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[Humoral immune response, bacterial recovery and time lesions in mice geneticaly selected
for high and low antibody production and in outbreed Balb/c mice face to Leptospira
interrogans sorovar icterohaemorrhagiae.] Resposta humoral, recuperacio bacteriana e lesoes
histoldgicas em camundongos geneticamente selecionados para bons e maus produtores de
anticorpos e Balb/c, frente a infecgao por Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae. Pesquisa
Veterindria Brasileira 23(1):5-12. Laboratério de Microbiologia, Departamento de Apoio, Produ¢ao
e Satide Animal FOA, Unesp-Campus de Aracatuba, Cx. Postal 341, Aracatuba, SP 16050-680,
Brazil.

The aim of the present work was to evaluate the association among the kinetics of humoral
immune response, the recovery of viable leptospiras and the intensity of the tissue lesions in mice
selected for high (H) and low (L) production of antibodies (selection IV-A) and in mice from the
outbreed Balb/c line, inoculated with pathogenic Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae.
The H and L lines showed modifications in some steps of the immune response, mainly in relation
to the macrophagic activity, representing extreme phenotypes found in heterogeneous natural
populations. Mice were sacrificed in eight moments after the infection. Analysis of the results
revealed that from the 7th day after the infection, on line H mice presented antibodies titles
significantly higher as compared to the L line mice, maintaining the multispecific effect Balb/c line
mice showed intermediate results between the two lines. Antibodies production worked as a
limiting factor to the infection, because when a greater leptospiras recovery was obtained, at the
initial phase of the infection, the titles of antibodies were elevated. Inflammatory and degenerative
process led to similar lesions in the organs of infected mice. Only a variation in the degree of tissue
compromising was observed according to the line. H line mice showed more extensive lesions
than L and Balb/c lines mice. For the Balb/c line mice, the lesions were moderate. As a rule, H and
Balb/c mice lines showed a Th2 profile of immune response, with higher indexes of antibody
production and gravity of the lesions, while L line mice presented a Th1 profile of immune response.

INDEX TERMS: Leptospirosis, humoral immune response, bacterial recovery, lesions, mice genetically
selected , Balbj/c.
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RESUMO.- O presente trabalho teve por finalidade associar a
cinética da resposta humoral a recuperagao de leptospiras
viaveis e a intensidade das lesoes teciduais em camundongos
geneticamente selecionados para bons (High) e maus (Low)
produtores de anticorpos (selecao IV-A), além de camundon-
gos outbreed, Balb/c, inoculados com amostra patogénica de
Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae. As linhagens
High e Low (selecao IV-A) apresentam modificagoes em alguns
compartimentos da resposta imune, principalmente em rela-
¢ao a atividade macrofagica, representando fenétipos extre
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mos encontrados em popula¢oes naturais heterogéneas. Os
camundongos foram sacrificados em oito momentos apds a
infeccdo. A analise dos resultados revelou que a partir do 7°
dia ap6s a infecgao, os camundongos da linhagem High apre-
sentaram elevac¢ao nos titulos de anticorpos estatisticamen-
te significantes quando comparados aos camundongos da li-
nhagem Low, mantendo assim o efeito multiespecifico. Os
camundongos Balb/c apresentaram resultados intermediari-
os entre as duas linhagens. A producao de anticorpos cola-
borou como fator limitante a infec¢ao, pois quando obteve-
se maior recuperacgao de leptospiras, na fase inicial da infec-
¢ao, os titulos de anticorpos encontravam-se em elevagao.
As lesoes observadas nos 6rgaos de camundongos infectados
consistiram basicamente nos mesmos processos inflamatori-
os e degenerativos, que nao se alteraram, variando apenas o
grau de comprometimento tecidual, de acordo com a linha-
gem. A linhagem high apresentou lesoes mais extensas que
as apresentadas pelas linhagens low e Balb/c, sendo que nesta
tltima as lesoes foram moderadas. De forma geral a linha-
gem High e Balb/c apresentaram um perfil de resposta Th2,
com o maior indice de produ¢ao de anticorpos e gravidade
das lesoes, enquanto a linhagem Low apresentou um perfil
de resposta Th1.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospirose, recuperacio bacteriana, le-
soes, resposta humoral, camundongos geneticamente selecionados.

INTRODUCAO

A leptospirose constitui uma enfermidade bifasica. Tendo
inicio a fase aguda, ap6s a penetragao da leptospira pelas
membranas mucosas ou pela pele integra. Invadem a circula-
cao, multiplicando-se ativamente, para posterior migracao
em direcao a determinados orgaos de eleicao, desaparecen-
do a seguir completamente da circulagao, constituindo as-
sim, a fase imune. A imunidade em relagao a leptospirose é
principalmente, humoral, envolvendo a opsonizacao de
leptospiras por fagécitos como macréfagos e neutréflos
(Mitchison et al. 1997). Wang et al. (1984), ressaltam a intera-
cao de anticorpos especificos, complemento e macréfagos
como responsaveis pelo efeito bactericida sobre amostras
patogénicas de Leptospira. Inicialmente, Arean et al. (1963),
De Brito et al. (1979) acreditavam que o conjunto de altera-
¢oes patologicas observadas na leptospirose ocorriam devi-
do a presenca de toxinas circulantes liberadas pela bactéria,
ou mesmo pela presenca de fatores citotoxicos que estariam
presentes no sangue e no plasma de animais com a doenga,
como demonstraram Kmety et al. (1988). Agindo de maneira
aguda, e avangando gradualmente, da luz para a intimidade
-da célula, o conjunto de lesoes observadas na membrana ce-
lular e em outras estruturas, em muito se assemelham a pro-
cessos endotoxicos produzidos por bactérias Gram negati-
vas (Mitchison et al.1997).

Alguns autores atribuem os sinais clinicos da doenga
aguda a fatores patogénicos, tais como hemolisinas,
hialuronidases (Topley et al. 1990), lipases, e injuarias
imunopatol6gicas, e consideram a endotoxemia como um
adjuvante no desenvolvimento da patogenia da infec¢ao. Atri-
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buem também a severidade das lesoes ao sorovar envolvido
e a sua adaptabilidade ao hospedeiro (Sebastian 1994).

Dobrina et al. (1995) sugerem que o peptideoglicano
(PG) presente no arcabougo celular da Leptospira, seria res-
ponsavel por uma série de efeitos biol6gicos, in vitro, como
ativacao do complemento, estimulacao da fagocitose por
leucécitos e aumento da atividade mitogénica para linfocitos.
Ainda correlacionam-no as alteragoes vasculares generaliza-
das presentes na leptospirose. Os mesmos autores, utilizan-
do cultura de células do endotélio de capilares umbilicais
humanos, infectados com Leptospira interrogans sorovar
icterohaemorrhagiae, concluiram que o proprio peptideo-
glicano da bactéria pode induzir diretamente células do
endotélio vascular a aumentar a sua capacidade de adesao
para leucocitos polimorfonucleares.

0 envolvimento de toxinas na patogénese da leptospirose
foi sugerido por (Sheehan 1946, Van Thiel 1948, Miler &
Wilson 1967, Smadel 1985), que observaram lesoes no
endotélio de capilares do tecido intersticial em rins de
hamster, na auséncia de leptospiras nestas areas de injiraria
tecidual, sugerindo entao a possibilidade da circulagao de
toxinas. Além disto, ha uma certa similaridade entre os acha-
dos histolagicos e as manifestagoes clinicas presentes na
leptospirose com os observados nas endotoxemias produzi-
das por bactérias Gram negativas (Arean et al. 1963). Ao lon-
go desses anos, exaustivos trabalhos foram realizados na ten-
tativa de se obter produtos toxicos liberados por leptospiras.
Varias técnicas foram utilizadas, como a do acido tricloro-
acético, fenol e etil (Arean et al. 1963), petroleo cloroférmio
e fenol (Souza & Koury 1992), com o objetivo de se conseguir
a extracao de uma possivel toxina patogénica. Entretanto, o
que se observa é a presenca de varios componentes estrutu-
rais presentes na parede celular e que estariao implicados no
processo inflamatério; porém, com nenhuma atividade
endotoxica (Veronesi 1979). Macrofagos conseguem fagocitar
amostras de leptospiras apatogénicas sem a presenca de
anticorpos especificos. Entretanto, as amostras patogénicas
precisam estar opsonizadas para que ocorra a fagocitose por
estas células.

Levando-se em consideracao a importancia dos aspectos
imunopatoldgicos na infeccao leptospirica estudou-se a
cinética da resposta humoral , a recupersacao de leptospiras
e o perfil lesional tecidual em camundongos geneticamente
selecionados para bons e maus respondedores de anticorpos
e outbread Balb/c.

~ MATERIAL E METODOS

Como modelo experimental utilizamos as linhagens de camun-
dongos, geneticamente selecionados, inicialmente desenvolvidas por
Biozzi et al.(1968), para o estudo da caracterizagcao dos mecanismos
reguladores dos fenémenos que participam da resposta imunologica.
Este modelo foi obtido pela Selecao genética bidirecional de
camundongos bons (H) e maus (L) produtores de anticorpos contra
antigenos naturais complexos. A alta ou a baixa capacidade de
resposta resulta do efeito aditivo de alelos localizados em varios
loci independentes (controle poligénico), que sao acumulados
progressivamente nos animais H e L durante o processo seletivo. No
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limite da selecao, estas linhagens, consideradas homozigotas para
os alelos relacionados com o carater selecionador, representam

' fenétipos extremos encontrados em populagées naturais
heterogénas. Foram utilizados portanto camundongos machos e
fémeas das linhagens H e L da Selecao IV-A, e BALB/c, com quatro a
oito semanas de idade, provenientes-do Biotério do Departamento
de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, Unesp-
Botucatu.

Foram constituidos quatro grupos, de cinco animais, dispostos
da seguinte maneira:

Grupo 0, Grupo-controle (GO), composto de cinco camundongos
pertencentes a cada uma das linhagens, inoculados com 1 mL de meio de
Fletcher, via intraperitoneal. Para cada grupo houve um GO correspondente.

Grupo 1 (G1), composto de cinco camundongos da linhagem genetica-
mente selecionada, IV-A, para mau respondedor para anticorpos Low,
inoculados com 1 mL de Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae,
via intraperitoneal.

Grupo 2 (G2), composto de cinco camundongos da linhagem genetica-
mente selecionada, IV-A, para bom respondedor para anticorpos High,
inoculados com 1 mL de de Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae,
via intraperitoneal.

Grupo 3 (G3), composto de cinco camundongos BALB/c, inoculados com
1 mL da amostra patogénica de Leptospira interrogans sorovar icterohaemor-
rhagiae, via intraperitoneal.

Como indculo, utilizou-se a cepa icterohaemorrhagiae (n®11437),
do Laboratério de Referéncia da FIOCRUZ, mantida em meio semi-
solido de Fletcher, conforme a técnica recomendada pelo Ministério
da Sadde (1996). Para restaurar seu poder de viruléncia foi inoculada
em hamsters, 1mL via intraperitoneal, e posteriormente recuperada
dos rins, utilizando a técnica da Pipeta Pasteur, recomendada pelo
Ministério da Sadde (1996). O indculo foi quantificado, segundo a
técnica de Faine (1982), utilizando-se camara hemocitométrica de
Neubauer, estipuladas na dose de 1mL, contendo 1x10° leptospiras/
mL.

A pesquisa de anticorpos anti-Leptospira interrogans sorovar
icterohaemorrhagiae foi realizada pela técnica de soroaglutinagcao
microscopica, em lamina, segundo Martin & Petit (1918) in WHO
(1967). O antigeno para teste foi mantido em meio de EMJH, a 28°C,
utilizando-se apenas as amostras entre o 5° e 8° dias de cultivo. O
soro dos animais foi obtido por pung¢ao do plexo retro-orbital, antes
de serem sacrificados e, a seguir, diluido em série de razao dois, a
partir do valor inicial 1:50. Considerou-se positivo o soro que na
dilui¢ao 1:100 aglutinou pelo menos 50% das leptospiras. O titulo
foi representado pela reciproca da maior diluicao em que foram
encontradas 50% das leptopiras aglutinadas.

Os camundongos foram sacrificados, no 22, 4°, 7°, 102, 142, 212,
28° e 35° dias apos a infeccao, por deslocamento cervical.
Imediatamente procedia-se a lavagem peritoneal, para obtencao de
suspensao de células macrofagicas. Neste momento foram retirados
o baco para a realizagao de culturas de células esplénicas. Para o
exame histopatologico foram colhidos fragmentos hepaticos, renais,
do coragao e do pulmao e acondicionados e frascos com formalina
tamponada a 10% em pH de 7,2, para incluisao em parafina, e
posterior coloragao por Hematoxilina-Eosina (HE) e pela impregnagao
da prata, técnica de Warthin-Starry para visualizacao de leptospira
(Kerr 1938). Para a recuperacao de leptospiras, foram colhidos
fragmentos renais e hepaticos.

Para determinar o grau de infec¢ao ‘dos animais, estes foram
sacrificados conforme descrito anteriormente fragmentos hepaticos
e renais foram colhidos imediatamente ap6s a morte. Macerados,
separadamente, na propor¢ao de 1:10 (pesofvolume) em solu¢do
salina adicionada de neomicina e nitrofurantoina na concentragcao
de 25ml/mL de cada droga (Myers 1985). Foram efetuadas dilui¢oes

seriadas até 10, sendo cultivadas as trés filtimas diluicoes em meio
de Fletcher a 2,5%, adicionado de 10% de soro de coelho inativado e
estéril, e em meio de caldo Triptose Fosfato (TPB). As culturas foram
incubadas a temperatura de 30°C durante o periodo de 60 dias,
observando-se semanalmente o crescimento bacteriano, revelado
por anel de opalescéncia no meio de Fletcher, conhecido como anel
ou zona de Dinger. Em caso positivo, pipetou-se 1mL do ménstruo
obtido no meio de TPB, verificando-se em cimara hemocitométrica
de Neubauer, a presenca e a quantidade de leptospiras.

Para a comparagao dos titulos sorolégicos obtidos pelos
camundongos Balb/c e geneticamente selecionados (bons e maus
produtores de anticorpos sele¢ao IV-A), quando inoculados com

‘amostra patogénica de L. iiterrogans sorovar icterohaemorrhagiae,

utilizou-se a prova nao paramétrica de Kruskal -Wallis, para amostras
independentes Zar (1996).

RESULTADOS

Inicialmente foi feita uma triagem, utilizando-se 24 antigenos
de leptospiras, sendo utilizados os seguintes sorovares:
icterohaemorrhagiae, pomona, tarassovi, copenhageni, hardjo,
bratislava, autumnalis, pyrogenes, canicola, wolffi, grippotyphosa,
andamana, djasiman, hebdomadis, serjoe, shermani, brasiliensis,
cynopteri, whitcombi, hebdomadis, javanica, patoc, castellonis e
butembo. A adogao desta medida teve por finalidade impedir
que animais previamente infectados ou portadores integras-
sem os grupos experimentais. Os titulos de anticorpos pro-
duzidos pelos camundongos apés inoculagao com a amostra
de Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagide foram
expressos em logaritimo na base 10 (Fig. 1).

A andlise destes resultados revela que nao ha diferenca
significativa entre as linhagens geneticamente selecionadas
Low, High, e camundongos consangiiineos BALB/c nos 2° e 4°
dias apo6s a inoculagao. Entretanto, do 7° ao 352 dia, a linha-
gem H apresentou titulos de anticorpos significativamente

45 + » - BALBc
~ LOW
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Fig. 1. Avaliacao da produgao dos titulos soroldgicos, frente ao
antigeno de Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae,
dos camundondos Low, High e BALB/c, inoculados com 1x106
leptospiras/mL. Os momentos em que houve diferenca entre as
linhagens H e L foi representada pelo simbolo de adi¢ao. Resul-
tados expressos em logaritmo do titulo sorolégico. Prova nao-
paramétrica de Kruskal-Wallis para amostras independentes
(0=0,05). '
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Quadro 1. Recuperacio de leptospiras, a partir de 6rgaos de
camundongos consangiiineos BALB/c, e de linhagens selecionadas
Low e High, submetidas a inoculagio de 1x10° Leptospira interrogans
sorovar icterohaemorrhagiae. Resultados expressos em porcentagem

Dias Animais
BALB/c Low High
Figado? RimaP Figado? Rim? Figado? RimP
484 488 247 73,334 247 288

(+ 17,88) (* 33,46) (* 17,88) (+ 11,54) (£ 8,94) (% 10,95)
2 607 404 607 607 - 207
4 60% 607 207 807 407 407
7 607 1007 207 - 207 407
10 > 207 207 807 20 207
14 207 - 40° - - -
21 - - - - 200 - -
28 404 - - - - -
35 - 207 - - 207 207

*Q trago representa a ndo recupera¢ao do microrganismo a partir de frag-
mentos dos 6rgaos em meio de cultura.

superiores a linhagem L, mantendo assim o efeito multiespe-
cifico normalmente observado nesta selecao. A linhagem
BALB/c apresentou resposta semelhante a linhagem H, com
diferencas significativas de produgao de anticorpos em rela-
¢ao a linhagem L no 72, 142, 212, 282 e 35° dias.

Os resultados expressos no Quadro 1 mostram que a re-
cuperacao bacteriana no figado e rins ocorreu a partir do 2°
dia poés-inoculacao, em todas as linhagens inoculadas, com
pico maximo nos 4° e 7° dias. Apds o 14° dia, observou-se
que a recuperacao foi irregular e decrescente.

Para cada grupo de cinco animais, as médias da recupera-
¢ao de bactérias viaveis a partir dos 6rgaos de camundongos,
seguidas de letras maitsculas iguais nao diferem significati-
vamente (p>0,05) pela Analise de Variancia

Para cada grupo de cinco animais, médias seguidas de
letras mintasculas iguais nao diferem significativamente
(p>0,05) pela Analise de Variancia Teste T de Student-
Newman-Keuls.

As letras mindsculas iguais nao diferem significativamen-
te (p>0,05) e nao demonstram que ha diferenca estatistica
entre as linhagens p<0,05. As médias encontram-se segui-
das por letras maitisculas e os desvio-padrao estao represen-
tados entre parénteses. Os resultados foram submetidos a
Analise de Variancia com médias repetidas e Teste de com-
paracoes mltiplas de Student-Newman-Keuls.

Ao exame hispatologico dos orgaos dos camundongos
HIV-A, a partir do 22 dia da inoculagao nao foram verificadas
alteragoes microscopicas no parénquima renal. Entretanto,
nos dias posteriores, verificou-se degeneragao hidrépica
tubular e alteracoes nucleares indicativas de necrose, que se
acentuaram-se a partir do 7° dia, com necrose tubular, prin-
cipalmente proximo a regiao cortico-medular. No intersticio
havia infiltrado mononuclear e congestao vascular. A partir
do 14¢ dias observou-se degeneracao hidropica com presen-
.¢a de Leptospira spp em cortes histolégicos corados pela Téc-
nica de Wartin-Starrey. O processo inflamatério persistiu até
o 282 dia, com predominio de infiltrado mononuclear focal,
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principalmente, nas regioes perivasculares. Havia acentuada
celularidade glomerular. No 35° dia, verificou-se areas de
infiltrado focal glomerular, com espessamento de membrana
basal glomerular. Todo o parénquima renal apresentava
infiltrado intersticial linfoplasmocitario intenso associado a
areas de degeneragao da por¢ao tubular cortical. No exame
do figado revificou-se discreto infiltrado focal, que acentuou-
se apds o 4° dia, exibindo células polimorfonucle-ares e
mononucleares, com inicio de necrose e acidofilia do
citoplasma dos hepatdcitos circunjacentes ao foco inflama-
torio. A partir do 102 pés-inoculagao (p.i.), os hepatocitos
exibiram intensa vacuolizacao caracterizando degeneracao
vacuolar, além de alteragoes nucleares, como cariorrexia,
cariélise e picnose, com a presenca de células mononucleares
nos espacos porta. Estas células inflamatorias permaneceram
até o 212 dia. Havia também, discretas areas de necrose focal
com intensa degenerac¢ao hidropica vacuolar de hepatdcitos.

No pulmao observou-se a presenca de infiltrado focal com
células polimorfonucleares e mononucleares junto a pleura
visceral. No miocardio, a presenga de areas isoladas de dege-
neracao hialina de Zenker e de cariorrexia, deu-se principal-
mente nas regioes do apice e da base do musculo papilar do
ventriculo direito.

A andlise microscopica dos orgaos de camundongos LIV-
A, como do figado, revelou no 22 dia p.i., areas de congestao
hepatica, com discretos hepatdcitos em megalocitose, com
um ou dois ndcleos, sendo ocasional o aparecimento de in-
clusoes. Figuras de mitose do tipo interfase, também esta-
vam presentes. As células de Kupffer apresentavam-se com
um aspecto reativo com nicleo e citoplasma aumentados de
volume. Areas de infiltrado focal, com predominio de célu-
las mononucleares, foram encontradas difusamente sob o
parénquima hepatico, na regiao periportal. Préximo aos
ductos biliares foram observados infiltrados celulares, carac-
terizando portanto, o processo de pericolangite e colangite,
sendo evidenciado até o 14° dia ap6s a infeccao. O quadro
inflamatoério supracitado, estendeu-se pelo 42, 72, 102, 14° e
21¢ dias ap0s a infeccao. Com o acentuado agravamento dos
processos inflamatério, e degenerativo. Foi evidente, o pre-
dominio de células polimorfonucleares e areas de necrose
junto aos infiltrados, os quais, com o desenvolver da infec-
¢ao, localizavam-se na regiao periacinar. A partir do 212 dia
da infeccao, observou-se uma regressao do processo infla-
matorio. O parénquima hepatico apresentou discretas areas
de infiltrado focal, com predominio de células mononucleares,
no entanto, houve ainda evidéncia de areas de necrose celu-
lar. '

Na histologia renal notou-se areas de intenso processo
degenerativo, a partir do 2¢ dia da infec¢ao, estendendo-se
durante todo o periodo experimental, variando apenas na
severidade e grau da lesao, que se intensificava com a evolu-
¢ao do processo. Observou-se areas de degeneragao hidropica
com vacuolizagao e células picnoéticas. Os glomérulos apre-
sentavam moderada hipercelularidade, em fun¢ao de células
axiais, exibindo areas de necrose, principalmente nos tbulos
distais. Os tibulos tinham um aspecto dilatado e eram reves-
tidos por células epiteliais com citoplasma basofilico. A se-
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veridade destas lesoes também variaram em fung¢ao do au-
mento do tempo de exposi¢ao ao microrganismo. A nefrite
intersticial, no momento da infec¢ao, apresentou actimulos
de células mononucleares, suplantados a partir do 4° dia,
por células polimorfonucleares. Areas de intenso edema,
vasodilatacao com congestao e tumefacao endotelial acom-
panharam o processo inflamatério em todos os momentos
do experimento. Do 4°ao 10° dia, além das lesoes supracita-
das, observou-se em determinados focos, a presenca de ade-
réncia da capsula de Bowman. A necrose tubular foi eviden-
te a partir do 4° dia, atingindo grau acentuado no 10° e no
14¢° dia, mantendo-se até o 35° dia de observagdo. No pul-
mao, observou-se a presenca de infiltrado inflamatério focal
e perivascular ao 14¢ dia. No coragao, nos septos interventri-
culares, foram observadas areas de degeneracao, com ausén-
cia de estriacoes do misculo cardiaco e com intensa area de
acidofilia celular (degeneracao hialina), que no 142 dia foi
acompanhada de areas de necrose, com intensa proliferacao
de fibroblastos.

Os exames histologicos de fragmentos hepaticos de ani-
mais da linhagem BALB/c revelaram em todos os momentos
do experimento discretissima presenca de infiltrado celular,
com predominio de células polimorfonucleares, que posteri-
ormente foram suplantadas por células mononucleares de
acordo com a evolugao da infecgao. A partir do 2° dia, verifi-
cou-se a presenca de infiltrado localizado junto ao espago
porta, que foi tornando-se difuso até o 35° dia de observa-
¢ao. As células de Kupffer encontravam-se ligeiramente
hiperplasicas e com hipereatividade ao longo do experimen-
to. Ao 282 dia, detectou-se megalocitose, megacariolise com
necrose celular, porém, de ocorréncia rara e em pontos isola-
dos do &cino hepatico. A histologia do rim, foi observada
acentuada degeneracgao hidrépica, com necrose tubular em
determinados pontos do parénquima. Ressalta-se também a
presenca de hipercelularidade nos tufos glomerulares, tam-
bém evidenciados em todos os momentos da infeccao. Ao
14° dia, observou-se aderéncia da capsula de Bowman. A
partir do 2° dia de infecgao, verificou-se a presenc¢a de
discretissimas areas de degeneracao hialina, tornando-se mais
intensas apds o 102 dia. No pulmao, ja no 2° dia de observa-
cao, verificou-se areas de congestao vascular, com infiltrado
intersticial de células mononucleares, que foram suplanta-
das por polimorfonucleares. A partir do 7° dia, o acimulo de
células inflamatorias foram visualizados de forma mais difusa,
localizando-se proximo a regiao do hilo, sendo formado pre-
dominantemente por células mononucleares, estendendo-se,
até 0 282 dia, por todo o parénquima até a regiao da pleura.
Todas as lesoes, entretanto, variaram de discretas a modera-
das, quando comparadas com os animais das linhagens ante-
riores. '

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Na leptospirose experimental, 0 modelo murino nao é roti-
neiramente utilizado, uma vez que camundongos normais
geralmente apresentam resisténcia a infeccao. As linhagens
de camundongos L, , e H,, , apresentam modifica¢oes na pro-

dugao de anticorpos e atividade metabélica de macréfagos,
demonstrando graus variados de resisténcia e sensibilidade
a infecgoes por parasitas de multiplicacao extracelular e/ou
intracelular.

Considerando-se as caracteristicas genéticas dos camun-
dongos L e H selecionados, simultaneamente as modificagoes
fenotipicas na expressao dos mecanismos basicos de resis-
téncia, e suas respectivas atribuicoes na defesa contra varios
tipos de infecgoes, é possivel prever o comportamento des-
sas linhagens mediante alguns modelos classicos de infec-
¢ao, cujo mecanismo protetor ja esteja bem esclarecido, as-
sim como a sua elucidacao nos casos ainda nao estabeleci-
dos.

Além disso, as diferencas de interlinhagens na imunidade
anti-infecciosa podem ser observadas na resisténcia inata ou
induzida por vacinagao. Quando a infec¢ao é menos grave, e
o animal sobrevive por tempo suficiente para eliciar uma res-
posta imune, essa diferenca geralmente ocorre nos dois ti-
pos de resisténcia (Masuzawa et al. 1990). Os camundongos
BALB/c foram utilizados, por tratar-se de uma linhagem con-
sangiiinea, de distribuicao internacional, e por apresentar
padrao intermediario de resposta imune em relagao as linha-
gens H e L.

A recuperagao de Leptospira interrogans sorovar icterohae-
morrhagiae, a partir de fragmentos de figado e rins, de camun-
dongos L, ,, H,, ,, € BALB/c, ocorreu de forma praticamente
constante até o 102 dia apos a infecgao, nos trés grupos de
animais. Posteriormente, esta ocorreu de forma intermiten-
te nos camundongos Hy,,, e BALB/c, uma vez que, a partir do
142 dia, da inoculagao observou-se o clearence total em ca-
mundongos L, ,, 0 que pode ser explicado pela maior ativi-
dade metabdlica dos macréfagos dos camundongos L, , em
relagao aos H,,. Os fragmentos provenientes dos rins de-
monstraram que houve diferenca entre os camundongos L,
€ Hy,, mas a andlise estatistica dos resultados obtidos, a
partir dos fragmentos de figado, revelou que nao houve dife-
renga entre os trés grupos, e que também nao diferiram en-
tre eles ao longo do experimento. Embora, os resultados
obtidos como camundongos BALB/c nao sejam estatisticamen-
te diferentes em relagcdao aos das linhagens L, ,, os mesmos
apresentaram um comportamento semelhante aos observa-
dos pelos camundongos H com relagcao a recuperagao
leptospirica.

Gheorghiu et al. (1985) estudaram a resisténcia do Myco-
bacterium bovis (BCG) em camundongos L e H da Selecao I,
utilizando a taxa de multiplicacao da bactéria no bago. Ob-
servou-se que esse efeito ocorre de forma mais rapida na li-
nhagem H do que na L; nas duas primeiras semanas pos-
inoculagao intravenosa. A partir deste momento, a contagem
de unidades formadoras de colonias nos orgaos analisados
decresce rapidamente, e 12 semanas apds a inoculagao, foi
encontrade um nimero maior de bactérias viaveis nos maus
respondedores. Esta cinética sugere que na fase inicial, a
multiplicacao do BCG foi muita mais rapida na linhagem H,
em fungao de um defeito inato do macrofago, que resulta,
consequentemente, na maior indugao imunitaria nesta linha-
gem do que na L.

IV-A?
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Os roedores funcionam como portadores permanentes
para Leptospira na natureza, mantendo a bactéria inviolada

no interior dos tdbulos renais por longos periodos. No pre-

sente estudo, o clearence da leptospira ocorreu de forma dife-
rente nas linhagens estudadas. Este fato pode estar associa-
do a maior resisténcia dos camundongos Low a infecgao.

A produgao de anticorpos pelos camundongos Ly, ,, Hy, »
.e BALB/c, revelam uma maior resposta dos camundongos H;,,
A €m comparagao a Lyv.as mantendo, portanto, o efeito
multiespecifico destas linhagens. Comparando os titulos de
anticorpos dos BALB/c com os H,, ,, nao se observou diferen-
cas significativas entre si, permanecendo os camundongos
BALB/c como um grupo intermediario entre as linhagens L e
H. A comparagao dos resultados com relagao a recuperagao
de leptospiras e com a producao de anticorpos, mostrou
uma correlagao positiva entre eles, demonstra por maior re-
cuperacao de leptospiras no inicio da infec¢ao, enquanto os
titulos de anticorpos apresentavam-se baixos. Quando ocor-
reu um aumento da produgao de anticorpos, observou-se
queda da recuperac¢ao- de leptospiras, caracterizando, por-
tanto, que o nivel de anticorpos pelo menos em parte foi
fator limitante a infeccao, pois o isolamento do patoégeno a
partir dos tabulos renais de roedores, durante a fase imune,
ocorre por um longo periodo.

O maior nimero de células formadoras de anticorpos no
baco de camundongos H, nao esta relacionado com a capaci-
dade de producao de anticorpos em resposta a mitégenos
de células B, como lipopolissacarideo de E. coli e atuberculina,
in vitro, quando comparados ao de camundongos L ( Biozzi
et al.1972, Ferreira et al. 1975, Reis et al. 1989).

Mouton et al. (1985) pesquisando a resisténcia inata a
Klebsiella pneumoniae, nao observaram diferencas entre as li-
nhagens Hl e LI quando quantidades crescentes desta bacté-
ria, inativadas pelo calor, foram administradas a esses ani-
mais, dez dias previamente a inoculacao intravenosa letal.
Os resultados mostraram que a dose de vacinagao requerida
para a protecao seria 1000 vezes menor nos camundongos
HI. O nivel de anticorpo produzido também foi um fator
limitante para a resisténcia, pois a.transferéncia passiva de
soro imune induziu protecao completa.

Com relagao ao efeito protetor de anticorpos produzidos
para essas infecgoes, por microrganismos extracelulares,
utilizando-se como modelos experimentais os animais das
linhagens L e H, Sele¢ao I, tem-se confirmado a maior resis-
téncia de camundongos H, como a desencadeada por
Trypanosoma cruzi ( Heuman et al. 1979), virus da raiva
(Kierzembaum et al. 1976) e Plasmodium bergei (Nilsson et al.
1979). O exame histolégico dos fragmentos dos orgaos reve-
laram alteragoes morfoldgicas semelhantes entre as. trés li-
nhagens, variando, entretanto, o grau de severidade das le-
soes durante os periodos analisados. "As lesoes foram evi-
dentes apds o 2° dia da inoculagao, progredindo, ao longo
da infecgao, tornando-se mais intensas ao 10° e 14° dia, esta-
cionando posteriormente. As alteragoes histologicas do
parénquima hepatico, variaram desde a ocorréncia de
infiltrado com células inflamatorias até areas de degenera-
¢ao hepatica, com necrose de hepatécitos. No parénquima
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renal, as alteracoes predominantes foram relacionadas a de-
generacao hidropica acidofilica, com aderéncia da capsula
de Bowman, pericolangite e necrose tubular. Ressaltam-se
ainda, as lesoes de miocardio com degeneragao hialina de
Zenker e o infiltrado de células inflamatérias no pulmao. Uma
vez que, as lesdes nao foram quantificadas, nao se pode afir-
mar que houve diferenca significativa, apesar destas revela-
rem um maior comprometimento do parénquima dos orgaos
dos animais H, quando comparadas as lesoes dos camundon-
gos L e BALB/c; sendo que, neste tltimo, as lesoes apresenta-
ram grau moderado.

As lesoes presentes na patogenia da leptospirose, nem
sempre sao causadas pela agressao tecidual direta do agen-
te, uma vez que nem sempre o mesmo se encontra na area
lesada. Na glomerulonefrite do cao, a injaria tecidual relacio-
na-se a reacao inflamatéria por depoésitos de imuno comple-
xos presentes nos capilares do glomérulo (Taylor et al. 1970).
A uveite equina resulta da resposta inflamatoria, a partir da
reacao cruzada entre antigenos leptospiricos e proteinas
teciduais presentes na cornea e cristalino de eqiiinos. Obser-
va-se em ovinos com leptospirose, um mecanismo patogénico
distinto de hemolise direta causada por hemolisina leptos-
pirica, em que a IgM atua como uma hemaglutinina crio-
reagente, podendo desencadear uma crise hemolitica, no
momento em que 0s animais sao expostos a baixa tempera-
tura ( Sebastian 1994).

A despeito dos resultados obtidos, deve-se inferir sobre a
provavel producao de metabolitos liberados frente a infec-
¢ao por Leptospira interrogans sorovar icterohaemorrhagiae, uma
vez que as lesoes iniciaram, predominantemente, ao redor
de vasos sanguineos, difundindo-se posteriormente para o
resto do parénquima, sugerindo a circulagao de alguma toxi-
na ou fator toxico (Higuchi 1930, Dobrina et al. 1957,
lamamura et al. 1957, Fukushima et al. 1992). _

Ao se comparar os resultados histologicos com os da
literatura, observa-se que no presente estudo variou o grau
de intensidade das lesoes renais, hepaticas, cardiacas e pul-
monares de acordo com a linhagem. As lesoes foram mais
acentuadas nos camundongos High, quando comparadas as
dos camundongos das linhagens Low e BALB/c. Silva et al.
(1995) abordaram aspectos hematologicos, histologicos e
imunohistoquimicos na sindrome hemorragica presente na
leptos-pirose experimental em cobaias inoculadas com amos-,
tra virulenta de Leptospira interrogans copenhageni, e sugeri-
ram possiveis mecanismos patogénicos responsaveis pelo
quadro além de enfatizarem que a agressao toxico-andxica
do endotélio vascular seria provocada pela acao direta da
bactéria; e que produtos do seu metabolismo estariam di-
retamente relacionados a coagulacao intravascular dissemi-
nada (CIVD). De Brito et al. (1992), demonstraram por
imunoeletromicroscopia, a afinidade de antigenos leptos-
piricos para a membrana celular do hospedeiro, sugerindo '
uma provavel interagcao com proteinas da superficie celular,
que antecederia a invasdo bacteriana. Em soros de pacien-
tes com leptospirose tém se encontrado altos niveis de fa-
tor de necrose tumoral (Estover et. al. 1991, Friedland &
Warrel 1991), e devido a sua franca atividade inflamatéria
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associam a sua presenca a patogénese da 1nfec<;ao (Cmco et
al. 1996).

Na leptospirose a producao de anticorpos é lmportante
na defesa do hospedeiro. Entretanto, como verificou-se nes-

ta pesquisa este fato nao parece ser o mais importante, pois

a producao de anticorpos da linhagem HIV-A foi mais eleva-
da, com lesOes mais severas e com uma maior recuperacao
de bactérias, em relagao a linhagem LIV-A. Acredita-se que se
deva a interacao de anticorpos com macréfagos pelo fend-
meno de opsonizagao, associado ao fato da linhagem L apre-
sentar maior atividade metabdlica de macréfagos que a H.-
Merien et al. (1997), utilizando primocultivo de Leptospira
interrogans sorovar icterohaemorrhagiae em células Vero, de-
monstraram que a sua capacidade invasiva foi significativa-
mente suprimida, quando-foram tratadas com monodansyl-
cadaverine, sugerindo. que a interiorizacao da bactéria esta
associada a um processo de endocitose mediada por recep-
tor. Sugerem ainda, que, na patogénese da infec¢ao, haja
apoptose de macr6fagos por um mecanismo pouco esclare-
cido, e que tais fatores de viruléncia estao diretamente rela-
cionados a habilidade de sobrevivéncia do patégeno no in-
terior do hospedeiro.
As linhagens HIV A € BALB/c apresentaram perfil Th2
de resposta, com maior produgao de anticorpos, de IL-4 e
maior gravidade das leses; enquanto que a linhagem L, ,
apresentou um perfil Th 1. com maior producao de INF-g, ati-
vidade macrofagica e menor comprometimento de lesoes
teciduais. Outros experimentos-devem ser conduzidos para
elucidar estes resultados, principalmente com estudos: de
imunohistoquimica, com o objetivo de se detectar citocinas
e o envolvimento destas nas lesoes.

Os resultados indicam que populagoes naturais heterogé-

neas, representadas pelas linhagens de camundongos H |, , e
L, , podem apresentar comportamentos distintos em rela-
¢ao a infecgao leptospirica. Nao somente a resposta humoral,
é importante para a conten¢ao do processo infeccioso, mas
também a resposta imune celular, pela produgao de citocinas
e atividade macrofagica.

Agradecimentos.- A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo
(FAPESP proc. n® 0437-5) pelo financiamento do projeto.

REFERENCIAS

Arean VM., James H. & Green M.S. 1963. The Pathogenesis of leptospirosis:
toxin production by icterohaemorrhagiae. Am. J. Vet. Res. 25:836-843.

Biozzi G., Stittei C., Mouto, D., Bouthillier Y. & Descreusefond C. 1. 1968.
Sélection articielle pour la production d’anticorps chez la souris. Ann. Inst.
Pasteur 115:960-965.

Biozzi G., Stittei C., Mouton, Bouthillier, Y. & Descreusefond C. 1972.
Cytinamics of the immune response in two lines of mice genetically selected
for high and low antibody synthesis. J. Exp. Med. 135:1071.

Cinco M., Vecile E., Murgia R., Dobrina P. & Dobrina A. 1996. Leptospira
interrogans and Leptospira peptidoglycans induce the release of tumor factor
alpha from human moncytes. FEMS (Fed. Europ. Microbiol. Soc.) Microbiol.
Lett. 138, p. 211.

De Brito T. & Bohm G.M. 1979. Yasuda, P.H. Vascular damage in acute experi-
mental leptospirosis of Guinea-pig. J. Pathol. 128: 177-182.

Dobrina A., Nardon E., Vecicle E., Cinco M. & Patriarca P. 1995. Leptospira

icterbhaemorrhagiae and Leptospira peptideoglicans induce endothelial cell
adhesiveness for polymorphonuclear leukocytes. Infect. Inmun. 63:2995-
2999.

Estavoger J.M., Racadot E., Covetdic G., Leroy J. & Grosperrin L. 1991. Tumor
necrosis factor in patients with Leptospuosns Rer. Infect. Dis. 13:1245-
1246.

Faine S. 1982. Guidelines for the control of leptospirosis. WHO, Geneva, p. 83.

Ferreira V.C.A., Gennari M., Reis M.H., Siqueira M., Stiffel C., Mouton D. &
Biozzi, G. 1985. Pontentialities of immunocompetent cells in high and low
antibody producing lines of mice obtained by selective breedings for
responsiveness to flagellar or somatic antigens of salmonella J.
Immunogenetics. 12:309-319. '

Friedland J.S. & Warrel D.A. 1991. The arish-Herxheimer reaction in
Leptospirosis: possible pathogenesis and review. Vet. Infect. Dis. 13:207-210.

Fukushima B., Hosoya S. & Ma. 1926. Study of culture media for spirochaeta.
Sci. Rep. Gov. Inst. Infect. Dis. 5:151-169.

Gheorghiu M., Mouton D., Lecoeur H., Lagranderie M., Mevel J.C. & Biozzi G.
1985. Resistance of high and low antibody responder lines of mice to the
growth of avirulent (BCG) and virulent (H37Rv) strains od mycobacteria.
Clin. Exp. Immunol. 59:177-184.

Heuman A.M., Stiffel C., Monjour L., Bucci A. & Biozzi G. 1979. Correlation
between genetic regulation of antibody responsiveness and protective
immunity induced by Plasmodium bergei vaccination. Infect. Immun. 24:829-
836.

Higuchi S. 1930. Untersuchungen iiber das Toxin der Spirochaeta (Leptospira).
Fukuota Acta Medica 24:3-5.

lamamura S., Kuribayashi K. & Kameta M, 1957. Studies on toxins. of
Pathogenic Leptospirae. Jpn. J. Microbiol. 1:43-47.

Kerr D.A. 1938. Improved Warthin-Starry method as staining spirochetes in
tissue section. An. J. Clin. Pathol. 2:63-67.

Kierzembaum E & Howard ].G. 1976. Mechanisms of resistence aganist expe-
rimental T. cruzi infections: the importance of antibodies and antibody-
forming capacity in the Biozzi; high and low responder mice. J.. Immunol.
116:1208-1211.

Masuzawa T., Nakamura R., Suzuki R. & Yanagihara Y. 1990. Inmunochemical
properties of protective Ag (Pag) of Leptopira interrogans sorovar lai, p.
315-331. In: Leptospirosis Research Conference. University of Tokyo Press,
Tokyo.

Merien E, Baraton G. & Perolat P. 1997. Invasion of Vero cells and induction
of apoptosis in macrophages by pathogenic Leptospira interrogans are
correlated with virulence. Infect. Immun. 65:729-738.

Miller N.G. & Wilson R.B. 1967. Electron microscopic study of relationship of
Leptospira pomona to the renal tubules of hamsters during acute and chronic
leptospirosis. Am. J. Med. 1:75-91.

Ministério da Satide 1996. Manual de Controle Leptospirose. Divisao Nacio-
nal de Zoonose, Secretaria Nacional de A¢oes Basicas de Satide, Ministério
da Saide. Série A: Normas e Manuais Técnicos 48, Centro de Documenta-
¢ao do Ministério da Satde, Brasilia, p. 71.

Mitchison M., Bulach D.M., Vinh T., Rajakurmar K., Faine S. & Adler B. 1997.
Identification and characterizacion of dTDP-rhaminose biosynthesis and
transfer genes of lipopolysaccaride related rfb locus in Leptospira interrogans
sorovar copenhagini. J. Bacteriol. 179:1262-1271.

Mouton D., Stiffel C. & Biozzi G. 1985. Genetic factors of immunity aganist
infection. Annu. Immunol. Lett. 136:131-141.

Myers D.M. 1985. Manual de métodos para el diagndstico de laboratério de
la leptospirosis. Nota técnica, p. 30, Centro Pan Americano de Zoonosis/
OPS/OMS, Buenos Aires.

Kmety E. & Dikken H. 1988. Joint Meeting of European Leptospira Workers,
6, Brno, Czechoslovakia. Proc. 6th Joint Meeting of European Leptospira
Workes, Brno, Czechoslovakia, p. 6.

Nilsson M.R., Santa’anna O.A., Siqueira M., Nilsson T.T. & Genari M. 1979.
Rabies virus immunity in genetically selected high and low-responder lines
of mice. Infect. Immun. 2:23-26.

Pesq. Vet. Bras. 23(1):5-12, jan./mar. 2003



12 Marcia Marinho et al.

Reis M.H., Piatti R.M., Ibafiez O.M., Cabrera WH. & Siqueira M. 1989. Atividade
de linfocitos T auxiliaries em linhagens de camundongos bons e maus pro-
dutores de anticorpos: efeito do tratamento com anticorpo monoclonal
anti-L3T4. IV Reuniao Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia Experi-
mental. Anais 142 Congr. Bras. Imunologia, Caxambu, p. 402.

Sebastian E. 1994. Leptospirosis. J. Am. Vet. Med. Assoc. 205:1518-1523.

Silva],J.L., Souza Neto B.A., Lilembaum W., Alvin M.E.AM. & Oliveira A.V. 1995.
’The4 hemorragic syndrome of leptospirosis: an experimental study in Guinea
pigs. Revta Soc. Bras. Med. Trop. 28: 169-177.

‘Souza L. & Koury Mc. 1992. Chemical and biological properties of endotoxin
from Leptospira interrogans serovares canicola and icterohaemorrhagiae. Braz.
J. Med. Biol. Res. 25:467-475.

Taylor P.L., Hanson L.E. & Simon J. 1970. Serologic, pathologic and

Pesq. Vet. Bras. 23(1):5-12, jan./mar. 2003

immunologic features of experimentally induced leptospiral nephritis in
dog. Am. J. Vet. Res. 31:1033-1049.

Topley WW.C., Wilson's G.S. & Miles A.A. 1990. Principles of Bacteriology,
Virology and Immunity. 8th ed. London, p. 604.

Veronesi R. 1991. Doengas Infecciosas e Parasitarias. 82 ed. Koogan Guanabara,
Rio de Janeiro, p.579.

Wang B., Sullivan J.A. & Sullivan G.W. 1984. Role of specific antibody in
interaction of leptospiras with human monocytes and monocyte-derived
macrophages. Infect. Inmun. 46:809-813.

World Health Organization 1967. Current problems in leptospirosis research.
Report of a WHO expert group, Geneva. Technical Report Series, p. 32.
Zar J.H. 1996. Biostatical Analysis. 3rd ed. Prentice—Hall, Upper Saddle River,

p. 718.





