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APRESENTACAO

Em todas as areas de conhecimento a pesquisa € uma das formas de se alcancar
respostas e dar origem a teorias. Para se criar uma teoria n&o é suficiente a afirmacéo
de uma suposicao, deve-se seguir algumas fases do que é chamado de investigacao
cientifica, que através de procedimento l6gico, produz conhecimento cientifico testado,
comprovado e seguro. As fases que que devem ser seguidas sdo a observacéo, as
hipoteses, 0 método de pesquisa e a conclusao.

Desta forma os estudos cientificos (pratico) tém a intencdo de aumentar os
horizontes destas teorias, servindo para contrapor ou melhora-las, podendo acrescentar
informagodes, integrar dados, corrigir resultados ou ainda expandir os grupos de estudo.

Neste segundo volume, a Atena Editora traz Investigacdes e técnicas cientificas
na area de Medicina Veterinaria e Zootecnia, abrangendo diversas culturas (apicultura
avicultura, bovinocultura, caprinocultura, cinocultura, ovinocultura e piscicultura)
e a investigacdo cientifica dentro da clinica médica veterinaria, onde vocé podera
aprofundar seus conhecimentos na area e conhecer as técnicas utilizadas para o
estudo cientifico.

Boa leitura!
Valeska Regina Reque Ruiz
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RESUMO: Leptospiroses sao zoonoses
que afetam humanos e animais. A nefrite
intersticial € a principal leséo renal causada
pela leptospirose. No desencadeamento da
reacao inflamatéria local, as células epiteliais
tubulares desempenham um papel central,
pois podem atuar como células apresentadoras
de antigeno, nado profissionais, regulando a
ativacao local das células T. Para pesquisar o
envolvimento das moléculas CD4 e MHC classe
Il na lesdo renal em suinos infectados com

Capitulo 21




Leptospira sp., foram coletadas amostras de 139 suinos das cidades de Timon-MA e
Teresina-Pl. Nefrite intersticial, vasculite e fibrose foram as alteragdes mais frequentes.
Antigeno de leptospira foi detectado em 43% dos suinos, principalmente nas células
epiteliais tubulares, glomerulares e intersticiais. A imunocoloracdo de células CD4
+ foi observada em células glomerulares, intersticiais e células epiteliais tubulares,
em maior quantidade nos animais n&o infectados. A presenca de MHC Il também foi
observada em células epiteliais tubulares, células intersticiais, células glomerulares
e capsula de Bowman, com tendéncia de marcagcdo em maior quantidade em suinos
néo infectados, entretanto, ndo houve diferenca significativa em relagdo aos porcos
infectados.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospiroses, Imunopatogenia, Imunohistoquimica.

THE ROLE OF CD4 + AND MHC CLASS Il T CELLS IN LEPTOSPIROSIS
NEPHROPATHY IN PIGS

ABSTRACT: Leptospirosis are zoonoses that affect humans and animals. Interstitial
nephritis is the major renal injury caused by leptospirosis. In triggering the local
inflammatory reaction tubular epithelial cells play a central role, because they can
act as antigen-presenting cells not professionals, regulating the local activation of T
cells. To search the involvement of molecules CD4 and MHC class Il in renal injury in
pigs infected with Leptospira sp., Samples were taken from 139 pigs from the cities of
Timon- MA and Teresina-PI. Interstitial nephritis, vasculitis and fibrosis were the most
frequent alterations. Leptospira antigen detected in 43% of pigs, where the antigen was
present mainly in tubular epithelial cells, glomerular and interstitial. Immunostaining for
the molecule CD4* cells was observed in glomerular and interstitial cells and tubular
epithelial cells in larger amount in uninfected animals. The presence of MHC Il was
also observed in tubular epithelial cells, interstitial cells, glomerular cells and Bowman’s
capsule, with a trend of marking in larger quantity in pigs uninfected, however, no
significant difference in relation to infected pigs.

KEYWORDS: Leptospirosis, Immunopathogeny, Immunohistochemistry.

11 INTRODUGCAO

As leptospiroses sao zoonoses de importancia global, causadas por leptospiras
patogénicas que acometem os animais domeésticos, silvestres e o homem. Assumem
carater epidémico em determinadas regides, principalmente nos paises tropicais e em
desenvolvimento (Bharti et al., 2003).

As lesbes provocadas por Leptospira spp. sao observadas, principalmente, nos
rins onde chegam por via hematdgena e multiplicam-se provocando lesées tubulo-
intersticiais. Dos rins, sao transportadas pela urina para o meio ambiente, em condi¢oes
viaveis, para infectar outros animais e o homem (Yang et al. 2001).

A acao das leptospiras sobre o organismo do hospedeiro € mediada tanto pelo
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sistema imune inato (Daher et al.,, 2010) quanto adquirido (Chassin et al., 2009).
Como patdgenos extracelulares a resposta imune adquirida depende da producéo
de anticorpos e ativacdo da via classica do sistema complemento. ApOs infeccao
experimental em rato (Rattus norvegicus) ocorre disseminagdao da infeccdo para
quase todos os tecidos em uma fase precoce, seguida de eliminac&o das leptospiras,
provavelmente facilitada por imunoglobulinas anti-leptospiras circulantes (IgM e IgG)
(Monahan et al., 2009). No entanto no rim a resposta imune é diferente dos demais
orgaos, pois o rim é imunologicamente desprotegido, visto que imunoglobulinas anti-
leptospiras presentes nos tubulos sdo indbeis para matar a bactéria, devido a auséncia
de ativacao do sistema complemento (Stevenson et al., 2007; Monahan et al., 2009).

Complexo de histocompatibilidade principal tipo Il (MHC II) € uma molécula
transmembrana, necessaria para apresentacdo de antigenos para células T CD4+
(Davis; Bjorkman, 1988). A expresséao constitutiva de MHC Il j& foi relatada em
células dendriticas, macréfagos e células B (Daar et al., 1984). Essas células séao
capazes de endocitar antigenos estranhos e expressa-los no complexo MHC Il que
séo exibidos na superficie celular. Em certas situacdes, as células epiteliais tubulares
podem expressar MHC de classe Il funcionando entdao como células apresentadoras
de antigenos (APCs) nao profissionais (Vilafranca et al., 1995; Abbate et al., 1998).

Células epiteliais tubulares renais (TECs) desempenham um papel central na
reacao inflamatoria local, por meio da producéo de citocinas e quimiocinas (Van Kooten
et al., 1999) e como células apresentadoras de antigenos (APCs) néo profissionais,
podem regular a ativacdo local de células T (Kelley; Singer, 1993; Van Kooten et
al., 2000). Alguns estudos tém demonstrado que as TECs podem induzir uma baixa
resposta de células T, sugerindo um papel na manutencdo de TECs na tolerancia
periférica a auto-antigénos (Singer et al., 1993; Neilson, 1993). Essa ativacédo de
células T resulta de sinais co-estimulatédrios estimulantes e inibitorios. As moléculas
co-estimulatérias B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86), sdo predominantemente expressas por
APCs profissionais (células dendriticas e mondcitos) e, também, podem ser expressas
por células epiteliais tubulares (Singer, 1993; Yokoyama, 1994; Frasca, 1998).

A expressdo de MHC Il em células epiteliais tubulares em suinos infectados
por leptospiras, ja foi detectada em tubulos da regido cortical, em areas de nefrite
intersticial, bem como em tabulos com alteragdes regenerativas, sugerindo que essa
molécula desempenha um papel tanto na estimulagcéao da reacao inflamatéria como na
resposta imune sistémica (Radaelli et al., 2009).

Objetivou-se com este estudo, identificar as moléculas T CD4* e MHC de classe
Il e avaliar o envolvimento delas na lesdo renal em suinos naturalmente infectados por
leptospiras.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram colhidas amostras de sangue e fragmentos de rim de 139 suinos adultos,
machos e fémeas, abatidos nas cidades de Teresina-Pl e Timon-MA.

2.2 Colheita e Processamento do Material

Amostras de sangue foram colhidas no momento da sangria dos animais e
posteriormente foi obtido o soro, que foi armazenado a -20°C até o processamento.
Em seguida foram colhidos fragmentos de rim de aproximadamente 0,5 cm de
espessura, fixados em formol neutro a 10%, tamponado com fosfato 0,01M pH 7,2
(formol tamponado) e em solugcé&o de Duboscqg-Brasil por 60 minutos e posteriormente
mantidos em formol tamponado até o processamento.

Os fragmentos de rins foram processados seguindo técnicas de rotina do
laboratoério de histopatologia do Setor de Patologia Animal da UFPI e os cortes corados
com hematoxilina-eosina (H-E), acido periédico de Schiff (PAS), tricrdbmico de Masson
(Masson) e acido periédico prata metanamine (PAMS).

2.3 Deteccao de Aglutininas Anti-Leptospiras

A deteccdo de anticorpos anti-leptospiras foi realizada pela técnica de
Soroaglutinacédo Microscopica (SAM) no Laboratorio de Doencas Bacterianas da
Reproducdo do Instituto Bioldégico de Sao Paulo. O critério adotado para o soro
ser considerado como reagente foi de 50% de Leptospiras aglutinadas por campo
microscépico em aumento de 100 vezes. O sorovar registrado foi aquele que apresentou
maior titulo, sendo as demais aglutinagdes consideradas reacdes cruzadas.

2.4 Analise Imunoistoquimica

2.4.1 Deteccéo de Antigeno de Leptospiras, Células T Cd4*e Mhc Classe li

Laminas preparadas com adesivo Silane A174 (Pharmacia, USA) foram
desparafinadas. Em seguida procedeu-se o bloqueio de peroxidase enddgena e
desmascaramento de antigeno em forno microondas em solugéo Tris HCI pH 1. As
laminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-leptospira (produzido
no Setor de Patologia Animal da UFPI) e com anticorpo monoclonal anti- CD4+ (VMRD
INC, PT90A) e anticorpo monoclonal anti-MHC Il (AbD Serotec, K274.3G8) de suino.
A amplificacdo da reacéo foi feita com o sistema “EnVision*”, peroxidase (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA, K4003), para deteccao de antigeno de leptospira
e com o sistema “EnVision*”, peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA,
K4001), para deteccao de células T CD4+ e MHC de classe II. Arevelacao das reacbes
foi feita com solugéo de Diaminobenzidine/Plus, liquido, K047 (Diagnostic BioSystems,
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USA) e contracoloracdo com hematoxilina de Harrys (QEEL, SP).

Os parametros utilizados para definir as imunocoloragdes foram: intensidade
da coloracéo, identificacédo do tipo de célula imunocorada, distribuicdo das células
imunocoradas e localizagdo, sendo que uma coloracao leve foi considerada negativa.

2.5 Analise Morfométrica

Para analise quantitativa de células T CD4* e MHC de classe Il, foram capturados
30 campos aleatérios por corte de tecido renal de 11 e nove suinos infectados
respectivamente, e cinco suinos nao infectados, por meio de sistema de analise de
imagem computadorizada (Leica Qwin D-1000, verséo 4.1. do Setor de Patologia
Animal/BIOLAI/UFPI).

A analise estatistica foi realizada no programa SigmaStat 3.5 (Systat Software,
Inc., EUA, 2006) utilizando-se os testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls,
para comparacgao entre grupos e os testes de Mann-Whitney e teste T de Student, para
comparacao entre dois grupos. Adotou-se o nivel de significancia de p<0,05.

Os achados histopatolégicos, que classificaram a natureza da lesao e a presenca
de antigeno de Leptospira sp. dos 21 suinos infectados e seis suinos nao infectados
(controles), foram avaliados semi-quantitativamente em uma escala de 0 a 5, onde 0
= normal; 1 = minima; 2 = média, 3 = moderada; 4 = moderadamente severa, e 5 =
severa.

3| RESULTADOS

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

As alteragdes tdbulo-intersticiais encontradas foram nefrite intersticial,
caracterizada pela presenca predominante de linfocitos e macrofagos (Figura 01), de
distribuicéo focal, peritubular e perivascular, com intensidade variando de minima a
moderada. Observou-se também fibrose de intensidade minima a média; vasculite;
tumefacdo de endotélio vascular; degeneracdo de células epiteliais tubulares;
atrofia de tubulos; congestdo da regiao medular; tumefacdo do tufo glomerular e
hipercelularidade. Nos suinos controles, tais alteragcdes nao foram observadas.
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Figura 01. Rim. Suino infectado naturalmente por Leptospira spp.Infiltrado inflamatorio
mononuclear (seta) na regiéao cortical. Coloragao: PAS. Obj: 40x.

A imunoistoquimica detectou antigeno de leptospiras em 60 (43%) dos 139
suinos. O antigeno se apresentava em um padrao celular, em células epiteliais
tubulares, células glomerulares, células intersticiais (Figura 02), e como material
particulado no intersticio.

A avaliagdo semi-quantitativa da imunocoloracdo para antigeno de Leptospira
spp., nos diversos compartimentos renais de 23 suinos infectados, revelou que o
antigeno estava presente em maior quantidade nas células epiteliais tubulares, seguido
pelas células glomerulares, células intersticiais, células epiteliais parietais da capsula
de Bowman e células inflamatorias.

Figura 02. Antigeno de Leptospira em células glomerulares (seta branca), células epiteliais
tubulares (seta preta), e células epiteliais parietais da capsula de Bowman (seta vermelha), em
rim de suino naturalmente infectado por Leptospira sp. Coloragéo: Imunoperoxidase. Obj: 40x.

A imunocoloracdo para a molécula CD4+ foi observada em células glomerulares
(células mesangiais) e em células intersticiais (Figura 03), tanto nos suinos infectados,
qguanto nos néo infectados. Em células epiteliais tubulares, também, foi observada

Investigagéo Cientifica e Técnica em Ciéncia Animal 2 Capitulo 21 160



imunocoloracédo. A analise morfométrica revelou imunomarcagdo mais intensa nas
células epiteliais tubulares e nas células intersticiais nos animais néo infectados em
relacdo aos infectados (p<0,005, Teste de Mann-Whitney). No glomérulo observou-
se uma tendéncia numérica da presenca de mais moléculas CD4* nos suinos nao
infectados, mas ndo havia diferenca significante entre suinos infectados e nao
infectados.

A presenca de MHC Il foi observada em células epiteliais tubulares, células
intersticiais, células glomerulares (mesangiais) e capsula de Bowman (Figura 04),
com uma tendéncia de uma maior marcacdo de MHC Il nos suinos nao infectados,
contudo sem diferenca significante em relagdo aos suinos infectados. Em alguns
suinos infectados nao foi observado imunomarcacéo de CD4+ e MHC II*.
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4 | DISCUSSAO

Pela técnica de imunoistoquimica, foi possivel a visualizacdo de antigeno de
Leptospira spp. nos rins de 60 suinos (43%) dos 139 analisados. Os altos niveis
de positividade observados por meio da imunoistoquimica em relacao a sorologia,
foram também relatados em outros estudos (Scanziani et al., 1991; Carvalho et al.,
2011; Gongalves et al., 2011). Nao foi observada a presenca da bactéria nos rins,
mas antigeno de leptospiras estava presente. Estes resultados mostram que na fase
cronica da infeccdo, a bactéria nem sempre pode ser encontrada, mas isso n&o exclui
a condicao de suinos portadores, com potencial para excretar leptospiras pela urina,
visto que o antigeno foi detectado, como demonstrado neste estudo.

A grande quantidade de antigeno em células epiteliais tubulares demonstra
maior concentracao de leptospiras nessas células, indicando o local de ag&o primaria
dabactéria no tecido renal, como tem sido observado, também, em humanos, hamsters,
bovinos, ovinos e suinos (Alves et al., 1989; Haanwinckel et al., 2004; Mineiro et al.,
2011; Carvalho et al., 2011; Radaelli et al., 2009; Gongalves et al., 2011). A presenca
de antigeno de Leptospira em vasos foi encontrada em intensidade minima, o que
difere de outros resultados, em que a presenca de antigeno era mais intensa em
vasos dilatados (Alves et al., 1989). Leptospiras intactas nao foram visualizadas neste
estudo, mas podem ser encontradas em tubulos renais, conforme tem sido observado
(Nally et al., 2004).

A imunomarcacdo de moléculas T CD4+ foi observada em células glomerulares
(células mesangiais) e em células intersticiais, tanto nos animais infectados quanto
nos néao infectados, de intensidade minima a moderada. As leptospiras, por serem
patdgenos extracelulares, sdo normalmente fagocitadas e apresentadas por moléculas
no complexo MHC Il para moléculas T CD4+. Células epiteliais tubulares, também,
foram imunocoradas com o anticorpo usado para a marcag¢ao de moléculas T CD4*.
E provavel que esta imunocoloracdo esteja relacionada com a interagdo que pode
ocorrer entre células epiteliais tubulares e células T CD4*, quando as primeiras sao
estimuladas a expressar MHC |l (Singer et al., 1993). Por outro lado, tem sido observado
que receptores da familia B7-CD28 sao importantes reguladores da resposta imune,
funcionando como co-estimuladores de ativacdo de células T, e sdo expressas tanto
em células TCD4+ (Mirza et al., 2010), que tem papel importante na inducéo de resposta
inflamatdria no rim, quanto em células epiteliais tubulares (Raij et al., 2005), o que
constitui uma molécula comum a essas duas populagdes de células.

Ao contrario do que vem sendo observado em outros estudos (Raij et al., 2005),
a deteccao de células epiteliais tubulares ativadas e uma provavel interacdo com
células TCD4+, ndo estéo associadas a intensificacdo da les&o inflamatoéria renal na
leptospirose em suinos, pois estas moléculas foram expressas em maior intensidade
nos suinos nao infectados.

A marcacao da molécula MHC Il foi observada em células epiteliais tubulares,
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células intersticiais, células glomerulares, capsula de Bowman, no endotélio vascular
e em células da parede arteriolar, tanto nos suinos infectados, quanto nos suinos
nao infectados. Radaelli et al. (2009), em uma pesquisa também feita em suinos,
observaram a marcacao de MHC de classe |l em células epiteliais tubulares, intersticiais
e em células do infiltrado inflamatério, nos suinos infectados, ja nos suinos nao
infectados, MHC Il nao foi encontrado em células epiteliais tubulares, sendo observada
uma marcacao leve nas células estreladas intersticiais, no endotélio que revestem os
vasos sanguineos intersticiais e no endotélio de capilares glomerulares.

Os resultados do presente estudo mostram que houve discreta imunomarcacéo
de CD4* e MHC Il e, em alguns casos, auséncia de marcagcao nos suinos infectados,
onde havia presenca de antigeno de leptospira, 0 que néo foi observado nos suinos
nao infectados onde moléculas T CD4+ e MHC Il foram imunocoradas de forma mais
acentuada, em intensidade e distribuicdo, muito embora sem diferenca significante
para MHC II. Radaelli et al. (2009), também encontraram um resultado semelhante,
onde a presenca de MHC Il no tecido renal criava uma condicdo desfavoravel para
colonizagao tubular e sua auséncia estava relacionada a presenca de leptospiras.

Contudo, a auséncia de diferenca significante entre suinos infectados e néo
infectados, nao deixa claro a participacao da molécula MHC Il na patogenia da lesdo
renal na leptospirose nos suinos do presente estudo. Por outro lado, parece que o papel
das células epiteliais tubulares como apresentadoras de antigeno e a interacdo com
moléculas T CD4* tem importancia na mediacdo imune da lesao renal na leptospirose
em suinos, sendo, entretanto, necessarios novos estudos para o esclarecimento dessa
questao.

51 CONCLUSOES

Esses resultados mostram que a técnica de imunoistoquimica identificou um
namero maior de suinos positivos para Leptospira sp. Células epiteliais tubulares e
moléculas T CD4+ estéo envolvidas na mediacéo imune da lesao renal na leptospirose
em suinos, no entanto, MHC |l ndo apresenta um papel claro na patogenia desta lesao
renal em suinos.
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