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RESUMO

A leptospirose € uma doenca grave de distribuicio mundial que afeta o homem e os animais. A
infeccdo em animais, geralmente, € inaparente, ou os sintomas quando presentes sdo similares a
outras infec¢des. Neste estudo foram colhidos soros de 119 ovinos e os respectivos rins durante
abate em feiras livres no municipio de Teresina, Pl. Pela técnica de soroaglutinacdo
microscopica (SAM) obteve-se 34 amostras soroldgicas positivas para um ou mais sorovar de
Leptospira interrogans, com taxa de ocorréncia de 28,57%, com predominincia do sorovar
autumnalis (29,41%). A andlise histopatoldgica revelou nefrite intersticial em 33 (71,74%)
animais infectados e em 9 (19,56%) nao infectados. Lesdes tubulares foram observadas em 20
(55,55%) animais infectados e em 2 (20%) nao infectados. A presencga de leptospiras em tibulos
foi observada em 8 (22,22%) das 36 amostras positivas. Nos animais infectados, o infiltrado
inflamatério era significantemente mais evidente na regido cortico-medular que nas regides
cortical e medular (p = 0,0001), mas ndo existia diferenca entre animais infectados e ndo
infectados. Cilindros hialinos nos tibulos proximais estavam presentes em quantidade
significantemente maior nos animais infectados comparado aos nado infectados (p = 0,0001). Em
glomérulos, foi observada lesdo discreta, caracterizada, principalmente, por hipercelularidade
focal, global e segmentar. Pelo método de ApopTag Peroxidase, apoptose foi observada em
células epiteliais tubulares das regido cortical ¢ medular em 30 (88,24%) animais infectados e
somente na medular em 4 (80%) dos cinco, sem infec¢do. Quando comparamos os dois grupos
de animais na presencga de apoptose, verificou-se que existia marcacdo significantemente maior
na cortical (p = 0,035) e medular (p = 0,004) nos animais infectados em relagdo aos nao
infectados. Os resultados mostram que ovinos infectados por leptospiras apresentam lesdao renal
tdbulo-intersticial, com presenca da bactéria nos tibulos, o que confere aos animais a condicao
de portador assintomatico capazes de disseminar a infec¢do por eliminacdo de leptospiras na
urina. Apoptose ocorre em ovinos naturalmente infectados por leptospiras com acdo primadria
sobre células epiteliais tubulares. e evidencia que a mesma reduz a populacdo de células
tubulares na presencga de alteracdes inflamatorias intersticiais.



ABSTRACT

Leptospirosis is a serious worldwide disease that affects the man and the animals. The infection
in animals, generally, is symptomeless, or the symptoms when present are similar to other
infections. In this study serum of 119 ovine and the respective kidneys were collected during
slaughter in free fairs in the city of Teresina, P1. The microscopic agglutination tests (MAT) at
34 positive serologically animals to one or more sorovar of Leptospira interrogans, revealed the
occurrence of 28.57% positive cases, with predominance of the serovar autumnalis (29.41%).
The histopathological analysis showed interstitial nephritis at 33 (71.74%) infected animals and
at 9 (19.56%) not-infected. Tubular injuries was observed in 20 (55.55%) infected animals and in
2 (20%) not-infected. The presence of leptospira in tubules was observed at 8 (22.22%) of the 36
positive samples. In the infected animals, inflammatory infiltrate was significantly more evident
in the cortical-medullary region than in the cortical and medullar (p = 0.0001), but difference
between infected and not-infected animals did not exist. The presence of hyalines casts in the
proximal tubules were significantly greater in the infected compared to the not-infected groups
(p =0.0001). In glomeruli, discrete injury, characterized, mainly, for focal, global and segmental
hypercellularity was observed. By the method of ApopTag Peroxidase, apoptosis was observed
in tubular epithelial cells at the cortical and medullar regions in 30 (88.24%) infected animals
and only at the medullar in 04 (80%) of the five animals, without infection. When compare the
two animals groups verified that apoptosis was more evident in the cortical (p = 0.035) and
medullar (p = 0.004) at the infected animals in relation to the not-infected animals. The results of
this study showed that infected ovine for Leptospira they present tubule-interstitial renal injury,
with presence of the bacterium in the tubules, what confers to the animals the condition of
asymptomatic carrier capable to spread the infection for elimination of Leptospira in the urine.
Apoptosis occurs in kidney of infected ovines by Leptospira with primary action on tubular
epithelial cells and evidences that the same reduces the population of tubular cells at the presence
of interstitial inflammatory alterations.



INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenga bacteriana, de ocorréncia mundial que afeta o homem
(PLANK; DEAN, 2000), vérias espécies de animais domésticos (JULIANO et al., 2000) e
silvestres (MILAS et al., 2002; VANASCO et al., 2003).

A enfermidade € causada por bactéria da ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae,
género Leptospira (BARANTON, 1995) compreendendo duas espécies: Leptospira biflexa
(saprofita) e Leptospira interrogans (patogénica) (FARR, 1995). L. interrogans abrange
aproximadamente 300 sorovares associados a infec¢des em humanos e animais (OZDENIR;
EROL, 2002). Sorovares antigenicamente relacionados, sdo tradicionalmente agrupados em
sorogrupos (LEVETT, 2001).

As leptospiras sdo bactérias aerdbias obrigatérias, medem de O,lum x 6 a 20um de
comprimento, morfologia filamentosa, espiralada, com movimentos rotacionais e de dobramento
(helicoidal) (BARANTON, 1995) o que possibilita a bactéria motilidade ativa. Geralmente, uma
ou ambas extremidades ¢ dobrada ou em formato de gancho, mas a forma reta também ocorre,
com movimentos mais lentos. Por causa do seu diametro estreito, as leptospiras sao melhor
visualizadas por iluminagdo de campo escuro ou microscopio de contraste de fase. As
leptospiras de vida livre (L. biflexa) e parasitdria (L. interrogans) sdao morfologicamente
indistinguiveis (FAINE, 1982).

Cada sorovar de leptospira tem um hospedeiro preferencial que atua como reservatério, e
um acidental que pode sofrer infec¢des esporddicas (RIET-CORREA; LEMOS, 2001). Uma
espécie animal pode ser infectada por sorovares mantidos no ambiente por outras espécies, pelo
contato indireto com o reservatorio. Os animais podem atuar como reservatdrios para alguns
sorovares e acidental para outros, nos quais a infec¢do pode ser grave ou fatal (LEVETT, 2001).
Felizmente, somente um pequeno nimero de sorovares ¢ endémico a uma regido particular ou
pais (ELLIS, 1994).

As infecgOes leptospirais mais importantes em animais domésticos de interesse econémico,
sao devidas aos sorovares hardjo, mantido por bovinos e, possivelmente ovinos e caprinos;
pomona, tarassovi e bratislava mantidos por suinos; icterohaemorrhagiae, mantidos por ratos;

grippotyphosa e sejroe, por roedores e canicola pelo cio (MACEDO, 1997). No Brasil, a



associacdo freqiiente entre reservatdrio e sorovar infectante mais provavel, depende da drea
geografica, mas, usualmente sdo observados: roedores sinantrépicos, icterohaemorrhagiae e
copenhageni; marsupiais, grippotyphosa; bovinos, hardjo, wolffi e hebdomadis; suinos, pomona
e icterohaemorrhagiae; eqiiinos, icterohaemorrhagiae; caninos, canicola, icterohaemorrhagiae e
copenhageni; ovinos e caprinos, icterohaemorrhagiae (VASCONCELLOS, 1997; LILENBAUM,
1998; FAVERO et al., 2002).

Leptospirose nos animais domésticos de producdo causa enormes perdas econdmicas na
forma de abortamentos, natimortos, diminuicdo da producdo de leite e infertilidade (Faine,
1982). Em ovinos a infec¢do pode causar doenca clinica no terco final da gestacdo e
imediatamente no periodo pds-parto, quando as ovelhas se encontram fisiologicamente
imunodeprimidas. Surtos esporddicos da doenca aguda sdo caracterizados por hematiria,
hemoglobintria, ictericia e morte, usualmente nos cordeiros (ELLIS; McDOWELL, 1993).

A prevaléncia de sorovares de L. interrogans, causadores de doenga nos animais, varia
entre paises e regides. Na Franga, estudo com 355 amostras de soro ovino revelou 9,8% positivos
no teste de aglutinacdo microscépica (SAM), com predominancia dos sorovares grippotyphosa e
sejroe  (TRAP; GARIN-BASTUIJI, 1988); na Espanha, levantamento de 973 casos de
abortamento em ovelhas, revelou que 1,7% dos animais apresentaram aglutininas
antileptospiricas, sendo predominante o sorovar pomona (64,7%), seguido pelo sejroe (17,6%)
(LEON-VIZCAINO, MENDOZA, GARRIDO, 1987); na Itdlia, 313 amostras de soro foram
examinadas, sendo observada positividade de 6,1% e o sorovar prevalente foi castellonis
(CICERONI et al., 2000); na Australia, ELLIS et al. (1994), observaram que em 2.160 amostras
de soro ovino, 42% foram positivas para o sorovar hardjo; na Nova Zelandia, de 928 soros
ovinos testados, 20% reagiram ao sorovar hardjo (BLACKMORE, BAHAMAN, MARSHALL,
1982); na Nigéria, em 255 soros ovinos, 23,5% foram positivos para leptospira, com
predominancia do sorovar pomona (AGUNLOYE, 2002); no Chile, um inquérito sorolégico
revelou 5,7% de positividade em 629 amostras de soro, sendo os sorovares mais freqiientes,
icterohaemorrhagiae, autumnalis e hardjo (ZAMORA, RIEDEMANN, TADICH, 1999); no
Brasil, apesar da grande populagcdo de ovinos, existem poucos dados sobre leptospirose nesta
espécie. O primeiro estudo foi publicado em 1973 no Estado de Sao Paulo. Soro de 400 animais
revelou prevaléncia de 34% (SANTA ROSA; CASTRO, 1973); outros estudos foram realizados,
também, no Estado de Sao Paulo: 356 amostras de soro ovino, revelaram 44,65% positivos, com
prevaléncia de 51,25% para o sorovar icterohaemorrhagiae, seguido de castellonis com 20,33%

(LANGONT et al., 1995); a andlise de 846 amostras de soro pertencentes a 15 rebanhos, mostrou



que 8,6% eram reagentes, sendo o sorovar wolffi (5,1%) o mais freqiiente (BARBUDO-FILHO
et al.,1999); estudo retrospectivo realizado com 284 soros de ovinos reagiram positivamente em
0,7% e o sorovar icterohaemorrhagiae (40%) o mais freqiiente (FAVERO et al., 2002); em
Pernambuco, 26,3% dos ovinos de 10 rebanhos foram positivos para leptospirose, com maior
prevaléncia para o sorovar castellonis (BORBA et al., 2003); no Estado do Piaui, 282 amostras
de soro de ovinos de 10 municipios da microrregidao de Teresina, demonstrou 10,28% de
positividade com predominancia do sorovar castellonis (33,33%), seguido de australis (11,11%),
bratislava e hardjo (8,33%) (COSTA et al., 2004).

As vias de transmissdo mais freqiientes de leptospirose sdo urina, 4gua de superficie, lama
e solo umido. As leptospiras penetram através de pequenas abrasdes ou cortes na superficie da
pele. Podem cair também diretamente na corrente sanguinea ou no sistema linfatico através da
conjuntiva, pulmdes apds inalacdo de aerosol, ou através da invasao da placenta para o feto, em
todo o estdgio de gestacdo nos mamiferos (LEVETT, 2001).

As lesdes provocadas por L. interrogans sdao observadas, principalmente, nos rins, mas
utero, figado, coracdo e pulmdes também sdo comprometidos (LIN et al., 1999; YANG; WU;
PAN, 2001, SITPRIJA, LOSUWANRAK, KANJANABUCH, 2003). A Ieptospirose
compromete varias estruturas do rim. LesOes tubulo-intersticiais sdo mais comuns e constitui a
alteracdo patoldgica basica da doenca. Observa-se nefrite intersticial cronica (OLIVEIRA et al.,
2005), caracterizada por infiltrado de linfécitos, plasmécitos (YENER; KELES, 2001;
SAGLAM; TEMUR; ASLAN, 2003), macréfagos (ROSSETTI et al., 2004) e raros eosinéfilos
(SCANZIANI; SIRONI; MANDELLI, 1989). Neutrofilos estdo presente no estdgio inicial da
infeccao (SITPRIJA et al.,, 1980). O infiltrado inflamatério tem localizacdo periglomerular,
perivascular e intertubular (YENER; KELES, 2001; SAGLAM; TEMUR; ASLAN, 2003;
MARINHO et al., 2003) e apresenta distribui¢do variando de focal a difuso na regido cortical e
medular externa (FERREIRA ALVES et al., 1987). Embora necrose tubular e alteracdes
intersticiais sejam observadas em pacientes com falha renal, alteracdes intersticiais
cronologicamente  precedem a  necrose tubular  (SITPRIJA; LOSUWANRAK;
KANJANABUCH,2003). A lesdao glomerular na leptospirose é, em geral, suave e transitoria,
entretanto, no homem (SITPRIJA et al., 1980) e camundongo (MARINHO et al. 2003), foram
observadas proliferacdo de células mesangiais. Por outro lado, glomerulonefrite de alteracdes
minimas tem sido observada, sendo considerada a base anatomica para proteiniria na
leptospirose (LEVETT, 2001). Ocasionalmente, sdo observadas atrofia glomerular, infiltrado

inflamatorio periglomerular com espessamento da capsula de Bowman (MARINHO et al., 2003;



ROSSETTI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; SCHONBERG et al., 2005). Depositos de C3 e
IgM sdo vistos nas dreas mesangiais e alca capilar (SITPRIJA, LOSUWANRAK,
KANJANABUCH, 2003), mas apenas depdsito de C3 sem imunoglobulina € visto nas arteriolas
aferentes glomerulares (SITPRIJA et al., 1980). Degeneracdo e necrose das células epiteliais
tubulares ocorre em tdbulos proximais e distais, mas as alteragdes decorrentes da infeccao
envolve primariamente os tdbulos proximais (ELLIS et al., 1984; YENER; KELES, 2001;
DELBEM et al.,, 2002; SAGLAM; TEMUR; ASLAN, 2003). Necrose tubular pode ser
observada principalmente na regiao cértico-medular (MARINHO et al., 2003), acompanhada de
ruptura da membrana basal, regeneracdo, proliferacio (YENER; KELES, 2001) e atrofia do
epitélio tubular (SCANZIANI, SIRONI, MANDELLI, 1989; HAMIR et al., 2001). Vasculite
com hemorragia focal, associada a alteracdo da permeabilidade capilar, pode ser vista na fase
aguda da doenca (FARR, 1995; PLANK;DEAN, 2000). Leptospirose experimental em cobaios,
mostra danos na microvascularizacdo progredindo paralelamente com lesdo tubular. A
microcirculagdo da cortical e juncdo cortico-medular € afetada, bem como os vasos medulares
em animais com funcdo renal afetada (ARRIAGA et al. Apud ABDULKADER, 1997). Essas
alteracoes sao refletidas pela urindlise anormal, freqiientemente mostrando proteindria e cilindros
hialinos no lume dos tibulos (SAGLAM; TEMUR; ASLAN, 2003; ROSSETTI, et al., 2004;
HAANWINCKEL, MEGID, SOUZA, 2004). A lesao tubulointersticial e fibrose tem um papel
critico na progressdao da doenga renal, de modo que € impressionante a correlacdo entre a
severidade da alteragdo patolégica tubulointersticial e o subsequente desenvolvimento e

progressao da falha renal cronica (HUGHES, 2000).

Apesar do rim ser o 6rgdo de predilacdo para a localizacdo de leptospiras, a patogenia das
alteracdes renais ainda é pouco conhecida, principalmente nos animais e, mais especificamente,
em ovinos. Mas esta ndo € uma peculiaridade apenas da leptospirose ovina, pois mesmo em
outras enfermidades infecciosas com comprometimento renal, que acometem espécies onde o
problema € melhor estudado, incluindo o homem (TISHER;BRENNER, 1994) e o cdo (COSTA
et al., 2000), pouco se sabe sobre o mecanismo da lesdo renal.

A leptospirose constitui uma enfermidade bifdsica. A fase aguda tem inicio, apds a
penetracdo da leptospira pelas membranas mucosas ou pela pele integra. A leptospira invade a
circulacdo, multiplicando-se ativamente, para posterior migracdo em direcdo aos orgdos de
eleicdo. A fase imune se inicia apds a leptospira desaparecer completamente da circulacao,
(LEVETT, 2001) quando ocorre mediagao imunolégica humoral e celular. A eliminagao inicial

da bactéria é feita por macréfagos. Estas células conseguem fagocitar leptospiras apatogénicas



sem a presenca de anticorpos especificos, entretanto, as patogénicas precisam ser opsonizadas
para que ocorra fagocitose (MARINHO et al., 2003). As leptospiras sdo altamente invasivas e
iniciam o processo inflamatério por meio de varios fatores antigénicos de membrana, incluindo
lipopolissacarideos (LPSs), peptideoglicanos, hialuronidases, fosfolipases e glicolipoproteinas
(YANG; WU; PAN, 2001; SITPRIUA, LOSUWANRAK, KANJANABUCH, 2003).
Peptideoglicano (PG) presente no arcabouco celular da leptospira, seria responsdvel por uma
série de efeitos bioldgicos, in vitro, como ativacdo do complemento, estimulagdo da fagocitose
por leucécitos e aumento da atividade mitogé€nica para linfécitos. Experimentos com cultura de
células do endotélio de capilares umbilicais humanos, revelaram que o proprio peptideoglicano
pode estimular células endoteliais a aumentar a capacidade de adesdo para leucdcitos
polimorfonucleares. Macréfagos ativados podem liberar citocinas proinflamatérias, TNFa e a
interleucina-1, induzindo a geracdo de uma cascata de mediadores vasoativos e moléculas de
adesdo, que resulta em alteragdes hemodindminas e lesao tecidual (ABDULKADER et al., 2002;
SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003). Assim, verifica-se que as lesdes renais
presentes na leptospirose, nem sempre sdo causadas pela agressao tecidual direta do agente, uma
vez que nem sempre o mesmo se encontra na area lesada (MARINHO et al., 2003).

As proteinas de membrana, OmpL1 (porina), as lipoproteinas Lip41 e LipL36 e os
lipopolissacarideos (LLPSs), estdo presentes nas leptospiras patogénicas e sdo responsdveis pela
aderéncia das mesmas as células epiteliais tubulares renais (DOBRINA et al.,, 1995). Em
hamster, LPS, OmpL1 e LipL41, foram mostrados no lume tubular renal 10 dias apds a infeccao.
Em 28 dias, LPS e OmpL1 estavam presentes no intersticio acompanhado por infiltragdo celular.
A invasdo bacteriana, antigenos de membrana e a infiltracdo celular sdo conseqiientemente
responsdveis pelo desenvolvimento de lesdes renais na leptospirose (BARNETT et al., 1999).

Em ovinos com leptospirose, observa-se um mecanismo patogé€nico distinto devido a
hemolise direta causada por hemolisina leptospirica, em que IgM atua como uma hemaglutinina
crio-reagente, podendo desencadear uma crise hemolitica, no momento em que os animais sao
expostos a baixa temperatura (HEATH; JOHNSON, 1994).

Por outro lado, apoptose, também conhecido como morte celular programada, é descrito
em varios processos fisioldgicos, com papel essencial na homeostase de organismos
multicelulares, e estd presente em diversas situacdes, dentre as quais, processos inflamatorios
agudos e cronicos (BONINI, MOURA, FRANCO, 2000). A apoptose difere da morte por
necrose em varios aspectos. Enquanto na necrose ha destrui¢do de todas as organelas celulares

com grande reacdo inflamatéria no tecido, ocorrendo devido a exposicdo da célula a estimulos



nocivos muito intensos, como por exemplo, anoxia, toxinas, calor, radiacdo e envolve um grupo
de células; na apoptose, ocorre encolhimento celular, translocacdo da fosfatidilserina para a
superficie externa da membrana celular, formac¢do de bolhas citoplasmaticas na superficie da
célula, perda do potencial transmembrana interno, condensac¢ao da cromatina e fragmentacao do
DNA (DOCKRELL, 2003). Os pequenos corpos apoptéticos sdo fagocitados rapidamente pelos
macréfagos sem reagdo inflamatéria (MENE; AMORE, 1998).

A morte celular por apoptose € um fendmeno reconhecido no inicio do desenvolvimento
renal, bem como em vdrias doengas renais (SAVILL, 1994). Contudo, a presenca de apoptose
no rim de ovinos infectados por leptospiras ainda ndao foi investigada, mas, sabe-se que
leptospiras virulentas induzem apoptose in vivo e in vitro (MERIEN; BARANTON; PEROLAT,
1997) de hepatécitos em cobaios (MERIEN et al., 1998). Desse modo, € provavel que o
fenomeno de apoptose também ocorra no rim, como mecanismo indutor de lesdo tubulo-
intersticial.

Virios fatores estao envolvidos na morte celular tubulointersticial. Estudos em rato Lewis
mostrou que BSA (albumina do soro de bovino) injetada intraperitonealmente induz apoptose de
células epiteliais de tibulos proximais, o que permite uma ligagcdo direta entre proteindria e lesao
tibulo-intersticial (THOMAS et al., 1999). Apoptose de células epiteliais tubulares mediada por
macréfagos € observada também em casos de nefrite do soro nefrotdxica em camundongos
(TESCH et al., 1999). Na falha renal aguda isquémica em ratos, apoptose observada trés dias
apods injuria, € responsdvel pela perda celular tubular (JO et al., 2001). Assim, observa-se que
apoptose participa do mecanismo de lesdo em diversos processos de injuria renal, mas na
nefropatia da leptospirose nada sabemos ainda sobre sua participacdo no processo de lesdo dos
compartimentos renais.

Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de infecc@o por leptospiras, associar
a infeccdo com as lesdes renais e avaliar a participacdo de apoptose na induc@o das alteracoes
renais em ovinos naturalmente infectados por Leptospira interrogans.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: resumo geral, seguido de
Abstract, uma introdugdo englobando revisao de literatura e objetivos; dois capitulos contendo
artigos completos; um intitulado “Infeccdo por Leptospiras em Ovinos e Caracterizacao da
Resposta Inflamatéria Renal”, ¢ o outro com o titulo “Apoptose na Nefropatia da
Leptospirose em Ovinos’, encaminhados para publicagdo respectivamente na revista Pesquisa
Veterindria Brasileira e Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia, estruturados de

acordo com as normas de cada revista; consideracdes finais e referéncias bibliograficas gerais.
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CAPITULO 1

Infecciio por Leptospiras em Ovinos e Caracterizaciio da Resposta Inflamatéria Renal®
Infection for Leptospire in Ovine and Characterization of Inflammatory Renal Response
Sonia Maria de Carvalhoz, Nicodemos Alves de Macedo® , Francisco Assis Lima Costa’

'Parte da dissertacdo de Mestrado em Ciéncia Animal — CCA-UFPI
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RESUMO.-A leptospirose é uma doenga grave de distribuicdo mundial que afeta o homem e os
animais. A infeccdo em animais, geralmente, € inaparente, ou os sintomas quando presentes sao
similares a outras infec¢des. Neste estudo foram colhidos soros de 119 ovinos e os respectivos
rins durante abate em feiras livres no municipio de Teresina-Piaui. Pela técnica de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) obteve-se 34 amostras soroldgicas positivas para um ou
mais sorovares de Leptospira interrogans, com taxa de ocorréncia de 28,57% de anticorpos anti-
leptospiras, sendo 23 casos de infec¢do simples e 11 infec¢do multipla. Dentre os sorovares
patogénicos, o de maior ocorréncia foi o autumnalis (29,41%). A andlise histopatoldgica revelou
nefrite intersticial em 33 (71,74%) animais infectados e em 9 (19,56%) nao infectados. Lesoes
tubulares foram observadas em 20 (55,55%) animais infectados e em 2 (20%) nao infectados. A
presenca de leptospiras em tubulos foi observada em 8 (22,22%) das 36 amostras positivas. Nos
animais infectados, o infiltrado inflamatério era significantemente mais evidente na regiao
cortico-medular que nas regides cortical e medular (p = 0,0001), mas ndo existia diferenca entre
animais infectados e ndo infectados. Cilindros hialinos nos tibulos proximais estavam presentes
em quantidade significantemente maior nos animais infectados comparado aos ndo infectados (p
= 0,0001). Em glomérulos, foi observada lesdo discreta, caracterizada, principalmente, por
hipercelularidade focal, global e segmentar. Os resultados deste estudo mostram que ovinos
infectados por leptospiras apresentam lesdes renais tibulo-intersticiais, com presenga da bactéria
nos tubulos, o que confere aos animais a condi¢do de portadores assintomadticos capazes de
disseminar a infec¢@o por eliminacao de leptospiras na urina.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospirose, sorologia, nefrite intersticial, ovino.

ABSTRACT

Leptospirosis is a serious illness of world-wide distribution that affects the man and the
animals. The infection in animals, generally, is assymptomatic, or the symptoms when present
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are similar to other infections. In this study serum of 119 ovines and the respective kidneys were
collected during slaughter in free fairs in the city of Teresina-Piaui. For the Microscopic
Agglutination Test (MAT) 34 positive serologically samples for one or more serovar of
Leptospira interrogans were obtained, with occurrence of 28.57% of antibodies anti-leptospira,
being 23 cases of simple infection and 11 of multiple infection. The serovar pathogenic, of
greater occurrence it was the autumnalis (29.41%). The pathological analysis showed interstitial
nephritis in 33 (71.74%) infected animals and in 9 (19.56%) not-infected animals. Tubular
lesions were observed in 20 (55.55%) infected animals and in 2 (20%) not-infected. The
presence of leptospira in tubules was observed in 8 (22.22%) of the 36 positive samples. In the
infected animals, the infiltrate inflammatory was significantly more evident in the cortical-
medullary region that in the cortical and medullary (p = 0.0001), but difference between infected
and not infected animals did not exist. Hyalines casts in the proximal tubules were significantly
greater in infected animals compared with to the not-infected (p = 0,0001). In glomeruli, discrete
injury was observed, it was characterized, mainly for focal, global and segmental
hypercellularity. The results of this study show that ovines infected for leptospira they present
renal tubulo-interstitial lesion, with presence of the bacteria in the tubules, what it confers to the
animals the condition of assyntomatic carrier capable to spread the infection for elimination of
leptospira in the urine.

INDEX TERMS: Leptospirosis, serology, interstitial nephritis, ovine

INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma doenca grave de distribuicio mundial que afeta o homem e os
animais (Juliano et al. 2000, Plank & Dean 2000). A infec¢do em animais, geralmente, &
inaparente, ou os sintomas, quando presentes, sao similares a outras infec¢des, o que torna dificil
o reconhecimento da doenga. O diagndstico depende de uma combinagao de testes, envolvendo a
demonstracdo de leptospiras por microscopia, isolamento por meio de cultivo, e teste sorolégico
com destaque para a soroaglutinacdo microscopica (SAM) por ser sorovar especifico
(Vasconcellos, 2004).

As leptospiras t€ém como 6rgdo preferencial de localizacdo, os rins, onde provocam lesdes
severas e de onde sdo eliminadas pela urina para contaminar o ambiente e serem transmitidas

para o homem e outros animais (Levett 2001).



A nefropatia causada pela leptospirose tem sido estudada de modo mais consistente no
homem (Sitprija et al. 1980), mas, nos animais e, especialmente, em ovinos, quase nada se sabe
sobre os padrdes morfoldgicos da lesdo e sobre sua patogenia.

O ovino por ser um animal de produgdo bastante explorado na regido nordeste do Brasil,
tem importancia econdmica destacada na economia regional, porque muitas familias sobrevivem
dessa atividade. O fato de leptospiras se localizarem e se multiplicarem nos rins, coloca em risco
a sanidade de todo o rebanho e a saide do homem, pois a mesma é uma zoonose severa
transmitida via contaminag¢do ambiental pela urina de animais infectados (Levett 2001). Lesoes
renais tibulo-intersticiais sdo consideradas as alteracdes patoldgicas basica da doenca (Maxie
1993). Nefrite intersticial cronica (Oliveira et al. 2005) é caracterizada por infiltrado de
linfécitos, plasmoécitos (Yener & Keles 2001, Saglam et al. 2003), macréfagos (Rossetti et al.
2004) e raros eosindfilos (Scanziani et al. 1989). Degeneracdo e necrose de células epiteliais
tubulares ocorre em tibulos proximais e distais, mas, as alteracoes decorrentes da infecc¢ao
envolvem primariamente os tibulos proximais (Ellis et al. 1984, Yener & Keles 2001, Delbem et
al. 2002, Saglam et al. 2003). Essas alteracoes se manifestam pela urindlise anormal,
freqiientemente mostrando proteindria e cilindros hialinos no lume dos tibulos (Saglam et al.
2003, Rossetti, et al. 2004, Haanwinckel et al. 2004). A lesdo tdbulo-intersticial e fibrose tém um
papel critico na progressdo da doenca renal, de modo que é impressionante a correlacdo entre a
severidade da alteracdo patoldgica tubulo-intersticial e o subseqiiente desenvolvimento e
progressao da falha renal cronica (Hughes 2000).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de infec¢do por leptospiras

em ovinos, caracterizar a natureza e extensao das lesdes renais e associa-las com a infecgao.



MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados 119 ovinos de ambos os sexos, adultos, provenientes de
diversos municipios do Estado do Piaui, abatidos no municipio de Teresina para consumo, no
periodo de junho de 2003 a marco de 2004.

O diagnéstico de leptospirose foi realizado por soroaglutinagdo microscdpica em placa
(Galton et al. 1965), no Laboratério de Zoonoses Bacterianas, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMV?Z), Universidade de Sdo Paulo.

Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em tubos vacutainer de 10 ml, sem
anti-coagulante. No laboratério, o soro obtido foi armazenado em tubo eppendorf e estocado a -
20°C até o processamento. Amostras de urina foram coletadas da bexiga com seringa e agulhas
descartaveis de 5 ml, colocadas em tubos de ensaio de 10 ml e armazenadas a -20°C até a
realizagcdo da andlise laboratorial.

Foi utilizada a técnica de soroaglutinagdo microscépica (Galton et al 1965), com colecao
de antigenos vivos que incluiu 25 variantes soroldgicas (sv) de leptospiras patogé€nicas e duas
saprofitas. Amostras que apresentaram reagcdo de aglutinagdo com titulo de 100 ou superior
foram consideradas positivas. O sorovar registrado foi o que apresentou maior titulo; na
eventualidade do maior titulo ser apresentado para dois ou mais sorovares, o animal foi excluido
da andlise de ocorréncia, mas nao da casuistica das alteragcdes histopatoldgicas.

Foram realizadas dosagens bioquimicas no soro utilizando kits LABTEST (Labtest
Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil): creatinina (catdlogo n® 35), uréia (catdlogo n® 27-
500). A concentracdo de proteina e creatinina na urina foi avaliada com o uso do kit LABTEST
(catdlogo n® 36 e 35, respectivamente).

Imediatamente ao abate dos animais, foi realizado exame macroscépico minucioso dos rins

e colhidos fragmentos da regides cortical e medular, fixados em solucao de Dubosq-Brasil por 60



minutos e posteriormente mantidos em formol neutro a 10%, tamponado com fosfato, 0,01 M pH
7,4 (formol tamponado) até o processamento.

Os fragmentos de rim fixados em formol tamponado foram processados seguindo técnicas
de rotina e os cortes corados com hematoxilina-eosina (H-E), 4cido periédico de Schiff (PAS),
tricromico de Masson (TM), dcido periddico prata metanamine (PAMS) e Warthin-Starry (WS).
Na avaliagao histopatoldgica, ao microscopio Optico, foram analisadas as alteracdes utilizando-se
as diferentes coloragdes histoquimicas. A intensidade das lesdes foi classificada semi-
quantitativamente, numa escala de 0 a 5 em que 0 = normal, 1 = minima, 2 = média, 3 =
moderada, 4 = moderadamente severa, 5 = severa (Pirani, 1994).

Os resultados semi-quantitativos foram analisados no programa estatistico Sigma Stat por
testes nao-paramétrico: a) método de Mann-Whitney para comparagdo entre dois grupos, b)
método de Kruskal Wallis para andlise de variancia. Havendo diferencga significante aplicava-se
o teste de Student-Newman-Keuls para comparacdo multipla de grupos. Adotou-se o nivel de

significancia de 0,05.

RESULTADOS

Do total de 119 amostras de soro analisadas pela prova de SAM, 34 foram reagentes para
um ou mais sorovar de Leptospira interrogans, obtendo-se uma ocorréncia de anticorpos anti-
leptospira em 28,57% dos animais.

Dentre os animais reagentes, 23 apresentaram reag¢ao para um unico sorovar, o de maior
ocorréncia foi patoc (13/34), seguido de autumnalis (5/34), castellonis (3/34) e grippotyphosa e
pyrogenes (1/34). Todos os animais apresentaram titulos de anticorpos iguais ou inferiores a 400,
com excecdo de um animal que apresentou titulo de 800.

Onze animais reagiram para mais de um sorovar. Desses, sete com aglutina¢do para dois

sorovares, dois para trés e dois para cinco. Nestes casos, considerou-se como infectante aquele



em que a reagdo apresentou maior titulo. Em razdo desse critério, em dois animais nao foi
possivel determinar qual o sorovar era o infectante.

Os animais que reagiram ao sorovar patoc corresponderam a 38,24% (13/34), seguidos dos
sorovares patogénicos autumnalis, 29,41% (10/34), castellonis, 17,65% (6/34), grippothyphosa
5,88% (2/34), pyrogenes 2,94% (1/34), butembo 2,94% (1/34) e pomona 2,94% (1/34) (Tab. 1).
Outros sorovares reagentes foram: bratislava, australis, hebdomadis, hardjo (hardjo bovis), sentot
e cynopteri.

Tabela 1. Distribuicdo de titulos de anticorpos em animais reagentes, segundo o sorovar
infectante*, para L. interrogans, ovinos, Estado do Piaui.

Titulo 100 200 400 800 1.600 3.200 Total (%)

Sorovar

Patoc 7 3 3 0 0 0 13 (38,24%)
Autumnalis 2 2 4 0 1 1 10 (29,41%)
Castellonis 1 2 2 1 0 0 6 (17,65%)
Grippothyphosa 1 0 0 1 0 0 2 (5,88%)
Pyrogenes 0 1 0 0 0 0 1 (2,94%)
Butembo 0 1 0 0 0 0 1(2,94%)
Pomona 1 0 0 0 0 0 1(2,94%)

Total 12 9 9 2 1 1 34 (100)

* O sorovar registrado foi o que apresentou maior titulo; na eventualidade do maior titulo ser apresentado por dois
ou mais sorovares, o animal foi excluido da andlise.

Em dez casos foram avaliados parametros bioquimicos. Desses, sete apresentaram nefrite
intersticial, mas os parametros bioquimicos estavam dentro dos limites normais, exceto para

uréia. As concentracdes de creatinina, uréia e proteina na urina sao mostrados na tabela 2.



Tabela 2. Alteracdes renais e andlise bioquimica de 10 ovinos sorologicamente reagentes para L.
interrogans, Estado do Piaui.

Animal Nefrite Creatinina mg/dl Uréia Proteina Upe:Ucy

n® mg/dl mg/dl

Soro Urina Soro urina
61 2% 1,14 273,28 30,80 19,98 0,07
64 0 1,22 384,58 34,90 38,85 0,10
72 2 0,64 121,38 35,80 53,96 0,44
73 0 1,00 49,00 22,10 6,19 0,13
74 2 0,80 96,60 21,70 16,13 0,17
75 1 1,33 371,28 22,00 82,47 0,22
76 1 0,98 301,98 32,10 45,51 0,15
78 1 0,83 269,08 49,60 23,15 0,09
110 3 0,87 49,28 37,90 25,87 0,52
127 0 0,63 99,68 47,70 4,09 0,04

* = intensidade da lesdo (escore): O= ausente; 1 = minima; 2 = média; 3 = moderada; 4 = moderadamente severa; 5 =
severa. Up, = concentracio de proteina na urina, Ucg = concentrac@io de creatinina na urina.

Valores normais de referéncia (Coles, 1984): Creatinina = 1,2-1,9mg/dl, Uréia = 8-20mg/dl

Valor normal de referéncia (Garry et al., 1990): Up.:Ucgr = 0,86 £ 0,66

Para a anélise das lesdes renais, 46 ovinos foram utilizados: 36 com infec¢do naturalmente
adquirida, dos quais 33 (71,74%) apresentaram alteracOes tibulo-intersticiais e 10
sorologicamente negativos, dos quais nove (19,56%) apresentaram alteracdes tibulo-intersticias
(Tab.3). Nefrite intersticial, observada em 26 animais infectados, foi caracterizada pela presenca
de linfécitos, macrofagos, plasmoctios e raros neutrdfilos (Fig. 1). A lesdo localizava-se,
principalmente, na regido cortico-medular, mas também na regido cortical e medular, de
distribuicdo focal perivascular, periglomerular e peritubular, com intensidade variando de
minima a moderada. O infiltrado inflamatério na regido cortico-medular era significantemente
mais evidente que nas regides cortical e medular (p = 0,0001, Teste de Kruskal Wallis, Student-
Newman-Keuls) (Fig. 2), nos animais infectados. Em glomérulos, foi observada
hipercelularidade, principalmente, focal, global e segmentar. O tufo glomerular apresentava-se
lobulado e, em casos raros, constatou-se espessamento segmentar da membrana basal do capilar
glomerular (Fig. 3) e do mesangio e presenca de material protéico goticular no citoplasma das
células epiteliais viscerais e parietais. Observou-se ainda espessamento da cdpsula de Bowman e

esclerose glomerular. Nos tibulos constatou-se a presenga de cilindros hialinos em dez animais



infectados (Fig. 4), necrose de membrana basal (Fig. 5), atrofia (Fig. 6), degeneracdo hialina
goticular, pigmentar e calcificacdo de tibulos coletores. Fibrose renal foi observada em 3
animais (9,3%) (Fig. 7) e vasculite (Fig. 8) em 5 animais (14,3%).

Nos animais negativos foram observadas altera¢des renais semelhantes as observadas nos
animais positivos; contudo, eram de intensidade minima, havendo diferenca significante em
relacdo a presenca de cilindros hialinos (p = 0,0001, Teste de Mann-Whitney) (Fig. 9).
Hipercelularidade glomerular e infiltrado inflamatério estavam presentes em ambos 0s grupos

sem diferenca significante.

Tabela 3. Alteracdes tibulo-intersticiais observadas em rim de 46 ovinos infectados e nao
infectados por L. interrogans abatidos em Teresina, Estado do Piaui.

SAM > 100* % Negativos** % Total
Presenca de alteracoes 33 71.74 09 19.56 42 91.30
histopatoldgicas
Auséncia ) Qe alteragdes 03 6.53 01 217 04 370
histopatoldgicas
Total 36 78.27 10 21.73 46 100

* = animais com titulos > 100 SAM; ** = animais sorologicamente negativos no SAM; % = porcentagem em
relacdo ao niimero total de amostras. SAM = Teste de soroaglutina¢do microscépica.

Em oito casos, leptospira foi detectada através da técnica de Warthin-Starry somente no
lume de tibulos proximais; apresentavam-se agrupadas em massas de cor negra aderida a

superficie das células epiteliais tubulares(Fig. 10) e livres no lume.
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Figura 1. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Infiltrado inflamatério de
células mononucleares. H-E. 140x.
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Figura 2. Analise semi-quantitativa da intensidade da presenca de
nefrite intersticial (mediana de escores e intervalo entre percentis
25 e 75) em ovinos infectados por Leptospira interrogans. N = N®
de animais por grupo. * p = 0,0001 em relagdo a cortical e medular
(Teste de Kruskal Wallis e Student-Newman-Keuls).



Figura 3. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Espessamento da membrana
basal do capilar glomerular. PAMS. 140x.

Figura 4. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Presenca de cilindros hialinos
nos tdbulos proximais. PAS. 140x.




.

Figura 5. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Necrose tubular. PAMS. 140x.

Figura 6. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Atrofia tubular. PAS. 140x.



Figura 7. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Proliferacdo de tecido

conjuntivo (fibrose) na regido cortico-medular. Tricromio de Masson. 140x.

Figura 8. Rim. Ovino infectado naturalmente por L. interrogans. Presenca de células
inflamatdrias na parede de arteriolas (vasculite) da regido cortico-medular. H-E. 140x
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Figura 9. Andlise semi-quantitativa da intensidade da
presenca de cilindros hialinos (mediana de escores e
intervalo entre percentis 25 e 75) em ovinos infectados
por Leptospira interrogans e controle nio infectados. N =
N® de animais por grupo. * p = 0,00 em relagdo ao grupo
controle (testes de Mann-Whitney).
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Figura 10. Rim. Ovino naturalmente infectado por Leptospira interrogans. Presenca de
leptospira aderida as células epiteliais tubulares, em forma de aglomerado. Warthin Starry. 350x.



DISCUSSAO

Apesar da pesquisa de anticorpos anti-leptospira em animais de abatedouro, ndo constituir
parametro dos mais adequados para determinar a prevaléncia da doenca em uma drea ou regiao,
em funcdo, geralmente, do limitado nimero de animais, a mesma permite o registro seguro da
infec¢do, bem como os sorovares de Leptospira sp. de maior ocorréncia na regiao de origem dos
animais. Neste contexto pode-se assegurar que 28,57% de um total de 119 ovinos oriundos de
diversos municipios do Estado do Piaui, incluindo alguns da regido semi-drida, estdo infectados
por Leptospira interrogans. A resposta soroldgica observada, provavelmente, reflete exposicao
natural 2 infec¢do, porque a vacinacdo de ovinos ndo é praticada no estado. E importante
destacar que esses animais eram abatidos para consumo em feiras livres, o que de certo modo,
coloca 0 homem em estreito contato com produtos potencialmente capazes de transmitir a
infec¢do, durante o manuseio da carcaca. Outros estudos registram percentual de 34,26% em
ovinos do Rio Grande do Sul (Herrmann et al. 2004); 8,6% (Barbudo Filho et al. 1999) e 44,65%
(Langoni et al. 1995) em Sao Paulo; 6,1% na Itdlia (Ciceroni et al. 2000) e 23,5% na Nigéria
(Agunloye 2002). Estes dados revelam que a infeccdo por leptospira em ovinos é varidvel,
dependendo da regido. Como observado no presente estudo, mesmo no semi-arido, regiao de
clima seco e altas temperaturas, ocorre infec¢do por leptospiras em ovinos, provavelmente
devido a restricdo a 4gua, que obriga os animais a se concentrarem nos poucos locais de reteng¢ao
de 4guas da chuva (aguadas, barreiros), contaminadas por urina de outros animais, inclusive
roedores silvestres.

As evidéncias soroldgicas obtidas neste estudo indicam maior importancia para os
sorovares patogénicos autumnalis (29,41%), castellonis (17,65%), grippothyphosa (5,88%),
pyrogenes (2,94%), butembo (2,94%) e pomona (2,94%), presentes em 21 animais em infeccao
simples e multiplas, enquanto o tnico sorovar saprofita (patoc) diagnosticado estava presente em

13 animais em infec¢do simples. O sorovar autumnalis foi o de maior ocorréncia. Resultados



similares ou percentualmente superiores ou inferiores, foram encontrados em outros estudos
(Langoni et al. 1995, Barbudo Filho et al. 1999, Ciceroni et al. 2000, Agunloye 2002, Herrmann
et. 2004) revelando que o diagnéstico de sorovares infectantes para ovino varia também na
dependéncia da regido.

Os titulos sorolégicos encontrados 100, 200, 400, 800, 1.600 e 3.200, sugerem infeccao
crOnica nos trés primeiros e recentes nos ultimos. A auséncia de sinais clinicos nos animais com
anticorpos anti-leptospira, sugere infec¢ao inaparente e os sorovares infectantes parecem ser bem
tolerados.

Ao lado do estudo soroldgico avaliou-se os niveis de creatinina sérica, apresentando-se, 0s
mesmos, dentro dos valores normais sugeridos por Coles (1984) e Carlson (1993). Contudo,
niveis considerados elevados de creatinina foram encontrados em ovinos infectados (Ellis et al.
1984). Desse modo, a normalidade dos niveis de creatinina no soro dos animais, indica que a
lesdo ainda ndo havia comprometido uma érea tecidual suficiente para determinar alteracdo da
funcdo renal, a ponto de promover retencao de creatinina. Alids, a intensidade da lesdo variava
de minima a moderada.

O nivel de uréia estava acima da variagdo normal sugerida por Coles (1984) e Carlson
(1993), embora o nitrogénio sanguineo derivado da uréia (BUN) seja influenciado mais
diretamente por fatores nutricionais, comparativamente a creatinina. O BUN ¢ indicador menos
confidvel de funcdo renal em ruminantes, porque o nitrogénio derivado da uréia é metabolizado
pela microbiota rumenal (Carlson 1993).

Apesar de ter sido observado proteina na urina, este achado isoladamente nido pode ser
traduzido como proteintria, visto que proteina pode ser detectada sem que necessariamente haja
presenca de lesdo renal (Coles 1984, Carlson 1993). Proteindria em animais € determinada

normalmente pelo indice proteina/creatinina na urina (Up::Ucgr). No presente estudo, a taxa



Up:Ucr apresentou-se dentro dos valores normais (0,86 + 0,66) sugeridos por Garry et al.
(1990).

Em 42 (91,30%) animais foram observadas alteracdes histopatolégicas no rim. As lesdes
localizavam-se tanto na regido cortical, quanto na regido cortico-medular e medular. Sabe-se que
o local preferencial de lesdo renal na leptospirose é no espago tibulo-intersticial, com maior
evidéncia de comprometimento nos tibulos proximais (Sitprija et al. 1980, Barnett et al. 1999),
onde as leptospiras aderem e liberam toxinas, incluindo produtos da lise do microrganismo, que
danificam as células epiteliais tubulares (Ferreira Alves et al. 1987). Contudo, apesar de existir
maior intensidade do processo inflamatério nos animais positivos, ndo existia diferenca
significante em relagdo aos animais nao infectados. Observou-se, também, que o
comprometimento intersticial era significantemente maior na regido coértico-medular quando
comparado as regides cortical e medular (p = 0,0001). Nos tdbulos renais de oito animais,
constatou-se, pela coloragao de Warthin Starry, a presenga de leptospiras com a caracteristica
conformagdo filamentosa contorcida, em aglomerados ou em formas unica, de coloragdo escura,
tanto aderida ao epitélio quanto presente no lume tubular, o que sugere que ovinos infectados
naturalmente por sorovares de Leptospira interrogans, sem manifestacdo clinica da doenca,
podem eliminar leptospira pela urina e, assim, constituir-se em reservatdrio assintomético capaz
de contaminar o ambiente, o homem e outros animais, como € observado em outras espécies
(Faine 1982). O percentual de amostras de rim com leptospiras (22,22%) ¢é inferior ao observado
por Scanziani et al. (1989) em suinos, Yener & Keles (2001) em bovinos, Rossetti et al. (2004)
em camundongos e superior ao observado por Saglam et al. (2003) em bovinos. Cabe enfatizar
que a detec¢do de leptospiras por técnicas de coloracdo pela prata ndo ¢ um método muito
sensivel, conforme depreende-se da literatura consultada (Ferreira Alves et al. 1987, Grégoire et

al. 1987, Hamir et al. 2001). Desse modo, estudos estao em andamento para aplicacdo de



técnicas mais sensiveis de deteccdo de leptospiras em tecido renal desses animais, como
imunoistoquimica e reagao em cadeia de polimerase (PCR).

Verificou-se que lesdes tubulo-intersticias estavam presentes em 71,74% dos animais
com sorologia positiva e em 19,56% dos animais com sorologia negativa para infec¢dao por
leptospiras, o que demonstra que a ocorréncia de lesdes renais era 3,66 vezes maior nos animais
infectados quando comparados aos nao infectados. Este dado é importante do ponto de vista da
patologia, pois confirma a associagdo entre a infec¢do por leptospiras e injuria renal em ovinos
aparentemente sadios e indica o grau de severidade da lesdo. Observou-se, também, a presenca
de cilindros hialinos em tibulos da regido cortical e medular em 30,30% dos animais infectados,
demonstrando que estava ocorrendo um desequilibrio no processo de filtragdo e reabsorcao de
proteina, mas, ainda, sem manifestacdo de alteracdo da fun¢ao renal. Conforme demonstrado na
andlise bioquimica do sangue e urina, os valores estavam dentro do limite de normalidade,
apesar da presenca de lesdes, o que sugere que alteragdo da fungdo renal somente se manifesta
quando 2/3 ou 3% do tecido de ambos os rins apresenta-se comprometido (Carlson, 1993, Tisher
& Brenner, 1994). No presente estudo a intensidade do comprometimento tibulo-intersticial
variou de minimo a moderado.

Vasculite foi observada apenas em cinco animais positivos (14,3%). Esta lesdo é citada
como parte do quadro patolégico da leptospirose em sua fase aguda, portanto, normalmente nao
¢ observada na fase cronica (Plank & Dean 2000, Levett 2001, Sitprija et al. 2003). Entretanto,
esta lesdo estava presente nos animais que apresentavam sorologia e quadro andtomo-patologico
tipico de animais na fase cronica da infeccao.

O processo inflamatério observado foi classificado como crénico, pois era caracterizado
pela presenca de macréfagos, linfécitos, plasmocitos e fibrose intersticial, sem evidéncia de

edema. Alids, titulos de anticorpos anti-leptospira de 100 a 400 caracterizam a infec¢do na fase



cronica (Ellis 1994, Ciceroni et al. 2000), como observado neste estudo. Ao lado disso, sabe-se
que leptospiras se localizam nos rins apds o estdgio agudo inicial (Marinho et al. 2003).

As lesdes glomerulares foram discretas, conforme a literatura registra (De Brito et al.
1965, Sitprija & Evans 1970, Sitprija et al. 1980), mas chamou a aten¢@o a lobulacdo do tufo
glomerular, a constante proliferacdo de células mesangiais, o espessamento do mesangio e, em
casos raros, espessamento da membrana basal do capilar glomerular. Tais alteracdes parecem
caracterizar os padroes de glomerulonefrite mesangioproliferativa e glomerulonefrite
membranoproliferativa, de acordo com a classificacdo da organizacdo mundial de saide (OMS)
para a caracterizacdo de lesdes glomerulares na espécie humana (Churg et al. 1985), muito
embora esta classificacdo ndo seja, aparentemente, adequada para a espécie ovina, pois as lesdes
nao se manifestaram com as particularidades exigidas para se enquadrar nessa classificagao.

Os resultados deste estudo sugerem que ovinos infectados por leptospiras apresentam
lesdo renal tibulo-intersticial, com presenga da bactéria nos tibulos, o que confere aos animais a
condicdo de portador assintomatico capazes de disseminar a infec¢do por eliminacdo de

leptospiras na urina.
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RESUMO

Leptospirose é uma zoonose amplamente distribuida em todo o mundo, mas pouco sabemos
sobre as alteracdes histopatoldgicas e a patogénese da nefropatia nos animais domésticos,
principalmente nos ovinos. Neste estudo foram analisadas 34 amostras de rim de ovinos
naturalmente infectados por L. interrogans e cinco controles nio infectados, para deteccao de
apoptose, pelo método de ApopTag Peroxidase. A andlise histopatologica revelou nefrite
intersticial em 33 (71,74%) animais infectados e em 9 (19,56%) animais nao infectados. Lesoes
histopatoldgicas tubulares foram observadas em 20 (55,55%) animais infectados e em 2 (20%)
ndo infectados. Presenca de leptospiras nos tibulos foram observadas em 8 (22,22%) animais.
Apoptose foi observada em células epiteliais tubulares das regido cortical e medular em 30
(88,24%) animais infectados e somente na medular em 4 (80%) dos cinco, sem infec¢do. A
presenca de apoptose foi significantemente maior nas regides cortical (p = 0,035) e medular (p =
0,004) nos animais infectados comparado aos ndo infectados. Apoptose ocorre em ovinos
naturalmente infectados por leptospiras com acdo primdria sobre células epiteliais tubulares e
evidencia que a mesma reduz a populacdo de células tubulares na presenca de alteracdes
inflamatdrias intersticiais.

Palavras-chave: Leptospirose, apoptose, rim, ovino

ABSTRACT

Leptospirosis is a widely distributed zoonosis in the whole world, but little we know on the
histopathologic alterations and pathogenesis of the nephropathy in the domestic animals, mainly
at ovines. In this study 34 samples of kidney of naturally infected ovine by L. interrogans had
been analyzed and five not-infected controls, for detention of apoptosis, for the method of
ApopTag Peroxidase. The histopathological analysis showed interstitial nephritis in 33 (71.74%)
infected animals and in 9 (19.56%) not- infected. Tubular lesions was observed in 20 (55.55%)
infected animals and in 2 (20%) not-infected. Presence of leptospira in the tubules were observed



in 8 (22,22%) animals. Apoptosis was observed in tubular epithelial cells of the cortical region
and only in the medullary in 30 (88,24%) infected animals and in the medullary in 4 (80%) of the
five, without infection. The presence of apoptosis was significantly greater in the cortical (p =
0.035) and medullary (p = 0.004) in the infected animals compared with not- infected. Apoptosis
occurs of course in ovine infected by leptospira with primary action on tubular epithelial cells
and there is evidences that the same reduce the population of tubular cells in the presence of
interstitial inflammatory alterations.

Keywords: Leptospirosis, apoptosis, kidney, ovine.

INTRODUCAO

Leptospirose € uma zoonose amplamente distribuida em todo o mundo, constituindo sério
problema de sadde publica, pois o0 homem e animais podem se infectar a partir do ambiente
contaminado ou do contato direto com urina de outros portadores (Farr, 1995).

O homem ¢ sensivel a infec¢do por leptospiras, mas a susceptibilidade dos animais de
producdo € variavel (Heath e Johnson, 1994). Ovinos sdo considerados pouco sensiveis € as
manifestacdes clinicas geralmente sdo inaparentes (Ellis, 1994).

Leptospiras virulentas, durante a fase de bacteremia, disseminam-se por via sanguinea para
colonizar os rins (Levett, 2001), onde multiplicam-se, provocando lesdes tubulo-intersticias
(Scanziani et al., 1989) e de onde sdo eliminadas pela urina (Plank e Dean, 2000).

Pela localizacdo preferencial das leptospiras nos rins (Levett, 2001), este 6érgdo merece
particular atencdo para o estudo dos aspectos morfopatogénicos da lesdo. Entretanto, apesar das
pesquisas realizadas, ainda ndo estd claramente definido o mecanismo de lesdo renal provocada
pela infec¢do (Sitprija et al., 1980), particularmente em ovinos onde os estudos sdo bastante
€sCassos.

A lesdo renal na leptospirose parece decorrer da acdo direta ou da agdo toxica do parasito
(Barnett et al., 1999; Yang et al., 2002) ou entdo da ativacdo do sistema imune humoral e celular
(Costa et al., 1981; Abdulkader et al., 2002; Dorigatti et al., 2005). Por outro lado, sabe-se que
apoptose tem papel importante no mecanismo de lesdo renal (Wong, et al., 2001), mas pela
andlise da literatura pertinente, nenhum estudo foi ainda realizado sobre a participacdo de
apoptose na nefropatia da lesdo renal na leptospirose, nem no homem nem em qualquer outra
espécie animal de producdo e, particularmente, em ovinos naturalmente infectados por
Leptospira interrogans. A morte celular por apoptose regula o nimero de células durante
inducdo e resolug¢do de injuria renal (Savill, 1994; Ortiz et al., 2002). Vdrios fatores estdao

envolvidos em morte celular tdbulo-intersticial. Estudo em rato Lewis mostrou que BSA



(albumina sérica bovina) injetada intraperitonealmente induz apoptose de células epiteliais de
tibulos proximais, o que permite uma ligacdo direta entre proteintria e lesdo tibulo-intersticial
(Thomas et al., 1999). Apoptose de células epiteliais tubulares mediada por macréfagos €
observada também em casos de nefrite do soro nefrotoxica em camundongos (Tesch et al.,
1999). Na falha renal aguda isquémica em ratos, apoptose observada trés dias apds injuria, é
responsavel pela perda celular tubular (Jo et al., 2001). Assim, observa-se que apoptose participa
do mecanismo de lesdo em diversos processos de injdria renal, mas na nefropatia da leptospirose
nada sabemos, ainda, sobre sua influéncia no processo de controle ou progressao da lesdo renal.
Este trabalho teve como objetivo detectar a presenca de apoptose e avaliar a sua
participacdo na indugdo de lesdes renais em ovinos naturalmente infectados por Leptospira

interrogans.

MATERIAL E METODOS

119 ovinos, ambos os sexos, adultos, provenientes de diversos municipios do Estado do
Piaui, abatidos para consumo em feiras livres, no periodo de junho de 2003 a marco de 2004,
foram submetidos ao diagndstico de anticorpo anti-leptospira por teste de soroaglutinacdo
microscopica (SAM).

Dos 34 animais reagentes sorologicamente para leptosipra, fragmentos de rim foram
colhidos, fixados em formol neutro a 10%, tamponado com fosfato, 0,01 M pH 7,4 (formol
tamponado) e incluidos em parafina para andlise histopatolégica. Laminas também foram
tratadas com adesivo Silane A174 (Pharmacia,USA) para deteccdo de apoptose. 5 animais
negativos para leptospirose constituiram o grupo controle.

Apoptose foi detectada por meio do kit apopTag Peroxidase In Situ (Chemicon
International) segundo o protocolo recomendado pelo fabricante. Os cortes foram desparafinados
com xilol e posteriormente hidratados em concentragdes decrescentes de alcool etilico. Em
seguida, as laminas foram incubadas com proteinase K (20ul/ml; Invitrogen Life Technologies),
durante 15 minutos. O bloqueio de peroxidase enddgena foi realizado com peréxido de
hidrogénio a 3% em PBS, por 30 minutos. Apds lavagem das laminas em PBS, foi feita
incubacdo com Equilibration buffer (tampao de equilibrio) por 10 segundos em temperatura
ambiente. Os cortes foram entdo incubados em camera imida a 37°C com solu¢do contendo
Terminal Deoxinucleotidil Transferase (TDT) durante 60 minutos. Em seguida foi utilizada a

solucdo tampao de parada da reacdo (stop/wash buffer) por 10 minutos. Apés lavagem em PBS,



foram incubados com conjugado anti-digoxigenina por 30 minutos e feita lavagem em PBS por 8
minutos. A revelacdo da reacdo foi realizada com solucdo de 3,3’-diaminobenzidine
tetrahidrocloride (Sigma) e a contracolora¢do, com hematoxilina de Harrys. As laminas foram
montadas com entelan para exame ao microscopio de luz. Como controle positivo, foi utilizado
tecido mamdrio de uma fémea normal de roedor, em que apoptose extensiva ocorre 3 a 5 dias
ap6s o desmame (Fig. 3D). Como controle negativo, foi omitida a enzima TdT na reagdo,
conforme recomendacao do fabricante (Fig. 3E).

A intensidade das lesdes foi classificada semi-quantitativamente, numa escala de 0 a 5 em
que 0 = normal, 1 = minima, 2 = média, 3 = moderada, 4 = moderadamente severa, 5 = severa.

Os resultados semi-quantitativos foram analisados no programa estatistico Sigma Stat. Os
seguintes testes ndo-paramétricos foram empregados: a) método de Kruskal-Wallis para andlise
de variancia. Havendo diferenca significante aplicava-se o teste de Student-Newman-Keuls para
comparacdo multipla de grupos. b) método de Mann-Whitney para comparacdo entre dois

grupos. Adotou-se o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADO

A andlise histopatoldgica revelou nefrite intersticial em 33 (71,74%) animais reagentes
para leptospira e em 9 (19,56%) sem infec¢do. O infiltrado inflamatério era constituido por
linfécitos, macréfagos, plasmdécitos e raros neutrdfilos (Fig. 1), localizado na regido cortical,
cortico-medular e medular. Alteragdes tubulares foram observadas em 20 (55,55%) animais e em
2 (20%) animais nao infectados. Em tdbulos da regido cortical cilindros hialinos estavam
presentes em 10 animais positivos. Observaram-se ainda degeneracdo de células epiteliais,
desprendimento de células para o lume tubular, necrose de membrana basal tubular, atrofia
tubular e degeneracdo hialina goticular. Leptospiras foram observadas nos tibulos em 08
(22,22%) animais. Estas formavam aglomerados ou apresentavam-se como formas unicas
aderidas ao epitélio ou livres no lume tubular (Fig. 2), com a caracteristica conformagao
espiralada e coloracdo enegrecida conferida pela técnica de Warthin Starry. As lesdes
glomerulares eram discretas e caracterizadas predominantemente por proliferacdo de células

mesangiais.



Figura 1. Rim. Ovino naturalmente infectado por L. interrogans. Infiltrado inflamatério
intersticial de células mononuclear. H-E. 140x.

Células apoptéticas foram claramente marcadas, apresentando ntcleo de coloragdo
marrom, pela técnica imunoistoquimica empregada. Apoptose estava presente em 30 amostras
(88,24%) de rim de animais infectados, de intensidade variando de minima a severa, e somente
em quatro ndo foi observada (Tabela 1 e Fig. 3A, 3B, 3C).

Tabela 1. Apoptose em tecido renal de 34 ovinos infectados naturalmente por Leptospira

interrogans € 5 ovinos nao infectados. Método ApopTag Peroxidase in situ.

Grupos N Positivo Negativo
Infectados 34 30 4
N3o infectados 5 4 1

Em sua maioria, células em apoptose estavam aderidas a membrana basal tubular, mas
também livres no lume tubular. Quando comparamos os dois grupos de animais, na presenga de
apoptose, verificou-se que existia marcacdo significantemente maior na cortical ( p = 0,035,
Mann-Whitney) (Fig. 4) e medular ( p = 0,004, Mann-Whitney,) (Fig. 5) nos animais infectados
em relacdo aos ndo infectados.

A marcacdo de células apoptéticas nos animais infectados foi significantemente maior em

células epiteliais de tibulos da regido medular ( p = 0,0001, Teste de Kruskal Wallis, Student-



Newman-Keuls) quando comparada a cortical e células do glomérulo (Fig. 6). Nos animais
controles ndo infectados, apoptose estava presente apenas na regido medular em quatro dos cinco

animais e era de intensidade minima (Tabela 1 e Fig. 7).

I

Figura 2. Rim. Ovino naturalmente infectado por L. interrogans. Presenca de leptospiras

aderidas a superficie luminal do tdbulo proximal, em forma de aglomerados. Warthin Starry.
350x.



Figura 3A. Rim. Ovino naturalmente infectado por L. interrogans. Apoptose de células epiteliais
tubulares na regido cortical. Método de ApopTag Peroxidase. 140x.

Figura 3B. Rim. Ovino naturalmente infectado por L. interrogans. Apoptose de células epiteliais
tubulares na regido medular. Método de ApopTag Peroxidase. 140x.
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Figura 3C . Rim. Ovino naturalmente infectado por L. interrogans. Apoptose em célula
glomerular. Método de ApopTag Peroxidase. 140x.

Figura 3D. Controle Positivo, glindula mamadria de rata. Apoptose em células epiteliais.
Método de ApopTag Peroxidase. 140x.



Figura 3E. Rim. Ovino. Controle negativo, omitindo a enzima TdT.

Método ApopTag Peroxidase. 140x.

Figura 7. Rim. Apoptose de célula epitelial em tdbulo renal de ovino controle nido
infectado. Método de ApopTag Peroxidase. 140x.
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Figura 5. Andlise semi-quantitativa da intensidade da
presenca de apoptose (mediana de escores e intervalo
entre percentis 25 e 75) em ovinos infectados por L.
interrogans e controles ndo infectados. N = N° de
animais por grupo. * p = 0,035 em relacdo ao grupo
controle nao infectado (Teste de Mann-Whitney).
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Figura 6. Andlise semi-quantitativa da intensidade da
presenca de apoptose (mediana de escores e intervalo entre
percentis 25 e 75) em ovinos infectados por L. interrogans
e controle ndo infectados. N = N° de animais por grupo. * p
= 0,004 em relacdo ao grupo controle (Teste de Mann-
Whitney).
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Figura 7. Andlise semi-quantitativa da intensidade da
presenca de apoptose (mediana de escores e intervalo entre
percentis 25 e 75) em ovinos infectados por L. interrogans
nas diferentes regides. N = N® de animais por grupo. * p em
relacdo a cortical (teste de Kruskall Wallis, Student-
Newman-Keuls)



DISCUSSAO

A regulacdo do fendmeno de apoptose € essencial para a nefrogénese normal e para a
manutencdo da fun¢do renal normal no individuo adulto. No rim sadio completamente
desenvolvido, apoptose ocorre em baixa freqii€ncia, sendo dificil sua deteccao devido ao rapido
clareamento (Allen et al., 1997; Maderna e Godson, 2003), mas pode aumentar somente como
resultado de um processo patoldgico (Sorenson, 1998). Apoptose € evidente nos rins em casos de
cisto renal, inflamacgdo intersticial e glomerulonefrite, cicatrizacdo e esclerose renal (Mene e
Amore, 1998), tendo grande importincia na regulagdo do nimero de células durante a indugao e
resolucao de uma lesao (Ortiz et al., 2000).

A deteccdo de apoptose nos animais deste estudo foi significantemente maior em células
epiteliais de tibulos da regido cortical (p = 0,035) e medular (p = 0,004), nos animais infectados,
quando comparado aos animais nao infectados, revelando que a lesdo renal por apoptose ocorre
no local preferencial de colonizacdo por leptospiras, as células epiteliais tubulares (Barnett et al.,
1999; Sambasiva et al., 2003). Além disso, nos animais ndo infectados, apoptose sé foi
observada em células epiteliais da regido medular, em intensidade minima. Estes dados em
conjunto sugerem que apoptose participa do processo de lesdo de células epitelais dos tibulos
proximais na leptospirose em ovinos. Estudos in vitro sobre apoptose causada por L. interrogans
revelam sua ocorréncia somente em macréfagos (Merien et al., 1997) e hepatdcitos de cobaias
(Merien et al., 1998). Assim, dentro do que se conhece até 0 momento, este parece ser 0 primeiro
registro de apoptose em células epiteliais tubulares renais em hospedeiro naturalmente infectado
por L. interrogans.

A deteccdo de apoptose nos animais infectados foi significantemente maior nas células
epiteliais tubulares da regido medular, comparada as células da regido cortical e do glomérulo.
Em outros processos patologicos renais, como insuficiéncia renal aguda (Jo et al., 2001) e na
injuria isquémica experimental em ratos (Oberbauer et al., 2001) apoptose, também, foi mais
evidente em células epiteliais da regido medular. Na infeccdo por leptospiras € observada
diminui¢do do fluxo sanguineo renal (De Brito et al., 1979; Yang et al. 2001), provocado,
provavelmente, pelo agente na microcirculacdo. Assim, o dano vascular pode causar isquemia
renal e lesdo tubular (Pereira et al., 1997) e propiciar condi¢des adequadas para indu¢do de morte
por apoptose (Ortiz et al., 2000), principalmente, em células da regido medular onde o fluxo

sanguineo naturalmente ja € menor (Tisher e Brenner, 1994; Osborne e Fletcher, 1995). Embora



a les@o basica da leptospirose se localize nos tibulos proximais, verificou-se que apoptose era
menos intensa nessa regido do que em tibulos coletores, provavelmente pelo aumento do déficit
sanguineo devido a injuria renal.

A presenca de cilindros hialinos observada em 10 animais infectados parece ter, também,
contribuido para a ocorréncia de apoptose, pois, sobrecarga de proteina em rim de ratos pode
induzir apoptose de células epiteliais tubulares (Thomas et al., 1999). Além disso outras lesdes
estavam presentes, como: degeneracdo de células epiteliais, desprendimento de células para o
lume tubular, necrose de membrana basal tubular, atrofia tubular e degeneragao hialina goticular.

No presente estudo verificou-se que apoptose de células glomerulares foi encontrada em
apenas 4 (11,76%) animais, com intensidade minima, ratificando, assim, que lesdes glomerulares
na leptospirose sdo de baixa expressao (Sitprija et al., 1980; Marinho et al., 2003).

Os resultados deste trabalho mostram, pela primeira vez, que apoptose estd presente em rim
de ovinos naturalmente infectados por Leptospira interrogans, com agao primdria sobre células
epiteliais tubulares e evidencia que a mesma reduz a populacdo de células tubulares na presenca

de alteracdes inflamatdrias intersticiais.
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CONCLUSOES FINAIS

Infec¢@o por leptospira em ovinos estd presente no Estado do Piaui, com maior
ocorréncia dos sorovares autumnalis, castellonis, grippothyphosa, pyrogenes,
butembo e pomona;

Lesdo renal estd presente em ovinos infectados por leptospiras sem manifestacoes
clinica da doenga;

A presenca de leptospira nos tubulos renais, confere ao ovino a condicdo de
portador assintomatico;

Apoptose ocorre em rim de ovinos naturalmente infectados por leptospiras;

Apoptose tem acdo primadria sobre as células epiteliais tubulares.
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ANEXOS



ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS - DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Fig.1. Rim. Ovino naturalmente infectado por Fig. 2. Rim. Ovino naturalmente infectado
L. interrogans. Atrofia dos tibulos renais. por L. interrogans. Proliferacio de tecido
PAS. 140x. conjuntivo (Fibrose). Masson. 140x.

>

Fig. 3. Rim. Ovino naturalmente infectado por  Fig. 4. Ovino naturalmente infectado por
L. interrogans. Infiltrado inflamatério de L. interrogans. Presenca de cilindros hialinos
células mononucleares e proliferacdo de tecido  em tibulos. PAS. 140x.

Conjuntivo (Fibrose). Masson. 140x.

ot RN~

Fig. 5. Rim. Ovino naturalmente infectado por ~ Fig. 6. Rim. Ovino naturalmente infectado

L. interrogans.  Proliferacdio  de tecido por L. interrogans. Infiltrado inflamatério de

Conjuntivo. MASSON. 140x. células mononucleares e proliferacio de
tecido conjuntivo (Fibrose). Masson. 140x.



Fig. 7. Rim. Ovino naturalmente infectado por Fig. 8. Rim. Ovino naturalmente infectado

L. interrogans. Proliferacio de  tecido por L. interrogans. Espessamento  da
conjuntivo (Fibrose). Masson. 140x. membrana basal do capilar glomerular
PAMS. 140x.

Fig. 9. Rim. Ovino naturalmente infectado Fig. 10. Rim. Ovino naturalmente infectado
por L. interrogans. Infiltrado inflamatério de por L. interrogans. Hipercelularidade
células mononucleares. H-E. 140x. glomerular. H-E. 140x.

Fig. 11. Rim. Ovino naturalmente infectado Fig. 12. Rim. Ovino naturalmente infectado
por L. interrogans. Proliferacdo de tecido por L. interrogans. Presenca de células
conjuntivo (Fibrose). Masson. 140x. inflamatérias na  parede de arteriolas

(vasculite). H-E. 140x.



por L. interrogans. Presencga de leptospira na

superficie luminal de tibulo proximal. W-S.
140x.



APOPTOSE - DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

F1g 14. Rim. OV1n0 naturalmente infectado Fig. 15. Rim.]OVino naturlmehté infectado

por L. interrogans. Apoptose de células por L. interrogans. Apoptose em célula
epiteliais na regido cortical. Método glomerular. Método ApopTag Peroxidase.
ApopTag Peroxidase. 140x. 140x.

Fig. 16. Rim. Ovino naturalmente infectado Fig. 17. Rim. Ovino naturalmente infectado
por L. interrogans. Apoptose de células por L. interrogans. Apoptose de células
epiteliais na regido cortical. Método epiteliais na regido medular. Método

ApopTag Peroxidase. 140x. ApopTag Peroxidase. 140x.






