, foi
necessario estabelecer uma padronizagdo do inéculo e a idade dos animais, que
permitissem a sobrevivéncia de aproximadamente 50% dos animais infectados.
Verificou-se que doses de aproximadamente 10° e 10° leptospiras, inoculadas em

camundongos de 4-5 semanas, foram adequadas para atingir o objetivo.

A anadlise dos dados de mortalidade e sobrevivéncia em camundongos
C3H/HedJ infectados com L. interrogans sorovar Copenhageni mostra que nas

condi¢des do experimento, 47,4% dos camundongos desenvolveram infecgao letal e
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que a morte ocorreu entre 7 a 10 dias apds o inéculo. Do total de animais
infectados, 52,6% sobreviveram por um periodo de observacao de 21 dias. Esse
intervalo de tempo foi escolhido por ser o tempo necessario para a evolugido do
processo infeccioso, com o desenvolvimento de resposta imune e o estabelecimento
do estado de portador renal. Os animais cuja infecgdo ndo evoluiu para o 6bito, no
periodo de 7-10 dias apds a inoculagdo, sobreviveram até o 21° dia. Tanto a
infeccdo letal, quanto o processo infeccioso com o desenvolvimento de imunidade
protetora corresponderam aos intervalos de tempo esperados conforme os dados da
literatura. Estudos anteriores com primatas nao-humanos evidenciaram que duas a
trés semanas (14-21 dias) apds a inoculagao, havia sinais evidentes de recuperacao
das lesdes teciduais (PEREIRA et al., 2005).

As cepas patogénicas recém isoladas de casos humanos ou animais
apresentam propriedades de viruléncia que permitem a reprodug¢ao das principais
alteragdes patoldgicas em hamsters e cobaios. Com passagens sucessivas in vitro,
as cepas podem ser atenuadas ou perderem completamente as propriedades de
viruléncia (PEREIRA & AVELAR, 2004; PEREIRA, 2005). Os principais fatores de
viruléncia envolvidos na infecgao in vivo e as alteracdes nas cepas cultivadas in vitro
nao sao bem conhecidos. Devido a essas observacgdes, recomenda-se que sejam
utilizadas culturas com poucas passagens in vitro (até duas) nos estudos ligados a

patogenicidade de leptospiras.

Todavia, na pratica ha dificuldades técnicas que dificultam substancialmente a
utilizagcdo de cultivos que tenham sido submetidos a duas passagens in vitro no
maximo (low passage). As principais dificuldades envolvem os riscos encontrados
na manipulacdo do patdégeno e a necessidade de obtencéo de in6culos que possam
ser quantificados com certo grau de precisdo e livres de contaminantes. Foram
utilizadas culturas com até 5 passagens in vitro, mas os experimentos foram
acompanhados de controles de hamsters que permitiram a constatacdo de que a
cepa manteve as propriedades de viruléncia (PEREIRA et al., 1997; PEREIRA et al.
1998; KOIZUMI & WATANABE, 2003; NALLY et al.,2005b).

A utilizacdo de camundongos ao invés de hamsters e cobaios pode
apresentar vantagens em diversas etapas do desenvolvimento e producédo de
vacinas para leptospirose. Esses modelos ainda ndo haviam sido utilizados uma vez
que a literatura mostra que diversas linhagens n&o sao suscetiveis a infec¢ao letal
(ADLER & FAINE, 1977; FAINE et al., 1999). A linhagem C3H/Hed é a unica
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linhagem suscetivel que apresenta uma mutagao associada ao receptor TLR4 que
torna macrofagos, células dendriticas e neutréfilos hiporresponsivos ao LPS
(SHIZUO & HIROAKI, 2003). Esta peculiaridade pode estar relacionada a
suscetibilidade e representar ou ndo uma limitagdo no estudo de potenciais
candidatos ao desenvolvimento de vacinas. Assim sendo, as primeiras perguntas a
serem respondidas seriam se essa linhagem de camundongos responderia ao LPS
de Leptospira e se haveria resposta imune a antigenos protéicos localizados na

superficie da bactéria.

A opcéao por avaliar inicialmente essas respostas do hospedeiro através da
infeccao experimental e nao através de processo de imunizagcdo com fracdes
antigénicas especificas deve-se a algumas consideragdes e ponderagdes. As
principais delas sdo: as vacinas atualmente disponiveis para uso humano e animal
sdo preparagbes de um ou mais sorovares de Leptospira, utilizando bactérias
integras inativadas e a avaliagdo da resposta ao LPS e a proteinas de membrana
externa de leptospiras é crucial na patogénese da infecgdo, e consequentemente de
grande importancia na utilizagdo do modelo experimental em desafios pods-
imunizacao.

O LPS de Leptospira difere do LPS tipico das bactérias Gram-negativas sob
varios aspectos, mas representa um alvo primario na resposta imune inata dos
hospedeiros (WERTS et al.,, 2001; QUE-GEWIRTH et al.,, 2004). Ha evidéncias
recentes de que o LPS de L. interrogans ativa predominantemente o receptor TLR2
em células humanas e que em células de camundongos pode ativar tanto TLR2
quanto TLR4 (NAHORI et al., 2005).

Considerando as caracteristicas genéticas da linhagem C3H/Hed e
particularmente a hiporresponsividade ao LPS - associada ao receptor TLR4, a
principal questdo a ser esclarecida € a resposta ao LPS de leptospiras. A essa
questdo central podem estar associados diversos mecanismos envolvidos nas
alteragdes patologicas ou na resisténcia a infecgao.

Os camundongos que sobreviveram a infecgado experimental desenvolveram
niveis de anticorpos elevados no teste de aglutinagdo microscépica. Os titulos
observados (1:1600 a 1:6400) estdo associados a resisténcia a infeccdo conforme
demonstrado em estudos prévios, onde se verifica a concomitante resolugado das
lesdes teciduais (PEREIRA et al. 1998) Os niveis de anticorpos aglutinantes sao
comparaveis aos titulos de anticorpos obtidos em processos de imunizacao,

utilizando outras linhagens de camundongos (PEREIRA et al., 1997).
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E importante mencionar que a técnica de MAT detecta um somatério de
imunoglobulinas presentes no soro, predominantemente IgM e IgG dirigidos a
antigenos de superficie das leptospiras. Como descrito na metodologia, s&o
utilizadas leptospiras vivas em cultura como antigeno.  Camundongos nao
infectados nao reagiram ao teste de MAT. Esses resultados mostram que a reposta
€ especifica e que os camundongos respondem a antigenos localizados na
superficie da bactéria, sendo alvos primarios na resposta imunoldgica a infecgéo.

O LPS é um antigeno imunodominante na infec¢ao por Leptospira (WERTS et
al., 2001; QUE-GEWIRTH et al., 2004). Os soros humanos positivos no MAT eram
reagentes com o sorovar Copenhageni e apresentavam titulos na faixa de 1:800 a
1:25.600. O Western blotting do extrato de LPS com os soros humanos revelou
bandas de pesos moleculares estimados em 14,5kDa e uma faixa de 20kDa a
30kDa correspondentes ao LPS, de acordo com os achados de estudos similares
previamente publicados (HAAKE et al., 1991, NALLY et al., 2005 a). Soros
negativos n&o revelaram nenhuma banda.

Os testes com soros humanos foram realizados para obter um padrao positivo
de resposta ao extrato de LPS por Western blotting. Dentre os 20 soros humanos
testados, 7 revelaram reacgbes positivas com os extratos de LPS. Esse resultado
indica que ha necessidade de ajustes para melhorar a sensibilidade do teste e
evidenciar a resposta ao LPS na maioria dos soros humanos. E importante
complementar os testes utilizando conjugados anti-lg total e anti-lgM humanos.

O mesmo extrato foi utilizado para detectar a resposta imune dos
camundongos C3H/HeJ ao LPS de Leptospira. Os 10 soros dos animais
sobreviventes e positivos no teste de MAT nao revelaram bandas no extrato de LPS.
Contudo, ainda ha necessidade de complementar os testes utilizando conjugados
anti-imunoglobulina total e anti-lgM de camundongos, a fim avaliar o grau de
deficiéncia na resposta desta linhagem ao LPS de Leptospira.

Além dos antigenos de natureza lipopolissacaridica, a membrana externa
da bactéria exibe proteinas reconhecidas como imunogenos importantes, algumas
das quais tém sido objeto de estudos ligados ao desenvolvimento de vacinas
(BARNETT et al., 1999; HAAKE et al., 1999; HAAKE et al, 2002; MATSUNAGA et al,
2002; YANG et al., 2002; CULLEN et al, 2003; MATSUNAGA et al., 2003).

Os soros humanos positivos no MAT reconheceram proteinas com pesos
moleculares estimados em 21kDa, 26kDa, 35kDa e 40kDa, mas apenas 3 dos 20

soros positivos reagiram positivamente no Western blotting. Além disso, algumas
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proteinas freqlentes em cepas patogénicas de Leptospira, descritas em publicagcbes
anteriores nao foram detectadas (HAAKE & MATSUNAGA 2002; MATSUNAGA et al,
2002; YANG et al., 2002; CULLEN et al, 2003; MATSUNAGA et al., 2003; ZHANG et
al., 2005). Tal resultado pode indicar uma baixa expressdo no nivel dessas
proteinas, conforme relatos da literatura, ou até mesmo uma baixa sensibilidade no
método de detecgao utilizado. Analises posteriores para ratificagdo dessa hipotese
deverdo ser conduzidas com a utilizagdo de conjugados anti- imunoglobulina total e
anti-lgM humanos.

O soro de camundongo com titulo de 1:6400 no MAT reconheceu uma
proteina com peso molecular estimado em 39kDa, a qual apresentou peso molecular
muito proximo ao observado em uma das proteinas reveladas nos Western blot com
soros humanos. Este resultado é de grande interesse, pois, somado aos resultados
de sobrevivéncia dos animais (52,6%) e sorologia positiva por MAT (100% dos
sobreviventes), sugere que o modelo experimental utilizado pode ser empregado no
estudo da patogénese da leptospirose. Contudo, antes de avaliar os mecanismos
envolvidos na resposta imune inata e adaptativa dessa linhagem, é importante
identificar as classes de imunoglobulinas e a natureza dos antigenos envolvidos,
sem que haja necessidade de alteragdes no delineamento do protocolo de infeccao
animal.

Um aspecto a ser ressaltado em relacio ao modelo refere-se ao
estabelecimento do estado de portador renal nos sobreviventes, que ao mesmo
tempo obtiveram sorologia positiva pelo teste de MAT. O fato, cujos mecanismos
ainda nao sao esclarecidos é comum entre portadores assintomaticos na natureza e
€ observado em infecgbes experimentais (PEREIRA et al. 1998; WHO 2003;
PEREIRA et al. 2005).

O reisolamento de leptospiras caracteriza o estado de portador renal
demonstrando a presenca de leptospiras viaveis no macerado do 6rgao (FAINE
1982; WHO, 2003). Embora seja uma evidéncia direta da presenga da bactéria, o
procedimento é trabalhoso e os resultados sao obtidos entre 7 e 14 dias no minimo.
As leptospiras tém crescimento fastidioso in vitro e dificuldades técnicas como
contaminagcdo dos tecidos nos procedimentos de autépsia e coleta, interfere
substancialmente no éxito das tentativas de reisolamento.

Todavia, o procedimento convencional, com ajustes no tempo e agitacdo dos
macerados de tecidos para recuperacao de leptospiras contribuiu para obtencéo de

resultados muito proximos do ideal. Nao foi obtido o isolamento a partir do rim de
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apenas 2 animais entre os 10 infectados, ou seja, a recuperagao do microorganismo
a partir dos rins dos camundongos infectados com 21 dias de inoculagao foi de 80%.
Dois animais apresentaram cultura positiva a partir do figado nesse momento. A
observacgédo é rara nessa fase da doenga, quando a quantidade de leptospiras ja
seria bem menor do que na fase inicial da infecgao (7-10 dias apds a inoculagéo).

A técnica de PCR foi realizada com o objetivo de utilizar um método mais
rapido para evidenciar a presenga da bactéria através da amplificagdo de
fragmentos de DNA presentes nos tecidos dos animais infectados. Como
mencionado anteriormente, a técnica foi baseada na utilizagdo de iniciadores
previamente descritos e procedimentos de extracdo de DNA em tecidos. Pequenas
modificagbes no método originalmente descrito por Kawabata e colaboradores
(2001) foram realizadas em nosso laboratério, e esta técnica vem sendo utilizada
com proposito de diagndstico da infecgdo humana. As modificagdes permitiram
essencialmente a melhoria na visualizagcdo dos fragmentos amplificados e a
minimizagcdo de reagbes inespecificas com DNA de outras origens (dados nao
publicados).

Aproveitando as modificagdes mencionadas, e acrescentando o0s
procedimentos de extracdo a partir dos tecidos, 9 entre os 10 camundongos
infectados apresentaram PCR positiva nos rins e todos os controles apresentaram
PCR negativa. Em nossa analise a PCR mostrou-se mais sensivel que a cultura,
uma vez que foi possivel obter resultado positivo de PCR em 9 dos 10 animais,
enquanto que a cultura foi positiva em apenas 8. Tal resultado aponta a técnica de
PCR como um método bastante promissor e a concordancia entre o método de
reisolamento convencional e a PCR foi absolutamente satisfatéria.

Com base nos resultados observados, recomenda-se a utilizacdo da técnica
de PCR em tecidos com os iniciadores e procedimentos descritos nesse trabalho. A
mesma podera ser empregada tanto na experimentagdo animal, quanto para o
diagndstico da infeccdo em animais e em casos humanos post mortem.
Considerando que os genes que codificam proteinas do flagelo (flaB) estdo
presentes em diversos sorovares de leptospiras patogénicas, a técnica descrita
podera ser utilizada independentemente da origem das amostras (animal ou
humana). A rapidez nos resultados € mais um elemento de grande importancia para

a utilizagéo da técnica de PCR com o propdsito de diagnostico.
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CONCLUSOES

A cultura 25179 isolada de caso humano foi identificada como pertencente ao

sorovar Copenhageni da espécie L. interrogans;

A infecgédo experimental de camundongos C3H/HedJ de 4-5 semanas de idade
com quantidades de 10° a 10° leptospiras causou infeccdo letal e

aproximadamente 50% de sobrevivéncia;

Os camundongos C3H/Hed que sobreviveram a infecgao letal, desenvolveram
anticorpos aglutinantes e albergaram leptospiras nos tubulos renais 21 dias

apos o inéculo;

Os camundongos C3H/Hed apresentaram deficiéncia na resposta de
anticorpos da classe IgG dirigidos ao LPS de Leptospira. Porém, os dados
ainda ndo sao conclusivos. Outras analises sao necessarias ratificar essa

afirmacao.

O soro de camundongo com titulo de 1:6400 no MAT reconheceu uma
proteina com peso molecular muito préximo ao observado em uma das
proteinas reveladas nos Western blot com soros humanos, o que é de grande

interesse no estudo da patogénese da leptospirose.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tecidos, utilizando o par de
iniciadores para o gene flaB mostrou-se sensivel e especifica. A mesma pode
ser utilizada como indicador da presenca de leptospiras em estudos que

envolvam experimentagdo animal ou no diagnéstico da infecgéo.
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