IRIS ARANTES DE CASTRO

IMPORTANCIA DO COMPONENTE C5 DO SISTEMA
COMPLEMENTO PARA O CONTROLE DE
LEPTOSPIROSE IN VIVO EM MODELOS MURINOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-Graduacdo em
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre

em Ciéncias.

Séo Paulo
2014



IRIS ARANTES DE CASTRO

IMPORTANCIA DO COMPONENTE C5 DO SISTEMA
COMPLEMENTO PARA O CONTROLE DE
LEPTOSPIROSE IN VIVO EM MODELOS MURINOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para obtencdo do Titulo de

Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Imunologia

Orientadora: Prof2 Dr2 Lourdes Isaac

Versdo corrigida. A versdo original eletrénica encontra-se

disponivel tanto na Biblioteca do ICB quanto na Biblioteca
Digital de Teses e Dissertages da USP (BDTD)

Séo Paulo
2014



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagao Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade de Sao Paulo

reprodugdo ndo autorizada pelo autor

Castro, iris Arantes de.

Importancia do componente C5 do Sistema Complemento para o
controle de leptospirose in vivo em modelos murinos / iris Arantes de
Castro. -- Sdo Paulo, 2014.

Orientador: Profa. Dra. Lourdes Isaac.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Departamento de Imunologia. Area de
concentracao: Imunologia. Linha de pesquisa: Sistema Complemento.

Verséo do titulo para o inglés: Role of complement component C5 to
in vivo leptospirose control in murine models.

1. SistemaComplemento 2. C5 3. Infecgdo 4. Leptospira interrogans
5. Resposta inflamatéria 6. Camundongo |. Isaac, Profa. Dra.
Lourdes Il. Universidade de S&o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomedicas Ill. Titulo.

ICB/SBIB036/2014




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): iris Arantes de Castro.

Titulo da Dissertagéo: Importancia do componente C5 do Sistema Complemento
para o controle de leptospirose in vivo em modelos murinos.

Orientador(a): Profa. Dra. Lourdes Isaac.

A Comissdao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdao de Mestrado,

em sessdo publica realizada a ............... Jovviiin Joiinae, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIA: ..ot e e e e e e
NI ettt e a e e
INSHIUICAO: ..o e

Examinador(a): ASSINATUIA: ..o et e e et st eee e e en st ae e e ann e
N (o] 11 OO USSR RO POPP PP PPPPPPPRPPRN
1= 1 (1= Lo SRS

Presidente: F Y[ =) (U] = DT
0] =S
INSHIUICAO: ..o e



APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIADE DE SAO PALLO
INSTITUTO O CIENCIAS BIOMEDICAS
Cicade Universitiria “Armando de Salles Oftveira™
Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cep. 05508-500 S30 Paulo, SP - Brasil
Tolefone {55) (011) 3051.7753 ~ telefax : (55) (011)3091.8405
*-mait cop@icd usp.tr
CouesSio 0 ETICA W0 LSO 0 Anaias
Decl. CEUA.004/2012
DECLARACAO

Em adendo ao Certificado 061/10/CEUA, datado de 09.05.2010 e por
solicitag@o da Profa. Dra. Lourdes Isaac, responsavel pefa linha de Pesquisa, autorizo a inclusao
do aluno lris Arantes de Castro 20 Projeto de Pesquisa *Sisfema Complemento e Patogenicidade
da Leplospiras: Mecanismos de Ativagdo e Escape, Identificagdo de Liganfes Bactenanos,
Caracterizagdo de Proteases e Estabelecimento de Modelo Murino in vivo", uma vez que se frata
de utilizacdo da mesma espécie animal e de mélodos experimentais similares ao referido
certificado.

S30 Paulo, 27 de janeiro de 2012.

AN A Mo

Prof. Dr. Wothan Tavares de Lima
Coordenador da CEUA
ICBIUSP



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais e minhas irmés, por tudo o que representam para mim, pelo apoio em todos 0s

momentos, e sem 0S quais eu ndo seria 0 que sou nem estaria onde estou agora.

A Prof. Dr. Lourdes, que me aceitou no laboratério e confiou a mim a execucdo deste projeto,
permitindo que eu crescesse profissionalmente e aprendesse ndo apenas a “executar tarefas”,

mas a refletir sobre o que esta sendo realizado.

A Dr. Angela Barbosa, pela ajuda oferecida durante o projeto.

Aos professores do Departamento de Imunologia, pelas aulas, discussdes e toda a ajuda

fornecida nesses ultimos trés anos.

A todos os funcionarios do departamento e do instituto, pelo fornecimento e manutencao dos
camundongos utilizados neste projeto, o auxilio fornecido desde a inscri¢do para a prova de
ingresso no programa até a entrega desse texto aos professores que compdem a banca, e pela

manutencdo de um espaco agradavel onde pude passar bons momentos.

A Fapesp pelo auxilio financeiro fornecido durante toda a execuc¢éo do projeto.

Ao CNPq pelo auxilio financeiro fornecido no inicio do mestrado.

A BioClin pelo fornecimento dos kits para dosagem de parametros bioquimicos no soro dos

camundongos.

A Lorena Bavia, companheira de bons e maus momentos que me recebeu no laboratério e foi

muito importante para a minha formacao.

A todos 0s colegas e ex-colegas do laboratério (José Antbnio, André, Leandro, Alfredo,
Marlene, Tatiana, Adriana, Monica, Karina, Daniella, Lorena), pela ajuda, as risadas e 0s bons

momentos que passamos no laboratério.



Aos colegas do departamento e do programa em imunologia, pelas conversas e risadas nos

corredores.

Aos ex-colegas de graduacdo, que mesmo seguindo direcdes diferentes continuam proximos,
sempre ajudando quando possivel.

Ao Prof. Dr. Silvio de Arruda Vasconcellos, pelo fornecimento das leptospiras utilizadas nas

infec¢Bes dos camundongos.

A Zenaide, pela paciéncia em conciliar seu trabalho com os periodos de infeccdo dos

camundongos e a ajuda oferecida constantemente para facilitar a execucdo deste projeto.

Ao Prof. Dr. Carlos Peleschi Taborda, por permitir que eu utilizasse o biotério do

departamento de microbiologia para manusear os camundongos infectados.

Ao Prof. Dr. Thales de Brito, pela analise histopatologica dos camundongos e e todo o

conhecimento que foi passado nesse periodo.

A Ana Maria, pela realizacdo das reac6es de imuno-histoquimica e as conversas que tivemos

durante os experimentos.

A todas as pessoas que participaram deste projeto, sem as quais ndo seria possivel executa-lo.

Ao Paulo Albe pela confeccdo das laminas histoldgicas.

A Rosana Prisco pela ajuda com a analise estatistica dos resultados.



Dois senhores pescavam a beira de um rio quando observaram um
macaco voando a sua direita. ApoOs certo tempo de paz, observaram
outro macaco voador. Ao observar o terceiro macaco voador, um
dos senhores perguntou para o outro: — “E ai?” — ao que seu amigo
respondeu: — “Deve que o ninho deles ¢ para 1a”.

Aula de estatistica com Julio C. R. Pereira



RESUMO

CASTRO, IA. Importancia do componente C5 do Sistema Complemento para o controle de
leptospirose in vivo em modelos murinos. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2014.

Camundongos sdo considerados animais resistentes a infeccdo por leptospiras patogénicas,
enquanto hamsters e cobaias tém sido os animais de escolha para se estudar a patogenicidade
desta infeccdo. Poucos estudos tém sido feitos em modelos murinos para se entender os
mecanismos imunes efetores contra este tipo de bactéria. Considerando-se que o Sistema
Complemento é fundamental para a eliminacdo deste patdégeno in vitro, investigamos se
camundongos C5 deficientes seriam mais suscetiveis a infeccdo pela Leptospira interrogans
sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm (LPF) do que camundongos C5 normais.
Empregamos as linhagens isogénicas A/J C5™ (A/J C5 deficiente - C57) e B6 C5" (C57BI/6
C5 suficiente - C5"*) e os camundongos congénicos A/J C5" e B6 C5’, ambos gerados em
nosso laboratério, para este estudo de infeccdo in vivo. Camundongos C5 deficientes,
independente da linhagem, possuem menor porcentagem de linfocitos T CD8" na circulacio
periférica do que os animais C5 suficientes, enquanto B6 C5  possui menor porcentagem de
linfocitos T CD4" que B6 C5*. Camundongos B6 C5" infectados por LPF possuem menores
niveis de TNF, IL-6, IL-10, IL-12p40 e IL-12p70 no rim, enquanto animais A/J C5
apresentam maiores concentragdes de TNF e IL-6 no rim que A/J C5*. Embora a presenca de
C5 ndo tenha influenciado a capacidade dos camundongos de eliminar as leptospiras do
organismo, sua presenca em animais B6 agravou as lesdes hepaticas causadas por estes
patogenos, mostrando um efeito dependente de C5 e do fundo genético dos camundongos. O
namero de leucdcitos presentes na circulacdo periférica, bem como as proporgdes de
neutrofilos, monacitos e linfocitos B foram influenciados somente pelo fundo genético das
linhagens e pelo tempo de infeccdo. Esse comportamento também foi observado no
desenvolvimento de esplenomegalia e para a sintese de citocinas pré-inflamatérias no sangue
(IFN-y, TNF-a e IL-6). A analise histopatoldgica dos 6rgaos dos camundongos confirmou a
presenca de les6es pulmonares em todas as linhagens e a proliferacdo de linfocitos T e B nos
foliculos linfoides associados a bainha periarteriolar presentes no baco dos camundongos,
independente de C5. Nossos resultados mostraram a influéncia de C5 em poucos dos
parametros analisados, 0s quais poderiam diminuir a capacidade de resposta imune dos
camundongos C5° durante a infeccdo por leptospiras. Contudo, estas diferencas ndo foram
suficientes para afetar a capacidade dos camundongos em controlar esta infeccdo, sugerindo
uma importancia relativamente pequena de C5 neste modelo.

Palavras-chave: Sistema Complemento. C5. Leptospira interrogans. Resposta inflamatoria.
Camundongo.



ABSTRACT

CASTRO, IA. Role of complement component C5 to in vivo leptospirose control in murine
models. [Masters thesis (Immunology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

Mice are considered resistant to infection by pathogenic leptospires, while hamsters and
guinea pigs have been considered resistant. Few studies using murine models have been used
to understand the immune effector mechanisms against Leptospira genus. Since Complement
System is important to eliminate leptospiras in vivo we wondered if C5 deficient mice would
be more susceptible to infection by Leptospira interrogans serovar Kennewicki type Pomona
Fromm (LPF) than C5 sufficient mice. In this study we have used the isogenic strains A/J C5°
(AlJ C5 deficient - C57") and B6 C5" (C57BI/6 C5 sufficient - C5**) and the congenic strains
AJJ C5" e B6 C5', both generated at our laboratory. Independent of the strain, C5 deficient
mice have lower percentage of T CD8" lymphocytes in peripheral circulation than C5
sufficient mice, while B6 C5 mice have lower percentage of T CD4" lymphocytes than B6
C5". B6 C5 mice infected by LPF present lower levels of TNF, IL-6, 1L-10, IL-12p40 and
IL-12p70 in the kidney, while A/J C5™ mice present higher concentrations of TNF and IL-6 in
the kidney than A/J C5". Although the component C5 apparently is not important to eliminate
LPF in the liver and spleen of mice, the presence of this protein in B6 infected mice increased
lesions in the liver of infected animals. The number of leukocytes in peripheral circulation and
the percentage of neutrophils, monocytes and B lymphocytes were influenced only by genetic
background of the strains. In addition, splenomegaly and concentration of pro-inflammatory
cytokines in serum (IFN-y, TNF-a and IL-6) were not influenced by C5. Histopathologycal
analysis confirmed the presence of lung lesions in all mice strains and proliferation of
lymphocytes in splenic B-cell corona, independently of C5. Our results showed a minor
participation of C5 in the parameters analyzed, which could reduce the immune response of
C5  mice. However, no significant differences between C5" and C5 mice enough to control
the infection by LPF were observed suggesting that C5 is not important in this in vivo
experimental model.

Keywords: Complement system. C5. Leptospira interrogans. Inflammatory response. Mouse.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leptospirose

Descrita no final do século XIX por Adolph Weil (Faine et al., 1999), a leptospirose é
uma zoonose de alcance mundial (Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 1999) que atinge
pessoas residentes principalmente em paises subdesenvolvidos situados em regides tropicais e
de clima ameno, infectando aproximadamente 500.000 pessoas todos os anos (Tabela 1)
(Faine et al., 1999; Lau et al., 2010; Levett, 2001).

O contato com agua, alimentos ou outras substancias contaminados pela urina de
organismos portadores de bactérias patogénicas do género Leptospira permite que seres
humanos e animais de importancia econdémica contraiam acidentalmente leptospirose, fato
que ocorre principalmente durante os periodos de chuva intensa e em locais de clima ameno
com condicdes sanitarias precarias (Figura 1) (Adler, Moctezuma, 2010; Bharti et al., 2003;
Fraga et al., 2011).

Tabela 1 - Paises e regides com casos reportados de leptospirose

Pais ou regiao Incidéncia
100.000/ano
Vanuatu 40
Antilhas, Guiana 23
Kerala, India 11,4
China 7,1
Nova Caleddnia, Franca 2,1-30
Tailandia 4,1-40
Siri Lanka 11
Polinésia francesa 11
Ilhas Acores, Portugal 11
Camboja 7,7
Costa Rica 6,7
Havai 3,3
Nova Zelandia 2,8
Cuba 2,5
Croécia 1,8
Brasil 1,7
Argentina 1,0
Australia 0,52
Italia 0,13
Alemanha 0,06
Israel 0,05

Fonte: Adaptada de Lau et al., (2010)
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Figura 1 - Ciclo de infecgéo da leptospirose
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Mamiferos selvagens e domesticados podem atuar como reservatdrios da L. interrogans, liberando
constantemente a bactéria através da urina e contaminando a agua e o solo. O contato de organismos saudaveis,
incluindo seres humanos, com a agua e solo contaminados pode iniciar um novo ciclo de infeccdo. (Figura
cedida pela doutoranda Tatiana Rodrigues Fraga).

Causada por diferentes espécies de leptospiras, esta infeccdo, antes considerada
predominante em profissionais como mineradores, agricultores e veterindrios em contato
direto com locais e animais potencialmente contaminados, também atinge cidaddos residentes
em regides com deficiéncia no saneamento bésico e praticantes de atividades de recreacao
esportiva em lagoas, com maior frequéncia durante as estacdes mais chuvosas (Adler,
Moctezuma et al., 2010; Bharti et al., 2003).

Inicialmente caracterizada por esplenomegalia, ictericia e nefrite (Craig, 2010 apud
Weil, 1886), o que levou essa doenca a ser chamada de sindrome de Weil, a leptospirose
exibe um quadro clinico bastante variavel dentro da populacdo (Levett, 2001), podendo
permanecer assintomatica em diversos individuos dependendo do tipo de sorovar e do nimero
de bactérias infectantes. Quando se manifesta, o diagndstico de leptospirose pode ser
dificultado devido ao surgimento de sintomas menos graves e frequentemente comuns a
outras doencas, como febre e dores musculares, os quais podem ser sucedidos por graves
lesbes no figado, rins e pulmdes, sendo por isso considerada uma doenca com
desenvolvimento bifasico, sendo a primeira fase mais amena e a segunda mais intensa (Ko et
al., 2009; Levett, 2001; Picardeau, 2013).
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A primeira semana apds o periodo de incubacdo da infeccdo, também chamada de fase
aguda ou anictérica, é caracterizada pela presenca desta bactéria principalmente no sangue do
individuo e por episddios frequentes de febre. Essa fase da infeccdo também esta associada a
presenca de dores retro-orbitais e fotofobia, ao desenvolvimento de hemorragia
subconjuntival, a qual tende a desaparecer rapidamente, calafrios, mialgia principalmente na
regido lombar da coluna, coxas e panturrilhas e, em alguns casos, ao desenvolvimento de
erupgdes cutaneas. Esses sintomas tendem a cessar coincidindo com o0 aumento da
concentracdo de anticorpos especificos no organismo e ndo representam grandes riscos para o
individuo, resultando em uma baixa taxa de mortalidade durante esse periodo (Figura 2, Ko
et al., 2009; Levett, 2001).

Figura 2 - Modelo do desenvolvimento clinico da leptospirose com indicagdo de sintomas
presentes nos estagios inicial e tardio da infeccéo
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As linhas representam a producédo de anticorpos (azul), quantidade de leptospiras no organismo (verde), érgaos
afetados pela infec¢do (vermelho) e o periodo onde ocorrem os episddios de febre (laranja). A carga bacteriana
no sangue do individuo permanece alta durante os primeiros dias da infeccéo, diminuindo concomitantemente ao
aumento do nimero de leptospiras nos 6rgdos colonizados por essa bactéria. Episodios de febre sdo comuns no
inicio da infeccdo, tornando-se menos frequentes durante a progressdo da doenga. Sdo detectados anticorpos
especificos contra a leptospira a partir da primeira semana de infecgdo, os quais podem ser encontrados em
grandes concentracdes em fases mais tardias da doenca.

Fonte: Adaptada de Ko et al., (2009)
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A fase cronica ou ictérica da doenca corresponde ao momento em que a leptospira
passa a ser encontrada em menor quantidade no sangue e inicia a colonizagdo de 6rgaos
importantes para a leptospirose, como o figado e os rins, sendo entdo continuamente
eliminada através da urina por periodos que variam de algumas semanas a varios meses. E
durante a fase ictérica que surgem as complica¢fes que resultam na alta taxa de mortalidade
entre os pacientes diagnosticados com leptospirose, que é de aproximadamente 10% dos
casos. Além do desenvolvimento de falha hepéatica e renal, varios pacientes apresentam
ictericia, que esta relacionada a perda da capacidade de metabolizacdo da bilirrubina pelo
figado, levando ao seu acimulo no organismo, surgimento de uveite, miocardite, pancreatite
necrética e queda do nimero de plaquetas circulantes. Também tem sido relatado o aumento
do nimero de casos de hemorragia pulmonar em diversos paises, condi¢cdo que reduz a
probabilidade de recuperacdo completa do paciente (Faine et al., 1999; Levett, 2001; Lorenzo-
Morales, 2012; Marotto et al., 1999; OMS, 1999; Sarkar, et al., 2002).

O diagnostico dos pacientes com suspeita de infeccdo pode ser feito por diferentes
técnicas, as quais buscam identificar diretamente a presenca da leptospira no organismo ou de
anticorpos especificos contra ela, sendo cada uma delas adequada para momentos especificos
da doenca. Por causa da leptospiremia durante os primeiros dias apds o surgimento dos
sintomas, é possivel observar essas bactérias em amostras de sangue do paciente por
microscopia oOptica sob campo escuro. Caso a leptospiremia seja pouco intensa ou o tempo
entre o surgimento dos sintomas e a realizacdo dos exames seja longo e, por isso, poucas
bactérias sejam encontradas na circulacdo, é recomendavel a realizacdo de reacdo em cadeia
empregando DNA polimerase (PCR) e PCR em tempo real (RT-PCR) para quantificacdo e
determinacdo da espécie infectante (Bharti et al., 2003; Lau et al., 2010; Picardeau, 2013;
Vijayachari et al., 2008).

A deteccdo de anticorpos circulantes anti-leptospira permite a identificacdo do
sorogrupo e é recomendada a partir do 8° dia do inicio dos sintomas. Ap0Os essa data ja é
possivel encontrar titulos altos de anticorpos aglutinantes na circulacdo, os quais podem ser
identificados tanto por teste de aglutinacdo de leptospiras quanto por ELISA (Bharti et al.,
2003; Lau et al., 2010; Vijayachari et al., 2008).

Diversos sorovares patogénicos do género Leptospira, ordem Spirochaetales (Faine et
al., 1999) podem naturalmente ser encontrados em diferentes espécies de mamiferos. Alguns
desses animais, como roedores em geral e cdes domésticos, mantém contato constante com

humanos, facilitando a transmissdo de leptospiras dentro da populagéo (Guerreiro et al., 2001;
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Levett, 2001). Ao contrario da espécie humana, alguns roedores sdo animais considerados
resistentes a infec¢do, ndo desenvolvendo sinais clinicos da doenga, embora tenham seus rins
colonizados pelas leptospiras e sejam capazes de eliminad-las pela sua urina por longos
periodos de tempo (Faine et al., 1999).

1.1.1 Leptospira

Descobertas no inicio do século XX (Kobayashi 2001 apud Inada e Ido, 1915), as
bactérias causadoras da leptospirose fazem parte do género Leptospira, que contém espécies
saprofitas como a L. biflexa, incapaz de se estabelecer em nosso organismo, e patogénicas
como a L. interrogans (Adler, Moctezuma, 2010). Essas bactérias possuem formato fino,
espiralado e comprimento em torno de 10 puM, além de ser comum observar uma tipica

curvatura em suas extremidades (Figura 3, Fraga et al., 2011; Ko et al., 2009; Levett, 2001).

Figura 3 - Fotomicrografia eletrbnica de varredura de L. interrogans sorovar
icterohaemorrhagie estirpe RGA

Fonte: Levett (2001)

Essas bactérias possuem uma estrutura membranar semelhante a de bactérias Gram-
negativas, com a membrana celular sendo envolvida por uma parede celular, composta de

peptideoglicanos, e uma membrana externa, rica em proteinas e lipopolissacarideos (LPS), 0s
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quais sdo menos toxicos em relacdo a moléculas andlogas de demais organismos presentes
nesse grupo (Figura 4, Ko et al., 2009).

Apesar da menor toxicidade, as moléculas de LPS sdo bastante importantes, pois as
variacdes encontradas nestas moléculas de diferentes leptospiras fornece um importante
instrumento para sua classificacdo, permitindo agrupé-las em mais de 200 sorovares (Adler,
Moctezuma, 2010; Fraga et al., 2011).

Figura 4 - Modelo da membrana celular de leptospiras indicando as principais estruturas
descritas

LipL32 | LipL41
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H& uma membrana interna (MI) onde estruturas como flagelos ficam ancorados, uma fina parede de
peptideoglicano que esta associado a essa membrana interna, o espaco periplasmatico, onde estéo localizados os
flagelos das leptospiras, e a membrana externa (ME), que contém moléculas de lipopolissacarideos (LPS) e
diferentes proteinas em sua superficie. PBP: proteina ligadora de penicilina; Sec: sistema de secrecdo; LolCDE:
transportador formado por LolC, LolD e LolE; ABC: transportador ABC;SPase: peptidase sinal da lipoproteina;
LipL31: lipoproteina LipL31; TBDRs: Receptores dependentes de TonB; TonB-ExbB-ExbD: complexo
transdutor de energia de TonB-ExbB-ExbD; FeoAB: transportador de ferro tipo FeoA-FeoB; OmpL1: porina
transmembrana presente na membrana externa L1; LipL32: lipoproteina LipL32; LipL36: lipoproteina LipL36;
LipL41: lipoproteina LipL41; LigB: proteina B de leptospira com dominios encontrados na superfamilia de
imunoglobulinas.

Fonte: Adaptada de Ko et al., (2009)

1.1.2 Modelos animais

Buscando o melhor entendimento dos fatores que podem conferir resisténcia contra as
leptospiras, diversos autores tém empregado diferentes linhagens de camundongos em seus
estudos avaliando alteracBes protéicas e estruturais nos érgaos mais atingidos pela doenca e
no sangue, bem como o efeito de cada componente do sistema imune no controle da infecgéo.

Tanto trabalhos mais antigos quanto os mais recentes mostram que a imunidade
humoral tem um papel relevante no controle e protecdo contra a leptospirose. Camundongos
normalmente resistentes a Leptospira podem se tornar susceptiveis se tratados com

ciclofosfamida, uma substancia imunossupressora que inibe a atividade de linfécitos B e
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impede a producédo de anticorpos, afetando consequentemente a imunidade humoral (Adler,
Faine, 1976; 1977). No entanto, caso esses camundongos ja possuam anticorpos contra as
leptospiras, ou recebam um transplante de células do baco no periodo entre a aplicacdo da
ciclofosfamida e a inoculacdo das leptospiras, ndo desenvolvem leptospirose. Esses
camundongos previamente imunizados contra leptospiras ou que receberam transplantes de
baco apresentam anticorpos em seu soro, uma informagdo importante sobre a relevancia do
sistema imune humoral, especialmente dos linfocitos B, na cura dessa infeccdo. Esses
resultados foram corroborados por estudos recentes, onde depletaram linfécitos B ou
linfocitos T de camundongos (Chassin et al., 2009). Nesse caso, 0s animais infectados que
ndo possuiam linfécitos B morriam, mostrando a grande importancia destas células e,
portanto, dos anticorpos, para a resisténcia contra essa doenca. Embora a auséncia de
linfocitos T ndo afetasse a sobrevida dos camundongos infectados, os autores sugeriram que
essas Ccélulas devem desempenhar um papel importante na protecdo de diferentes orgéos,
especialmente dos rins, contra eventuais danos estruturais, como nefrite no tubulo intersticial,
sendo encontradas em quantidades elevadas junto com a producgéo da isoforma induzida da
enzima oxido nitrico sintase (Chassin et al., 2009).

Mesmo linhagens de camundongos consideradas resistentes a infeccao por leptospiras
(C57BI/6, por exemplo) sofrem lesGes em 6rgéos como o figado e o rim, embora esses danos
ocorram em menor intensidade do que o observado em linhagens susceptiveis (C3H/HeJ, por
exemplo) (da Silva et al., 2009). Contudo, mesmo linhagens de camundongos naturalmente
susceptiveis a leptospiras podem nao apresentar lesdes pulmonares quando infectadas com
doses consideradas letais para hamsters, sendo necessario aplicar in6culos com grandes
quantidades de leptospiras para induzir danos nesse o6rgdo (Marinho et al., 2009; Nally et al.,
2005; Viriyakosol et al.,, 2006). Entre os danos observados no tecido hepatico, ha
desestruturacdo do padréo de organizacdo das células, pontos de necrose, infiltrados celulares
e aumento do numero de células de Kippfer. Nos rins ocorrem danos nos tdbulos renais,
causando nefrite, e acimulo de infiltrados inflamatorios (Nally et al., 2005; Santos et al.,
2010). Qutra caracteristica importante do desenvolvimento da leptospirose nos camundongos
é que, apesar de niveis detectaveis de anticorpos sanguineos anti-leptospiras circulantes serem
encontrados trés dias apos a infeccdo (Adler, Faine, 1976), leptospiras vivas sdo observadas
no figado e nos rins mesmo até quatro semanas ap6s inoculacdo (da Silva et al., 2009; Santos
et al., 2010).
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Com relagdo a resposta inflamatdria, os niveis de diferentes quimiocinas pro-
inflamatorias se aproximam dos niveis basais pré-infeccdo em até duas semanas nos
camundongos resistentes a leptospirose, em contraposi¢cdo com 0s camundongos susceptiveis,
onde, por exemplo, o nivel da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) permanece alto
no soro, rins e pulmao até o periodo da morte, mantendo a resposta inflamatéria em niveis
acima do normal, o que poderia ser prejudicial para o hospedeiro (da Silva et al., 2009).

Sabendo da importancia do receptor simile a Toll (TLR) 4 no reconhecimento de LPS
de bactérias gram-negativas (Poltorak et al., 1998), diferentes pesquisadores buscaram
observar sua importancia em modelos murinos na infecgdo por leptospiras. Assim como
observado em estudos com outras bactérias gram-negativas, camundongos da linhagem
C3H/HeJ, que ndo expressam TLR-4, também sdo susceptiveis a Leptospira. Camundongos
nocaute para o gene responsavel pela expresséo do TLR-4 também sdo mais susceptiveis a
infeccdo por leptospiras patogénicas, 0 que esta de acordo com o que seria esperado devido a
importancia desse receptor no reconhecimento de LPS (Chassin et al., 2009; Poltorak et al.,
1998; Viriyakosol et al., 2006).

Assim como TLR-4, a molécula TLR-2 também reconhece LPS de leptospiras em
camundongos, sendo que na sua auséncia embora as células do sistema imune dos
camundongos sejam capazes de reconhecer LPS pelo TLR-4 como citado anteriormente, ha
uma reducdo da intensidade da resposta imunoldgica contra estas bactérias (Chassin et al.,
2009; Werts et al., 2001).

Da mesma forma que camundongos nocautes para tlr4 sdo susceptiveis a leptospirose,
animais duplo-nocautes para tlr2 e tlr4 desenvolvem o mesmo quadro clinico de leptospirose
aguda observada em humanos, como falha das funcGes hepéatica e renal e hemorragia
pulmonar. Nesses camundongos ha menor controle da infeccdo por leptospirose, com maior
namero de bactérias viaveis em seus 6rgdos do que o observado em camundongos normais
para essas duas proteinas. A auséncia desses dois receptores também alterou o padrdo de
producdo de alguns fatores pré-inflamatorios em alguns érgéaos, como a reducdo da expressao
de interferon (IFN)-y no figado, e aumento da expressao de interleucina (IL) 6, fator de
necrose tumoral (TNF — do inglés Tumor necrosis factor)-a, CCL5 (proteina regulada na
ativacdo, normalmente expressada e secretada por células T - RANTES) e CXCL2 (proteina

inflamatéria de macrofagos 2 - MIP-2) no figado e nos rins (Chassin et al., 2009).
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1.2 Sistema Complemento

O Sistema Complemento participa efetivamente da imunidade inata e adquirida, sendo
composto por mais de 30 proteinas que podem ser encontradas no plasma e na superficie das
células do organismo (Walport, 2001). Proteinas como C1q, lectinas ligadoras de manose
(MBL) e C3 desencadeiam a ativacdo de cascatas enzimaticas que geram produtos
responsaveis tanto pela eliminacdo da particula alvo quanto pela estimulacdo de diferentes
tipos celulares que auxiliardo esse processo, enquanto proteinas reguladoras como a proteina
inibidora de C1 esterase (C1INH), a proteina ligadora de C4b (C4BP) e o Fator | (FI)
modulam a atividade do Sistema Complemento, mantendo sua ativacdo sob controle e
impedindo seu consumo excessivo e lesdo de tecidos saudaveis (Zipfel, Skerka, 2009).

Descoberto no final do século X1X como uma substéncia termo-sensivel presente no
soro que aumentava a eliminagdo de bactérias por anticorpos (Walport, 2001), esse sistema €
importante para a manutencdo da homeostase no organismo, participando da eliminacdo de
células apoptoticas e de complexos imunes e estimulando a angiogénese e a reparacao
tecidual, além de interagir com outros sistemas de cascatas enzimaticas, como o sistema da
coagulacdo. Além dessas funcdes, o Sistema Complemento € importante para resposta contra
infeccdes, promovendo a opsonizacgdo de patdgenos e atraindo fagdcitos para o local infectado
e pode ser dividido em trés vias distintas: Via Classica, Via Alternativa e Via das Lectinas
(Figura5).

1.2.1 Via Classica

A Via Classica foi a primeira a ser descrita, sendo ativada principalmente pela
interacdo entre a proteina C1q do complexo C1 e a porcdo Fc de anticorpos IgG (dominio
CH,) ou IgM (dominio CH3) ligados a antigenos. Dessa forma, a Via Classica atua como um
elo entre a imunidade adaptativa mediada por anticorpos, com a imunidade inata. Além de
Clq, o complexo C1 é formado por dois dimeros de Clr e Cls, que, quando ativados,
resultam na posterior clivagem de C4 e de C2. A ligacdo de C1q a pelo menos duas moléculas
de anticorpo IgG ou uma molécula de IgM especificamente ligadas a antigenos causa a
ativacdo da subunidade C1r, que por sua vez cliva a subunidade C1s, tornando-a ativa. C1s ira
entdo clivar C4 em Cda e C4b, podendo o fragmento C4b ser depositado covalentemente
sobre a superficie do antigeno. Uma vez fixado, C4b interage com C2, permitindo que essa

proteina também seja clivada por C1s e dé origem aos fragmentos C2a, que permanece ligado
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a C4b, e C2b. O complexo C4bC2a passa a ter atividade de C3 convertase, clivando
moléculas de C3 em C3a e C3b, sendo por essa razdo conhecido como C3 convertase.

Assim como C4b, os fragmentos C3b podem se ligar covalentemente a superficie
aceptora, podendo agir como opsoninas, originar novos complexos com atividade de C3
convertase ou interagir com os complexos C4bC2a ja existentes, formando o complexo
C4b2a3b, que passa a ter atividade de C5 convertase, clivando C5 em C5a e C5b e iniciando a
formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC, do inglés membrane attack complex).

1.2.2 Via Alternativa

Considerada a mais antiga na escala evolutiva, a Via Alternativa é inicialmente ativada
pela hidrolise espontanea da ligacao tidl-ester localizada na cadeia a da proteina C3, que
passa a ser chamada C3(H,0). C3(H20) pode interagir com a molécula de Fator B (FB),
permitindo agora a clivagem de FB pelo Fator D (FD), gerando os fragmentos Bb, que
permanece ligado a C3b e origina o complexo C3(H,0)Bb, liberando o fragmento Ba. O
complexo C3(H.O)Bb é entdo estabilizado ao interagir com properdina, podendo
desempenhar sua atividade de C3 conversase, sendo por esse motivo chamado de primeira C3
convertase da Via Alternativa. Assim como a C3 convertase da Via Classica, C3(H,0)Bb
clivara C3 em C3a e C3b. C3b pode interagir com FB, que agora complexado podera ser
clivado igualmente por FD em Bb e Ba. O complexo C3bBb é estabilizado pela properdina e é
capaz de clivar enzimaticamente C3, sendo chamado de segunda C3 convertase da Via
Alternativa. C3b também podera interagir com os complexos C3 convertases, originando
C3(H2.0)BbC3b e C3bBbC3b, ambas com atividade de C5 convertase.

1.2.3 Via das Lectinas

Ultima via a ser descrita, a Via das Lectinas é ativada apds a interacio de carboidratos
presentes em proteinas e polissacarideos da superficie de células de microorganismos com
lectinas como a proteina ligadora de manose (MBL, do inglés mannose binding lectin) ou
com ficolinas presentes no plasma. Tanto a MBL quanto as ficolinas sdo estruturalmente
semelhantes a C1q e interagem com as serino-proteases associadas a MBL (MASP, do inglés
MBL-associated serine proteases; MASP-1, MASP-2 e MASP-3). Uma vez que a MBL se
liga a manose, a proteina MASP-2 tem sua estrutura alterada e torna-se ativa, sendo capaz de,

assim como C1s, clivar as moléculas de C4 em C4da e C4b e de C2 em C2a e C2h. Como
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descrito para a Via Classica, C4b pode se ligar a superficie sobre a qual houve ativacdo do
Sistema Complemento, podendo interagir com C2. A molécula de C2 serd entdo clivada pela
MASP-2, permanecendo o fragmento C2a unido ao C4b, formando o complexo C4b2a, uma

enzima com atividade de C3 convertase também gerada na Via Classica.

1.2.4 Formacgéo do MAC

A formacao dos complexos C3bBb3b (Via Alternativa) e C4b2a3b (Via Classica e Via
das Lectinas) resulta na clivagem da proteina C5 em Cbha, com importantes funcfes para a
resposta inflamatoria e C5b, que iniciara a formacao do MAC.

C5b interage com C6 e na sequéncia C6 se liga a C7 ainda na fase aquosa, formando o
complexo C5b67, capaz de interagir com membranas celulares. A interacdo desse complexo
com C8 forma o complexo C5b678, permitindo a interacdo com varias moleculas de C9,
formando o complexo C5b6789,, também chamado de MAC. Devido a formagéo de um
canal transmembrana, 0 MAC é responsavel pela formacdo de poros na membrana da celula

atacada, desregulando seu balan¢o osmético e levando-a a lise.
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Figura 5 - Representacdo das trés vias de ativacdo do sistema do complemento e a formacao

do MAC
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A Via Cléassica (a esquerda) é geralmente ativada ap6s a interacdo do complexo C1 com a regido Fc de
imunoglobulinas do tipo 1gG e IgM ligadas especificamente a antigenos. A Via Alternativa (& direita) € ativada
apos a ligacdo covalente de C3b a superficie de antigenos. A Via das Lectinas (ao centro) é ativada apds a
interacdo de lectinas como, por exemplo, a lectina ligadora de manose a aglcares bacterianos. As trés vias
resultardo na formacgdo de C5 convertase, que clivard moléculas de C5 em C5a e C5b, sendo a C5b importante
para a etapa tardia do complemento (caixa inferior a figura), iniciando a formacéo do MAC.

Fonte: Modificado de Walport (2001)
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1.2.5 Proteina C5

O componente C5 do Sistema Complemento é uma proteina soltvel, formada por duas
cadeias (a e 3, com massas de 115 e 75 kDa, respectivamente) unidas entre si por uma ponte
dissulfeto, composta por 1676 aminoacidos e massa de aproximadamente 190 kDa
(Figura 6). Expressada principalmente por hepatdcitos, é encontrada em concentracdes
séricas de aproximadamente 75 pg/mL em seres humanos (Morley, Walport, 2000).

Figura 6 - Representagdo das cadeias o e f da proteina C5 unidas entre si por uma ponte

dissulfeto
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A acdo da C5 convertase resulta na clivagem de C5 nos fragmentos C5a, oriundo da cadeia o e com
aproximadamente 11 kDa, e C5b, que corresponde ao restante da proteina e possui aproximadamente 179 kDa.
Figura cedida pela doutoranda Tatiana Rodrigues Fraga.

C5a

Localizado no cromossomo 2 murino, o gene que codifica para C5 é composto por
aproximadamente 78 kb, organizado em 42 éxons e 41 introns. Trabalhos do final dos anos 80
mostraram a presenca de duas variantes alélicas desse gene em camundongos, sendo uma
delas responsavel pela auséncia de C5 no soro e consequente falta de atividade hemolitica no
soro das linhagens A/J, AKR e DBA (D’Eustachio et al., 1986). O sequenciamento de
livrarias de cDNA indicaram que essa incapacidade para sintetizar C5 era causada por uma
delecdo de dois pares de base (TA) no éxon 7 do gene de c5, resultando na formacdo de um
cddon de parada prematuro que impede a traducdo do RNA mensageiro (RNAmM) em uma
proteina funcional (Haviland et al., 1991; Wetsel et al., 1990).

A formacdo de enzimas C5 convertases possibilita a clivagem de C5 em dois
fragmentos C5a e C5b (Morley, Walport, 2000). C5a (Figura 7A), um fragmento de 11 kDa e

74 aminoéacidos, corresponde a regido amino-terminal da cadeia alfa de C5 e permanece
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soluvel, tendo sua atividade mediada principalmente pelo receptor de C5a (C5aR — CD88)
presente em diversos tipos celulares (Guo, Ward, 2005; Monk et al., 2007; Morley, Walport,
2000). Uma vez formado, este fragmento € rapidamente clivado por peptidases presentes no
sangue que removem 0 amino&cido arginina da por¢do C-terminal do fragmento, dando
origem ao fragmento chamado C5adesArg (Bokisch, Miiller-Eberhard, 1970). Embora menos
potente, C5adesArg € capaz de desempenhar fungdes semelhantes as de C5a (Eglite et al.,
2000; el-Lati et al., 1994), sendo capaz de interagir com 0s mesmos receptores (Cain et al.,
2001; Scola et al., 2007). Maior fragmento de C5, C5b possui 1602 aminoacidos e massa de
179 kDa, correspondendo ao restante da cadeia o (a’, 104 kDa) que permanece unida a cadeia
B (75 kDa). Esse fragmento é responsavel por iniciar a formacdo do MAC (Figura 7B), uma
estrutura capaz de formar poros na membrana da célula onde had ativacdo do Sistema
Complemento e estimular células do organismo durante a inflamagdo (Dobrina et al., 2002).
Outras funcdes biologicas de C5b serdo abordadas no item 1.2.5.2.

Figura 7 - Estrutura de C5a e do MAC

Helix 1

O fragmento C5a (A) tem origem a partir da clivagem da cadeia o de C5 pela C5 convertase e é composto por 74
aminoacidos organizados em 4 a-hélices (Manthey et al., 2009). O maior fragmento gerado na clivagem de C5 é
chamado de C5b e, ap6s interagir com moléculas de C6, C7, C8 e diversas proteinas C9 forma o complexo
C5hb6789 ), também denominado MAC (B - Aleshin et al., 2012).

1.2.5.1 Atividade de C5a

Inicialmente descrito como uma molécula com capacidade quimiotatica, o fragmento

C5a desempenha diversas fungdes no organismo, participando da resposta imune através do
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estimulo a desgranulacdo de mastocitos, aumento da sintese de moléculas de adesdo por
celulas endoteliais, atracdo de leucdcitos circulantes para o sitio inflamatorio, elevacdo da
capacidade de eliminacdo de particulas fagocitadas por neutréfilos e macr6fagos e aumento da
sintese e liberagdo de citocinas por diferentes tipos celulares (Manthey et al., 2009). Diversos
trabalhos também mostram a importancia de Cba para a manutencdo da homeostase do
organismo, sendo importante nos processos de reparacao tecidual, promogéo de angiogénese e
producdo de fatores de crescimento (Markiewski et al., 2009; Mastellos et al., 2001).

Primeiro receptor de C5a descrito, C5aR é uma proteina de membrana que permanece
acoplada a uma proteina G (Figura 8). O estimulo deste receptor com C5a e C5adesArg causa
diversos efeitos na célula, como aumento da concentragdo de calcio intracelular, ativagdo de
diferentes cascatas de sinalizagdo e alteracdo da transcricdo génica (Monk et al., 2007).
Apesar da similaridade com C5aR, C5L2 (Figura 8), outro receptor de C5a e C5adesArg, ndo
permanece acoplado a nenhuma proteina G, ndo estando ainda elucidados o seu mecanismo
de acéo e sua funcédo bioldgica. Ha trabalhos que sugerem um papel na competicéo e retirada
de Cba e CbadesArg da circulagdo, minimizando os efeitos pré-inflamatdrios desses
fragmentos (Gao et al., 2005; Gerard et al ., 2005). No entanto, outros estudos mostram que
animais deficientes de C5L2 tém uma resposta reduzida a determinados estimulos
inflamatarios (Chen et al., 2007).

Figura 8 — Receptores de Cba
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Os receptores ChaR e C5L2 sdo estruturalmente semelhantes entre si, possuindo uma regido N-terminal
extracelular, sete por¢es transmembrana e uma cauda C-terminal intracelular. Os residuos marcados em
vermelho em C5L2 correspondem a residuos presentes em C5aR que sdo importantes para 0 acoplamento da
proteina G. Adaptado de Monk et al., 2007.
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Trabalhos da década de 70 jA& mostravam a importancia de C5 para a atracdo de
leucOcitos aos sitios inflamatorios (Snyderman et al., 1971; Ward, Zvaifler, 1971). O
acompanhamento de camundongos C5 deficientes inoculados intraperitonealmente com
endotoxinas de Salmonella typhosa mostrou que o acumulo de células polimorfonucleares
(PMN) na cavidade peritoneal era bastante reduzido em relagdo aos animais C5 normais
(Snyderman et al., 1971). A incubacdo de células de animais C5 deficientes com soro de
camundongos C5 normais mostrou a capacidade de resposta quimiotatica por esses leucocitos,
indicando que a deficiéncia para C5 ndo influencia a aptiddo de PMN para responder a fatores
quimiotaticos presentes no soro. Contudo, a auséncia de C5 no soro diminui a atividade de
PMN de camundongos C5 normais e C5 deficientes, sugerindo a importancia dessa proteina
para a atracdo desses leucdcitos. Assim como PMN, mondcitos também sédo atraidos por C5a,
sendo esse efeito mantido mesmo quando essas células sdo estimuladas com CbhadesArg,
embora a atividade desempenhada por este fragmento seja aproximadamente 100 vezes menor
em relacdo a C5a (Marder et al., 1985).

Segundo diferentes estudos, esse efeito quimiotatico de PMN é dependente de C5aR e
se estende a diferentes tipos celulares. Camundongos C5aR deficientes apresentam menor
atracdo de neutrofilos para sitios de injuria (Xu et al., 2009). Linfocitos T ativados aumentam
a expressdo deste receptor e também séo atraidos por fragmentos de C5a (Nataf et al., 1999).

Granuldcitos incubados com E. coli na presenca de inibidores de C5aR apresentam
menor producdo de espécies reativas de oxigénio e, da mesma forma que mondcitos, tém
menor capacidade de fagocitose (Mollnes et al., 2002).

Camundongos C5 deficientes possuem menor atividade de linfocitos T CD4",
macrofagos e células dendriticas (Liu et al., 2013; Mashruwala et al., 2011; Moulton et al.,
2007). Macrdéfagos e células dendriticas desses animais produzem menores quantidades de
IL-12p70 que as células de animais C5 normais. Essa pequena producdo de IL-12(p70) junto a
auséncia de C5a leva a menor ativagdo dos linfocitos T CD4", resultando em menor producéo
de IFN-y por essas células (Mashruwala et al., 2011; Moulton et al., 2007). Essa maior
dificuldade em organizar uma resposta Thl pode explicar a maior susceptibilidade de
camundongos C5 deficientes a bactérias do género Mycobacterium.

C5a também é importante para o controle de infec¢des virais. A inibicdo da interacéo
C5a-C5aR é capaz de reduzir a resposta antiviral dependente de linfocitos T CD8,
ocasionando menor producdo de IFN-y e atividade litica reduzida contra células infectadas
(Kimet al., 2004).
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1.2.5.2 Atividade de C5b

A ativacdo do Sistema Complemento resulta, independente da via de ativacdo, na
formacdo do MAC. Devido a sua capacidade de interagir com a superficie de células e formar
poros capazes de causar sua lise, sua fungdo litica foi a primeira a ser descrita e melhor
conhecida.

Entretanto, bactérias gram-positivas e microorganismos encapsulados geralmente séo
resistentes a essa atividade do MAC. Diferentes microorganismos também utilizam diversos
mecanismos para evadir a lise mediada pelo complemento, seja através da secrecdo de
enzimas que clivam proteinas do complemento, ou pela interacdo com reguladores presentes
no organismo que impedem a ativacdo desse sistema sobre sua superficie.

Essas dificuldades impostas pelos microorganismos para a atividade litica do MAC
geram questionamentos sobre a possibilidade deste complexo desempenhar outras funcgdes
alem da lise celular. Assim como Cb5a, quando presente na fase aquosa, 0 MAC é capaz de
induzir a quimiotaxia e migracdo de leucdcitos atraves do estimulo a producdo de IL-8 e
MCP-1 pelas células endoteliais (Dobrina et al., 2002).

Além dessa funcdo quimiotatica, a participacdo conjunta entre o MAC e o
inflamassoma NLRP3 (proteina 3 estruturalmente composta pelo dominio pirina, dominio
com repeticdes ricas em leucina (LRR) e dominio NACHT) para a sintese e liberacdo de
IL-1pB por células dendriticas estimuladas por LPS foi recentemente proposta. Na auséncia do
MAC, embora haja producao de pro-IL-1pB, ndo ocorre a ativacdo da caspase-1, impedindo a

maturacao e liberacdo desta citocina (Laudisi et al., 2013).

1.3 Importancia do Sistema Complemento na leptospirose

Estudos recentes desenvolvidos por nosso grupo tém demonstrado diferentes
estratégias utilizadas in vitro por leptospiras patogénicas para escaparem da atividade do
Sistema Complemento e, dessa forma, conseguirem se fixar no organismo (Barbosa et al.,
2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012). Contudo, pouco € conhecido sobre a participacdo do
Sistema Complemento na infec¢do por leptospiras em modelos in vivo.

Assim como bactérias de outras espécies, as leptospiras patogénicas sao capazes de se
ligar aos reguladores do Sistema Complemento. Estudos iniciais mostraram a capacidade de
diferentes sorovares de leptospiras se ligarem aos reguladores FH e C4BP (Barbosa et al.,
2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012; Meri et al., 2005; Silva et al., 2011).
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Trabalhos in vitro ainda mostraram que, quando comparada a L. biflexa e a
L. interrogans sorovar Pomona (atenuada pelas vérias passagens em meio de cultura e por
iSso possui menor patogenicidade), bactérias patogénicas como a L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Pomona Fromm (LPF) ligam menores quantidades de diversas proteinas
do Sistema Complemento, entre elas C5, em sua superficie, quando incubadas com soro
(Barbosa et al., 2009).

Por meio da proteina LcpA, ausente na L. biflexa (ndo patogénica), a LPF interage
com C4BP, um importante regulador da Via Classica e das lectinas que acelera o decaimento
da C3 convertase dessas vias e atua como cofator do Fl para a clivagem de C4b em C4c e C4d
(Barbosa et al., 2010). C4BP e Fator H (FH) interagem com as proteinas LigA e LigB, ambas
presentes na LPF e ausentes na L. biflexa. Uma vez que essa interacdo ocorre, essas proteinas
mantém sua atividade regulatoria, com C4BP atuando na clivagem de C4b e o FH na
clivagem de C3b, ambos como co-fatores de FI (Castiblanco-Valencia et al., 2012).

Além da interagdo com proteinas reguladoras, leptospiras patogénicas secretam
enzimas capazes de clivar diferentes componentes do Sistema Complemento, como C3 e seus
fragmentos C3b e iC3b, C2, C4 e FB, diminuindo a atividade das trés vias de ativacdo do
Sistema Complemento (Fraga et al., 2014).

Essa capacidade da LPF em se ligar a diferentes reguladores do Sistema Complemento
de forma que eles permanecam ativos e clivem seus respectivos substratos, além da clivagem
de diferentes proteinas, como C3 e seus fragmentos gerados apds a ativacdo do sistema,
através da secrecdo de enzimas, reduzindo a deposicdo de proteinas do Sistema Complemento
permite explicar a maior sobrevivéncia da LPF a lise mediada pelo Sistema Complemento em
relacdo a L. biflexa (Barbosa et al., 2009), que ndo possui 0s mesmos mecanismos de escape
da resposta imune do hospedeiro.

Apesar de haver estudos experimentais que empregam modelos in vivo de infeccao
com leptospiras, ha escassez de trabalhos que demonstrem a real importancia do Sistema
Complemento na leptospirose. A utilizacdo de modelos murinos que empreguem deficiéncia
de C5 e, devido a esta caracteristica tenham alteracdes desde a quimiotaxia de leucocitos para
locais de ativacdo do Sistema Complemento até mesmo uma potencial menor atividade dessas
células, pode contribuir com informacdes relevantes sobre a acdo desse sistema na infeccdo e
sobre a propria importancia da funcionalidade do Sistema Complemento na capacidade do
organismo reagir a um estimulo agressor e controlar o grau de lesdo que pode ser gerado

NESSe processo.
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Com o objetivo de entender melhor a importancia in vivo do Sistema Complemento
para o controle da infeccdo por leptospiras, propusemos o emprego de linhagens murinas que
possuam as trés vias funcionais (C57BI/6 — ou B6) ou que tenham falhas devido a auséncia de
C5 (A/J). Considerando que essas linhagens além da presenca ou auséncia de C5 tém
diferente fundo genético, utilizamos também linhagens congénicas, A.B6-Hc (A/J C5™* -
C5") e B6.A-Hc? (B6 C57 - C57), ambas desenvolvidas em nosso laboratério (Bavia et al.,

2014), para delimitar qual é o papel real dessa proteina, no controle efetivo desta infeccéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Verificar a importancia de C5 para a resposta imunoldgica de camundongos contra
leptospiras patogénicas. Para responder a esta pergunta, foram verificadas a resposta imune de
linhagens isogénicas de camundongos, uma C5 deficiente (A/J C5°) e outra C5 suficiente (B6
C5") e seus respectivos congénicos A/J C5 suficiente (A/J C5%) e C57BI/6 C5 deficiente (B6
C5), frente a infecgdo por L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm (LPF),
de forma a identificar mecanismos que poderiam ser prejudicados ou beneficiados pela
presenca ou pela auséncia de C5.

2.2 Objetivos especificos

1. Definir o melhor tempo de infeccdo e a melhor dose para o inoculo a ser utilizada;

2. Verificar se ha diferenca na capacidade de eliminar leptospiras no figado e nos rins
a partir de cultivo bacterianos desses 6rgéos;

3. Quantificar o nimero de leucdcitos circulantes no sangue periférico e determinar a
proporcao dos principais tipos celulares durante a infeccdo nas quatro linhagens;

4. Acompanhar o desenvolvimento de esplenomegalia nas linhagens B6 C5°, B6 C5,
A/JC5" e A/JC5;

5. Verificar se ocorrem alteraces nas concentracdes de enzimas hepaticas (ALT e
AST), ureia e acido urico no soro dos camundongos infectados, um indicativo de leséo
hepatica e/ou renal,

6. Quantificar a concentracdo de citocinas no soro, figado, rim e pulmédo dos
camundongos por CBA ou ELISA.

7. Determinar se ocorrem altera¢fes histopatologicas no figado, rim, pulmédo e baco

durante a infeccéo;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencdo e condigdes de cultivo de Leptospira interrogans

Bactérias patogénicas de Leptospira interrogans sorovar Kennewicki, estirpe Pomona
Fromm (LPF) foram obtidas no laboratério do Prof. Dr. Silvio de Arruda Vasconcellos, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, a partir de
extratos do figado de hamsters sirios infectados com leptospiras virulentas, sendo mantidas
em condicBes aerdbicas a 29 °C, em meio de cultura Ellinghausen McCullough Johnson and
Harris (EMJH - - BD Difco™, Franklin Lakes, New Jersey, Estados Unidos) contendo 10%
de soro de coelho (Bio Nutrientes, Barueri, S&o Paulo, Brasil), com adi¢cdo de L-asparagina
(0,015% - Inlab, Diadema, S&o Paulo, Brasil), piruvato de sodio (0,001% - Inlab), cloreto de
calcio (0,001% - Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos), cloreto de magnesio
(0,001% - Merck, Whitehouse Station, New Jersey, Estados Unidos), peptona (0,03% - BD
Difco™) e extrato de carne (0,02% - BD Difco™).

3.2 Obtencdo dos animais

Os camundongos das linhagens A/J (C57), A.B6-Hc (camundongo com fundo
genético A/J onde foi inserido o alelo funcional do gene C5 — C5"*), C57BI/6 (C5™) e
B6.A-Hc? (camundongo com fundo genético C57BI/6 onde foi inserido o alelo ndo funcional
do gene C5 — C5™). Para facilitar a identificacdo das linhagens e o entendimento do texto,
identificaremos a linhagem A/J C5” por A/J C5°, A.B6-Hc por A/J C5*, C57BI/6 por B6 C5*
e B6.A-Hc? por B6 C5". Todos os camundongos, machos com idades entre 6 e 8 semanas,
foram obtidos do Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de Imunologia,
sendo transferidos para o Biotério de Experimentacdo do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP. Os camundongos infectados e acompanhados
por 3 semanas possuiam 8 semanas de idade quando foram utilizados, enquanto os animais
empregados no modelo de 6 dias de infeccdo possuiam entre 6 e 8 semanas de idade. Também
foram utilizados hamsters sirios do laboratorio do Prof. Silvio de Arruda Vasconcelos com
idades semelhantes as dos camundongos. Todo a trabalho foi executado conforme aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais no certificado 061/10/CEUA.



40

3.2.1 Geragéao dos camundongos congénicos

Os camundongos congénicos foram gerados em nosso laboratério pela Dra. Lorena
Bavia durante o desenvolvimento de sua tese de doutorado (Bavia et al., 2014) com a nossa
participacido. Camundongos das linhagens B6 C5° (selvagem) e A/J C5 (mutante),
denominados parentais (P) foram acasalados para obtencdo da geracdo F1 hibrida que
continha ambos os alelos de C5. Os animais F1 foram ent&o cruzados com uma das linhagens
parentais, sendo a prole obtida denominada N2, onde apenas 0s animais heterozigotos foram
selecionados para futuros retrocuzamentos. A geracdo N2 foi cruzada com as respectivas
linhagens parentais gerando N3, sendo esse processo sucessivamente repetido até a geracdo
N10, quando os camundongos obtidos foram submetidos a acasalamentos entre irmédos. A
prole gerada foi selecionada pela presenca em homozigose dos alelos de C5, sendo a cdpia
selvagem fixada no fundo genético A/J (A/J C5%) e a copia com a delecio de TA no éxon 7 do
gene de C5 fixada em B6 (B6 C5) (Figura 9).

Figura 9 — Modelo de geracéo das linhagens congénicas
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Camundongos das linhagens parentais (P) A/J (C5") e B6 (C5**) foram acasalados, dando origem & geragéo F1
heterozigota. O retrocruzamento dos animais da geracdo F1 com A/J e de F1 com B6 deu origem a geragdo N2,
onde foram selecionados 0s animais heterozigotos. Esse processo foi repetido até a gera¢do N10, quando houve
cruzamento consanguineo entre irmdos para posterior selecdo dos animais homozigotos, sendo obtidas as
linhagens B6 C5 e A/J C5". Fonte: Bavia et al., 2014.
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A validagdo das linhagens A/J C5" e B6 C5 foi realizada por amplificacdo e
comparacdo de regides de microssatélites dos camundongos congénicos com 0s respectivos
parentais. A confirmacdo da presenca ou auséncia da proteina C5 nos camundongos
congénicos foi feita por meio do sequenciamento de nucleotideos da regido préxima da
extremidade 5’ do éxon 7 do gene dessa proteina, imunoprecipitagao para detec¢do de C5 no
soro e verificacdo da atividade hemolitica mediada pela via alternativa para determinar a
atividade do Sistema Complemento (Bavia et al., 2014).

3.3 Preparacéo dos indculos com LPF

Leptospiras virulentas no sétimo dia de cultivo em 22 passagem em meio EMJH foram
contadas em camara de Petroff-Hauser em microscopio optico Olympus BX51 (Olympus,
Shinjuku, Toquio, Japdo) empregando condensador de campo escuro Olympus U-DCD
(Olympus). Elas foram entdo centrifugadas a 4487 g, 20°C por 25 min, sendo 0 meio de
cultura descartado e as bactérias ressuspendidas em PBS 1x pH 7,4 (0,130 M de NaCl, 0,002
M de KCI, 0,010 M de Na,HPO, e 0,001 M de KH,PO,) na concentragdo de 2 x 10° LPF por
mL. A partir dessa suspenséo foram preparados inéculos contendo 10°, 10°, 10" e 10° LPF em
500 pL para o experimento de longo tempo de infecgdo e 107 ou 1,5 x 10® LPF com volume
final de 300 puL para o modelo de curto tempo de infeccdo. Tambem foram preparados

indculos contendo apenas PBS esteéril para ser utilizado como dose controle.

3.4 Infeccdo dos camundongos

A inoculacdo de leptospiras nos animais ocorreu por via intraperitonial. Para o modelo
de longo tempo de infeccéo inoculamos 25 A/J C5 e 25 B6 C5", sendo cinco animais de cada
linhagem por dose e outros cinco animais somente com PBS estéril. Todos 0s animais foram
eutanasiados na 3? semana da infec¢do. Para o modelo de curto tempo de infeccdo com
10" LPF inoculamos 11 A/J C5 e 12 B6 C5*, dos quais 5 A/JJ C5 e 6 B6 C5" foram
eutanasiados no 3° dia apds o inicio do experimento e o restante eutanasiado no 6° dia.
Também inoculamos 6 camundongos A/J C5 e 4 camundongos B6 C5'com PBS, que foram
eutanasiados no 6° dia do experimento. Para o experimento de curto tempo de infeccdo com
1,5 x 10® LPF, inoculamos as leptospiras em 22 camundongos A/J C5*, 19 A/J C5, 20 B6 C5*
e 22 B6 C5". Doze animais A/J C5", 10 A/J C57, 10 B6 C5" e 12 B6 C5  foram eutanasiados

no 3° dia de infeccdo, sendo o restante eutanasiados no 6° dia. Quatro camundongos A/J C5™ e
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5 animais de cada uma das outras linhagens foram inoculados com PBS estéril e eutanasiados
no 7° dia do experimento e utilizados como grupo controle.

A cada experimento foram inoculados hamsters em paralelo para confirmagdo da
viruléncia das bactérias, sendo todos acompanhados até o momento de sua morte. Para o
experimento que envolveu a utilizagdo de doses contendo diferentes quantidades de LPF foi
utilizado um hamster por dose. O experimento de infeccdo com 10” LPF utilizou somente um
hamster como controle, que foi inoculado com o mesmo numero de bactérias que o0s
camundongos. Para o experimento de infeccdo com 1,5 x 10® LPF foram utilizados dois
hamsters controle, sendo um dos animais infectado com a mesma dose de leptospiras que 0s

camundongos, enquanto o outro foi infectado com 10° LPF em uma suspens&o de 500 piL.

3.5 Eutanasia e coleta dos 6rgdos dos camundongos

Os camundongos foram previamente anestesiados com ketamina (125 mg / kg) e
xilazina (12,5 mg / kg). Apds a confirmagédo da auséncia de resposta a estimulos nas patas, 0S
animais tiveram o sangue coletado pelo plexo retro-orbital através de capilares para micro-
hematocrito heparinizados. O sangue coletado foi dividido para trés preparacdes distintas. Na
primeira, foram preparadas diluicdes do sangue em liquido de Turk (4,76 mM &cido acético,
6,25 uM azul de metileno) para contagem total de leucocitos periféricos. Na segunda
preparacdo o sangue foi coletado na presenca de EDTA 10% pH 8 para evitar sua coagulacéo,
utilizando-o para a caracterizagdo das principais populacbes leucocitarias presentes. O
restante do sangue coletado foi centrifugado a 1700 g por 15 min a 4 °C, sendo alicotado e
mantido a -80 °C para posterior mensuracdo de citocinas e realizacdo de testes para
verificacdo da funcionalidade hepatica e renal.

Apos a eutanasia dos camundongos por deslocamento cervical, foram coletados o
figado, os rins, o baco e o pulmdo. Antes da coleta do pulmédo, foi realizada a perfusdo do
6rgao com 10 mL de solucdo de NaCl 0,9% injetada intra-cardiacamente.

Para a analise histopatologica foram coletados trés I6bulos hepaticos, metade do rim
direito, o baco e duas porcbes do pulmao, sendo todos mantidos em solucdo de formalina
3,7% em PBS pH 7,4 durante 24 h, sendo entéo transferidos para uma solucédo de alcool 70%.
Amostras do figado, do rim e do pulmdo foram coletadas para deteccdo de leptospiras por
PCR, sendo o restante o restante desses Orgdos armazenados a -80 °C para dosagem de

citocinas.
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3.6 Determinacdo do crescimento do baco

O baco dos animais foi pesado durante sua extracgdo, sendo o valor obtido normalizado
em relagdo ao peso total do camundongo nesse mesmo dia, permitindo a comparacéo de sua

massa entre animais com massas diferentes.

3.7 Analises dos leucdcitos sanguineos

O sangue foi diluido 20x em liquido de Tiirk para a contagem total de leucécitos em
camara de Neubauer. Para a analise da proporcdo entre leucécitos mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) foram contadas as 100 primeiras células encontradas nas laminas,
apos extensdo sanguinea e coloracdo com o kit Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, Parana,
Brasil).

A proporcdo entre linfocitos, monocitos e PMN foi obtida marcando-se essas células
com anticorpos especificos conjugados com fluorocromos (Tabela 2 — Biolegend, San Diego,
CA) para analise em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, Estados Unidos).

Para cada 100 pL de sangue utilizamos 2 mL de tampao de lise (155 mM de NH,CI,
10 mM de NaHCO3 e 0,1 mM de EDTA) para eliminar as hemécias e incubamos por 2 min a
temperatura ambiente. Apés lavar as amostras com 1 mL de PBS com 2% de soro fetal
bovino (SFB) inativado pelo calor (56 °C por 30 min), centrifugamos a 600 g, 4 °C por 5 min
e descartamos o0 sobrenadante. Adicionamos FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Renania do Norte-Vestfalia, Alemanha) na diluicdo de 1:100 e incubamos
as amostras por 20 min a 4°C, adicionando em seguida os anticorpos (Tabela 2) na diluicdo
de 1:100 seguido por incubacdo por 30 min a 4 °C. Em seguida lavamos as amostras com
PBS-SBF 2% antes de proceder com a leitura no citbmetro de fluxo. A analise dos dados foi

feita pelo software FlowJo (Treestar, Ashland, Oregon, Estados Unidos).
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Tabela 2 — Células marcadas e anticorpos utilizados para sua deteccgao

Tipo celular Fendtipo Anticorpos anti- Fluorocromo

Monodcitos CD11b" CD11b APC
Linfocitos B CD19" CD19 FITC

o + CD4" CD4 APC-Cy7
Linfécitos T CD8 cDs’ CD8 E—
o g CcD8* CD8 PercP

Linfocitos T CD8" ativados CD25" CD25 PE-Cy7

o . CcD4* CD4 APC-Cy7
Linfécitos T CD4 cD8 cD8 PercP

o o CD4* CD4 APC-Cy7

Linfocitos T CD4" ativados CD25" CD25 PE-Cy7

Neutroéfilos ly6g” ly6g PE

APC: aloficocianina; FITC: isotiocianato de fluoresceina; APC-Cy7: conjugado de aloficocianina e corante de
cianina; PercP: Complexo protéico peridinina-clorofila; PE: R-ficoeritrina; PE-Cy7: conjugado de R-ficoeritrina
e corante de cianina.

3.8 Estudo das funcdes hepatica e renal

Para a mensuracdo indireta da integridade hepética foram dosadas as concentragdes
séricas das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Para
verificar a funcionalidade renal foram dosadas as concentracdes de ureia e acido Urico no soro
dos camundongos. Os kits utilizados nestes ensaios foram fornecidos pela Bioclin Quibasa
(Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e, por serem destinados a amostras de pacientes
humanos, foram adaptados para volumes menores, sendo utilizado o Biocontrol N (Bioclin
Quibasa) como controle positivo das reacdes.

Foram utilizados 12,5 puL de soro para a dosagem de ALT, 25 uL para AST, 5 uL para

ureia e 12,5 pL para acido turico.

3.9 Homogeneizacao hepatica

Para a homogeneizacdo do figado, rim e pulmédo, foi utilizado um tampéo de lise (50
mM de Tris-HCI pH 7,4, 1% de Nonidet P-40 (Roche, Indianapolis, Indiana, Estados Unidos),
0,25% de CyH3zgNaO4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 comprimido de Cocktail
Inhibitor Complete Roche (Roche) para cada 50 mL de soluc¢do, 17,5 pg / mL de aprotinina, 5
pg / mL de bestatina, 10 pg / mL de leupeptina, 1 mM de NazVO, e 10 mM de NasP,07) na
proporcao de 0,5 mL de solucdo para cada 0,1 g do tecido, a fim de evitar a degradacéo

proteolitica espontanea.
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3.10 Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas foi realizada a partir de kits comerciais da BD Bioscience.
Para as amostras de figado, rim e pulmdo foram utilizados sets de ELISA para TNF, IL-1p,
IL-6, IL-10, subunidade p40 de 1L-12 (IL-12p40) e I1L-12p70. As amostras foram diluidas em
proporc¢des variaveis entre 1:50 e 1:1000 de acordo com o kit e 0 6rgédo utilizados, permitindo
a leitura correta da concentragéo de citocina. Os valores obtidos foram normalizados segundo
a concentracdo total de proteinas no tecido, determinada pelo reagente Bio-Rad Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad S.A., Hercules, California, Estados Unidos).

A concentragdo de citocinas no soro foi realizada com o kit CBA inflammation (BD
Bioscience) sendo determinadas as concentragcfes de IFN-y, MCP-1, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-

12p70 de acordo com o protocolo fornecido pela fabricante.

3.11 Analise histopatoldgica do figado, rim, pulmé&o e baco

Os orgédos coletados para analise histopatoldgica foram mantidos em solucdo de
formalina 4% por 24h, sendo entdo transferidos para etanol 70% até serem processados pelo
Laboratorio de Histotecnologia do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP. Foram preparadas laminas com cortes de 5 um coradas em hematoxilina-
eosina (HE) para analise histopatologica e laminas para execucdo de reacdo de imuno-
histoquimica (IH) para deteccdo de LPF com amostras dos 6rgaos de cada animal (subitem
3.14).

A analise histopatoldgica foi realizada em colaboracdo pelo Prof. Dr. Thales de Brito,
do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da USP. Os cortes histoldgicos
dos camundongos foram primeiramente observados para a deteccdo das alteracdes
desencadeadas pela infeccdo. Apos essa etapa, cada animal foi avaliado de acordo com as
alteracdes que apresentavam, sendo dadas as seguintes pontuacbes: 0 a 4 para o figado
(Tabela 3), 0 a 2 para o pulmdo e 0 a 3 para 0 baco (Tabela 4). Devido a falta de lesGes

renais, ndo houve classificacdo deste 6rgdo neste trabalho.
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Tabela 3 — Critérios para classificacdo histopatoldgica das alteracfes hepaticas no figado de
animais infectados com 1,5 x 10° LPF

Lesdo observada Grau de leséo
Hipercelularidade sinusoidal + infiltrados leucocitarios 1
Presenca de células mitdticas 1
Destrabeculacdo dos hepatdcitos 1
Presenca de necrose celular 1

Figado: Cada alteracdo observada adicionou 1 ponto na escala de lesdo hepatica. Animais que apresentaram
apenas uma das alteracOes citadas foram classificados com lesdo 1. Animais que apresentaram duas das lesdes
citadas foram classificados com lesdo 2. Animais que apresentaram trés das lesdes citadas foram classificados
com lesdo 3. Animais que apresentaram as quatro lesfes citadas foram classificados com leséo 4.

Tabela 4 — Critérios para classificacdo histopatolégica das alteraces pulmonares e esplénicas
em animais infectados com 1,5 x 10® LPF

Orgéo Lesbes observadas Escala de leséo
Pulmao Pneumonite Intergticial (P1) nodular 1
Pl difusa 2
Hiperplasia perifolicular 1
Baco Hiperplasia centrofolicular 2
Hiperplasia mixta 3

Pulm&o: Animais que apresentaram focos isolados de pneumonite intersticial foram classificados na escala de
lesdo 1. Animais com pneumonite intersticial difusa no pulméao foram classificados na escala de lesdo 2.

Baco: Animais com hiperplasia perifolicular foram classificados na escala 1. Animais com hiperplasia
centrofolicular foram classificados na escala 2. Animais com hiperplasia centro e perifolicular foram
classificados na escala 3.

3.12 Detecc¢édo de LPF por imuno-histoquimica

Para a IH, os cortes histologicos foram desparafinizadas em xilol a 56 °C por 30 min,
reidratados ap0s passagens em solucdes de etanol absoluto seguidas por etanol 95% e agua
destilada e incubados em solucdo Dako target retrieval solution (Dako, Carpinteria,
California, Estados Unidos) a 95 °C por 30 min. O material foi resfriado a temperatura
ambiente, lavado em agua corrente e agua destilada e tratado com dois banhos de 10 min com
peréxido de hidrogénio 10 volumes (Vic Pharma Industria e Comércio Ltda, Taquaritinga,
Séo Paulo, Brasil) para bloqueio da atividade de peroxidases presentes nos tecidos analisados.
Esse processo foi sucedido por nova lavagem dos cortes histoldégicos em agua corrente e agua
destilada e bloqueio com PBS 0,01 M (Concentracdo dos sais) com 6% de leite em p6 (Nestlé
Brasil Ltda, Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil).

Para marcacdo das leptospiras nos tecidos analisados, as laminas foram incubadas por

18 h a 4 °C com anticorpo anti-leptospira produzido em coelho cedido pelo laboratério do



47

Prof. Dr. Thales de Brito. Este anticorpo foi utilizado na propor¢do 1 : 19.000, sendo diluido
em solucdo PBS com 1% de BSA. Apos 3 lavagens de 5 min em PBS, as laminas foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente com o anticorpo secundario EnVision+ System-
HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (Dako) de acordo com as instrugdes fornecidas pela
fabricante, lavadas novamente 3 vezes com PBS e reveladas em solucdo de PBS com 0,00166
M de 3,3’-Diaminobenzidina tetrahidrocloreto hidrato (DAB — Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos) e 2% de per6xido de hidrogénio 10 volumes (Vic Pharma IndUstria
e Comércio Ltda) por 5 min, sendo entdo coradas por 1 min em hematoxilina.

A anélise da marcacdo por IH também foi realizada em colaboragcdo com o Prof°® Dr.
Thales de Brito, sendo o figado e o baco observados para diferenciar a intensidade de
particulas de leptospira no organismo dos camundongos.

3.13 Recuperacao de bactérias viaveis do figado e rim

Apos eutanasia dos camundongos infectados por leptospiras, uma por¢do do rim
direito e um l6bulo do figado foram coletados, e mantidos em solu¢do de NaCl 0,9% até
serem macerados. O sobrenadante coletado foi aplicado em meio de cultura semi-solido e,
apos cinco semanas, a presenca de leptospiras foi analisada por microscopia éptica com

condensador de campo escuro.

3.14 Andlise estatistica

Os resultados foram representados em graficos com a média e o erro padrdo de cada
grupo. No modelo de trés semanas de infeccdo, os resultados foram submetidos ao teste
estatistico ANOVA one-way ndo paramétrico Kruskal-Wallis para cada linhagem (A/J C5 e
B6 C5") separadamente, sendo utilizado o teste secundario de Dunns para encontrar as
diferencas entre os diferentes tratamentos utilizados.

A anélise do modelo de infeccdo de seis dias com 10" LPF foi realizada pelo teste
ANOVA two-way com o teste secundario de Tukey, sendo comparadas as diferencas entre 0s
tempos de infecgdo e entre as linhagens A/J C5 e B6 C5".

Para 0 modelo de infeccdo de seis dias com 1,5 x 10® LPF envolvendo o uso das
linhagens A/J C5%, A/J C57, B6 C5" e B6 C5 foi utilizado o teste ANOVA three-way com
teste secundario de Tukey.

Em todas as analises foi adotado nivel de significancia de pelo menos 5%.
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4 RESULTADOS

Nas nossas tentativas iniciais de padronizacdo do modelo de infec¢do in vivo
empregamos camundongos A/J C5 e B6 C5".

4.1 Resultados do modelo de infecc¢do por trés semanas
4.1.1 Recuperacao de leptospiras no figado e no rim

O cultivo das amostras de figado e rim indicou que a maioria dos camundongos,
independente da linhagem foi capaz de controlar a infec¢do e eliminar LPF desses 6rgéos,
sendo detectada a presenca de microorganismos em amostras de figado e rim de poucos
animais de ambas as linhagens (Tabela 5), com exce¢do do grupo A/J C5 infectado com
10° LPF, onde foram detectadas LPF em amostras de figado de quatro camundongos e

amostras de rim de dois animais.

Tabela 5 — Deteccao de leptospiras no figado e no rim de camundongos infectados com LPF

Tratamento AlJ C5 B6 C5"
Figado Rim Figado Rim
PBS 0/5 0/5 0/5 0/5
10% LPF 4/5 2/5 0/5 0/5
10° LPF 1/5 2/5 0/5 1/5
10" LPF 2/5 1/5 2/5 0/5
10° LPF 0/5 1/5 1/5 0/5

Numero de camundongos A/J C5 e B6 C5" inoculados com PBS (n=5), 10° (n=5), 10° (n=>5), 10" (n=>5) ou 10°
(n=5) LPF onde foram encontradas LPF vivas em culturas do figado e do rim apds trés semanas de infeccéo.

4.1.2 Quantificacdo de leucocitos periféricos

A contagem de leucdcitos totais no sangue periférico indicou que ndo ha alteracdo na
quantidade dessas células em nenhuma das linhagens apds trés semanas de infeccdo (Figura
10A). Independentemente da dose aplicada, os grupos de animais infectados com LPF
possuem quantidades similares de leucdcitos sanguineos em relacdo aos controles inoculados
com PBS.

Contudo, a proporcdo entre células MN e PMN foi alterada, havendo aumento da
porcentagem de PMN em ambas as linhagens (Figura 10). A linhagem B6 C5* apresentou

aumento da proporcao de células PMN apenas quando inoculada com 10° LPF (Figura 10B).
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Para camundongos A/J C5" a alteracdo ocorreu apenas quando os animais foram injetados
com 10° LPF (Figura 10C).

Figura 10 — Quantificacdo de leucocitos na circulagio periférica de camundongos B6 C5" e
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Numero total de leucécitos presentes no sangue (A) e proporcéo de células MN e PMN na linhagem A/J C5™ (B)
e B6 C5" (C) trés semanas ap6s os animais terem sido inoculados com PBS (n=5), 10° (n=5), 10° (n=>5), 10’
(n=5) ou 10° (n=5) LPF. *p<0,05; **p<0,01

4.1.3 Analise de funcéo hepatica

As transaminases ALT e AST sdo responsaveis pela transferéncia do grupo amino
entre os aminoacidos alanina e aspartato, respectivamente, ¢ a molécula de a-cetoglutarato,
sendo importantes no processo de elimina¢do do grupo amino do organismo através da
producdo de ureia (Nelson, Cox, 2004) sendo encontradas em grande quantidade nos
hepatocitos, células responsaveis pela producdo de ureia que serd posteriormente eliminada
através da urina. A lesdo de hepatdcitos ocasiona a elevacdo dos niveis séricos de ALT e

AST, de forma que concentragdes altas dessas enzimas no soro podem sugerir lesdes
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hepéticas no organismo. A anélise dessas transaminases ndo evidenciou nenhuma alteracéo
significativa das concentracdes decorrente da infeccdo com LPF, ndo havendo indicagdo de
lesdo hepética nos animais, embora seja possivel observar um aumento discreto dos niveis de
ALT para ambas as linhagens e de AST para A/J C5 (Figura 11A e B) conforme aumenta o

namero de bactérias injetadas.

Figura 11 — Avaliacdo da funcéo hepatica de camundongos infectados com LPF
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Concentragdo das enzimas hepaticas ALT (A) e AST (B) nos soros de camundongos das linhagens B6 C5" e

A/J C5 trés semanas apds terem sido inoculados com PBS (n=5), 10° (n=5), 10° (n=5), 10’ (n=>5) ou 10° (n=5)
LPF.

4.1.4 Dosagem de citocinas

N&o foram encontradas alteragdes nas concentracdes hepaticas das citocinas TNF,
IL-1B, IL-6, IL-10, 1L-12p40 e IL-12p70 apos trés semanas de infeccdo, sendo 0s niveis
encontrados no figado dos camundongos infectados semelhantes entre si e em relacdo aos

animais controle (Figura 12).
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Figura 12 — Concentracdo de citocinas no figado dos camundongos infectados com LPF
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Concentracdo das citocinas TNF (A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-12(p40) (E) e IL-12(p70) (F) no figado
de camundongos das linhagens B6 C5* e A/J C5 trés semanas ap6s terem sido inoculados com PBS (n=5), 10°
(n=5), 10° (n=5), 10" (n=5) ou 10° (n=5) LPF. Os valores representam a quantidade de citocina em relagio ao
total de proteina presente na amostra do figado que foi coletada.
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4.2 Resultados do modelo de infecco por seis dias com 10" LPF
4.2.1 Recuperacao de leptospiras no figado e no rim

A andlise das amostras de figado e rim mostrou que a maioria dos camundongos de
ambas as linhagens foi capaz de controlar a infeccéo, de forma que foram detectadas bactérias
em poucas amostras de rim e de figado ap6s a infeccdo (Tabela 6).

Tabela 6 — Detecgdo de leptospiras no figado e no rim de camundongos infectados com

10" LPF
Tratamento A/J C5 B6 C5"
Figado Rim Figado Rim
PBS 0/4 0/4 0/6 0/6
3° Dia 0/5 3/5 2/6 6/6
6° Dia 1/6 1/6 0/6 0/6

Numero de camundongos A/J C5 (PBS n = 4; 3° dian = 6; 6° dian =6) e B6 C5" (PBS n = 6; 3° dian =5; 6°
dia n = 6) infectados com 10’ bactérias identificados com LPF vivas no figado e nos rins apds 3 ou 6 dias de
infeccdo.

4.2.2 Contagem de leucdcitos circulantes

O namero de leucocitos presentes na circulagdo periférica foi significativamente maior
no 3° dia da infeccdo nos camundongos A/J C5" em relacéo ao grupo controle, permanecendo
elevado até o 6° dia, enquanto o nimero de leucdcitos dos camundongos B6 C5" permaneceu
inalterado durante todo o experimento (Figura 13A). Inicialmente diferente entre as
linhagens, o nimero de leucdcitos circulantes tornou-se semelhante entre A/J C5 e B6 C5*
durante a infeccdo (Figura 13A).

Ambas as linhagens apresentaram variacdes semelhantes da proporcao de células MN
e PMN, sendo notado o aumento porcentual de células MN no 3° dia da infec¢do em relacao
aos animais inoculados por PBS seguido pelo retorno aos valores basais no 6° dia (Figura
13).
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Figura 13 — Quantificacdo de leucocitos na circulagio periférica de camundongos B6 C5" e
A/J C5 infectados com 10 LPF
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Namero total de leucocitos (A) e a porcentagem de células MN (mononuclear) e PMN (polimorfonuclear)
presentes na circulacdo periférica de camundongos A/J C5™ (PBS n = 4; 3° dian = 6; 6° dian = 6) e B6 C5* (PBS
n =6; 3° dian = 5; 6° dia n = 6) infectados com 10’ LPF. * corresponde a p < 0,05.

4.2.3 Fung0es hepatica e renal

N&o houve alteracdo significativa nos niveis séricos das enzimas ALT e AST apds
inoculacdo de 10" LPF em nenhuma das linhagens, independente do tempo de tratamento
(Figura 14A e B).

Figura 14 — Avaliagdo da funcéo hepatica de camundongos infectados com 10’ LPF
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Concentracdo das enzimas hepaticas ALT (alanina aminotransferase - A) e AST (aspartato aminotransferase - B)
de camundongos A/J C5 (PBS n = 4; 3° dian =6; 6° dian = 6) e B6 C5" (PBS n = 6; 3° dian = 5; 6° dian = 6)
infectados com 10 LPF.
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As dosagens de ureia (Figura 15A) e &cido urico (Figura 15B) indicaram que a
concentracdo desses metabolitos permanece constante no soro dos camundongos durante a
infeccdo. Foram detectadas diferencas significativas nos niveis de ureia entre A/J C5 e
B6 C5' no 3° e no 6° dia de infecgAo.

Figura 15 — Avaliacdo da funcéo renal de camundongos infectados com 10" LPF
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Concentracdo dos metabdlitos ureia (A) e &cido Urico (B) de camundongos A/J C5™ (PBS n = 4; 3° dian = 6;
6° dian = 6) e B6 C5" (PBS n = 6; 3° dian = 5; 6° dia n = 6) infectados com 10’ LPF. * corresponde & p< 0,05.
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4.3 Resultados do modelo de infec¢o de seis dias com 1,5 x 10® LPF
4.3.1 Quantificacdo de leucdcitos na circulacao periférica

O numero de leucécitos periféricos nos camundongos A/J e B6 variou ao longo da
infeccdo independentemente de C5 (Figura 16A). Camundongos da linhagem A/J do grupo
controle possuem maior nimero de leucécitos na circulacdo que os animais B6, havendo
reducdo desta quantidade no terceiro dia de infec¢do, quando ambas as linhagens apresentam
valores semelhantes, seguida pelo restabelecimento da quantidade inicial no sexto dia de
infecgdo, quando a quantidade de células na circulagdo volta a diferir entre A/J e B6. O
nimero de leucdcitos na circulacdo periférica da linhagem B6 permanece constante até o
terceiro dia de infecgdo, havendo reducdo no niamero dessas células no sexto dia em relacéo
aos valores encontrados no terceiro dia de infecgdo. Nao foram detectadas diferencas entre 0s
animais C5" e C5” considerando o fundo genético dos animais.

Curiosamente, a porcentagem de neutréfilos diminui durante a infeccéo, observada na
linhagem B6 no terceiro dia e em camundongos A/J no sexto dia, resultando em uma
diferenca entre A/J e B6 apenas no terceiro dia, em um processo que aparenta ser
independente de C5 (Figura 16B).

A porcentagem de mondcitos na circulacdo é semelhante em todas as linhagens e é
influenciada pela infeccdo, aumentando no terceiro dia e retornando aos valores iniciais no
sexto dia da infeccdo (Figura 16C). Esta variacdo € independente de C5.

Embora a presenca ou a auséncia de C5 no organismo ndo tenha influenciado os
parametros anteriores, esta proteina junto com o fundo genético de cada linhagem se mostrou
importante para as alteracGes nas propor¢des de linfocitos B e T. O terceiro dia de infeccdo
mostra um aumento significativo da porcentagem de linfécitos B sucedido pelo seu retorno
aos niveis basais no sexto dia apenas em camundongos B6 C5 (Figura 17). O fundo genético
das linhagens também parece influenciar esse parametro, tendo sido encontradas diferencas
entre a porcentagem de linfocitos B entre camundongos B6 C5* e A/J C5" no terceiro e no
sexto dia de infeccdo (Figura 17). Entretanto, tais diferencas ndo foram significativas quando
analisamos unicamente quanto a presenca de C5, isto é B6 C5" versus B6 C5 ou A/J C5°
versus A/J C5'.
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Figura 16 — Contagem de leucécitos presentes na circulagao periférica de camundongos A/J e
B6 infectados com 1,5 x 10® LPF
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Numero total de leucdcitos presentes na circulacdo periférica (A, quantificacdo por microscopia Optica),
neutréfilos (B) e mondcitos (C) em camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF (anélise por citometria de
fluxo). (A) Nimero de células por mL em camundongos A/J C5" (PBS n = 5; 3° dia n = 12; 6° dian = 9), A/J
C5 (PBSn=4;3°dian=10; 6° dian=9), B6 C5" (PBS n=25;3°dian=10;6°dian=10)e B6 C5 (PBS
n = 5; 3° dia n = 11; 6° dia n = 10). (B) Porcentagem de neutrdfilos. (C) Porcentagem de mondcitos. B e C
correspondem a camundongos A/J C5" (PBS n = 4; 3° dia n = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS n = 4; 3° dia
n = 10; 6° dian =9), B6 C5" (PBS n =5; 3° dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5" (PBSn=5; 3°dian=12; 6°
dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de
infeccdo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenca entre linhagens, independente de C5. As
diferencas correspondem a p < 0,05.
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Figura 17 — Porcentagem de linfécitos B na circulacdo periférica de camundongos infectados
com 1,5 x 10° LPF

80
60

40

Linfocitos B %

20

AlJ C5* Al) C5 B6 C5° B6 C5°
[ PBS mH 3°Dia WM 6° Dia

Porcentagem de linfécitos B presentes na circulacio periférica de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF
(analise por citometria de fluxo). Porcentagem de linfocitos B em camundongos A/J C5" (PBS n = 4; 3° dia
n=12;6°dian=9), A/JJC5 (PBSn =4; 3°dian=10;6°dian=9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dian = 10; 6° dia
n =10) e B6 C5 (PBS n =5; 3° dia n = 12; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras
cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infeccdo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia;
c: diferenca entre linhagens, independente de C5. As diferencas correspondem a p < 0,05.

Camundongos A/J apresentam elevacdo da porcentagem de linfocitos T CD4" no
terceiro dia de infeccdo independentemente de C5, possuindo maior proporcdo desse tipo
celular que os animais da linhagem B6 nesse periodo, o que é revertido no sexto dia de
infeccdo, quando reduz a proporgéo de linfocitos T CD4" em A/J e aumenta na linhagem B8,
independentemente de C5 (Figura 18). A linhagem B6 C5™ possui inicialmente uma menor
porcentagem de linfocitos T CD4" que os animais B6 C5°, o que se mantém durante a
infeccdo (Figura 18).

A porcentagem de linfocitos T CD4"CD25" (linfocitos T CD4" ativados) variou entre
os animais A/J infectados e os inoculados com PBS, sendo detectada diferenca significativa
apenas no grupo de B6 C5" eutanasiado no sexto dia e seu controle (Figura 18B). Também
foram encontradas diferencas entre os animais infectados e eutanasiados no sexto dia de
infeccdo em relacéo aos eutanasiados no terceiro dia na linhagem A/J C5° e nos camundongos

com fundo genético B6, independentemente da presenca de C5 (Figura 18B).
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Figura 18 — Porcentagem de linfocitos T CD4" e linfocitos T CD4"CD25" na circulagdo de
camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF
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Porcentagem de linfocitos T CD4" (A) e linfocitos T CD4'CD25" (B) presentes na circulagdo periférica de
camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF (anélise por citometria de fluxo). A e B correspondem
respectivamente as porcentagens de linfocitos T CD4" e linfocitos T CD4*CD25" em camundongos A/J C5°
(PBS n = 4; 3° dian=12; 6° dian =9), A/JJ C5 (PBS n = 4; 3° dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5;
3°dian=10; 6° dian =10) e B6 C5 (PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao
grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infecgdo. a: diferente do PBS; b: diferente do
terceiro dia; c:diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferencas entre C5" e C5 no mesmo fundo
genético. As diferencas correspondem a p < 0,05.

Camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou no 6° dia de infeccdo e camundongos
B6 C5 infectados com 1,5 x 10® LPF possuem menores porcentagens de linfocitos T CD8"
circulantes que os respectivos grupos de camundongos C5" (Figura 19A). A linhagem B6
apresenta queda na proporcdo de linfocitos T CD8" circulantes no terceiro dia de infecgdo
seguido pelo restabelecimento dos valores iniciais no sexto dia, enquanto A/J tem reducédo na
porcentagem dessas células na circulacdo apenas no sexto dia de infeccdo. Essa combinacéo
de resultados faz com que ambas as linhagens, de forma independente de C5, tenham
diferenca da porcentagem de linfocitos T CD8™ no terceiro e no sexto dia de infecgdo (Figura
19A).
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A porcentagem de linfocitos T CD8"CD25" (linfocitos T CD8" ativados) na circulagdo
tende a reduzir durante a infecgéo, ocorrendo mais rapidamente nos animais deficientes de C5
(Figura 19B). Essa diferenga de tempo resulta na diferenca da porcentagem de linfocitos T
CD8" ativados entre animais C5" e C5™ no terceiro dia de infecg&o.

Figura 19 — Porcentagem de linfocitos T CD8" e linfocitos T CD8'CD25" na circulagdo de
camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF
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Porcentagem de linfocitos T CD8* (A) e linfacitos T CD8'CD25" (B) presentes na circulagdo periférica de
camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF (anélise por citometria de fluxo). A e B correspondem
respectivamente as porcentagens de linfocitos T CD8" e linfocitos T CD8"CD25" em camundongos A/J C5°
(PBS n = 4; 3° dian=12; 6° dian = 9), A/JJ C5 (PBS n = 4; 3° dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5;
3°dian=10; 6° dian =10) e B6 C5 (PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao
grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infec¢do. a: diferente do PBS; b: diferente do
terceiro dia; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferencas entre C5" ¢ C5" no mesmo fundo
genético. As diferencas correspondem a p < 0,05.

4.3.2 Desenvolvimento de esplenomegalia

Sabendo que a leptospira é bastante encontrada na circulacdo no inicio da infec¢ao,

acompanhamos o desenvolvimento de esplenomegalia nos camundongos infectados com LPF
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(Figura 20). Nossos resultados mostraram aumento da massa proporcional do bago em
relacdo a massa do organismo em todas as linhagens. Esse crescimento foi mais intenso nos
camundongos B6 no terceiro dia de infec¢do, com regressdo da massa do bago no sexto dia
(Figura 20). A linhagem A/J teve um crescimento do bago menos intenso, mas que se
manteve até o sexto dia da infeccdo (Figura 20). Essas varia¢des foram sempre independentes
de C5.

Figura 20 — Desenvolvimento de esplenomegalia devido & infeccdo com 1,5 x 10° LPF
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Foi calculada a massa proporcional do baco em relacdo & massa de cada camundongo infectado com
1,5 x 10® LPF no momento de eutanasia. A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS n = 4;
3° dian =10; 6° dian=9), B6 C5" (PBSn =5; 3°dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n=5; 3° dian = 12;
6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de
infeccdo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c:diferenca entre linhagens, independente de C5. As
diferencas correspondem a p < 0,05.

4.3.3 Analise das funcdes hepatica e renal

A linhagem B6 ndo apresenta variacdo significativa dos niveis de ALT devido a
infeccdo, sendo esse efeito observado tanto em animais C5* quanto em C5  (Figura 21).
Contudo, houve aumento significativo da concentracdo sérica de ALT na linhagem A/J
independente da presenca ou da auséncia de C5 e de AST nos camundongos A/J C5° no
terceiro dia de infeccdo, sugerindo dano hepéatico nesses animais (Figura 21A e B). A
linhagem congénica B6 C5™ apresentou reducdo dos niveis séricos de AST no sexto dia em
relacdo ao terceiro dia de infeccdo, embora as concentracfes dessa enzima tenham

permanecido semelhantes ao observado nos animais controle (Figura 21B).
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Figura 21 — Avaliacdo da funcéo hepatica de camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF
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As concentragOes séricas de ALT (A) e AST (B) foram utilizadas como indicadores indiretos da integridade
hepética de camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF. (A e B) A/J C5* (PBS n = 5; 3° dia n = 12; 6° dia
n=29), AlJC5 (PBSn=4;3°dian=10;6°dian=9), B6 C5" (PBSn=5;3°dian=10; 6°dian=9) e B6 C5
(PBS n = 5; 3° dian = 11; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e
barras pretas ao 6° dia de infeccfo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenca entre linhagens,
independente de C5. As diferencas correspondem a p < 0,05.

Embora camundongos B6 possuam maiores niveis de ureia no soro que camundongos
AJJ, o comportamento desse parametro foi igual em todas as linhagens, havendo reducdo da
sua concentracdo no terceiro dia seguido pela recuperacdo parcial das concentracdes iniciais
no sexto dia (Figura 22A). Também ndo houve diferenca devido ao animal ser C5 normal ou
C5 deficiente.

A concentracdo de acido urico ndo foi afetada pela presenca ou auséncia de C5 nos
camundongos, mas teve comportamento distinto entre as linhagens A/J e B6 (Figura 22B).
Camundongos B6 tiveram niveis aumentados no sexto dia de infeccdo, enquanto
camundongos A/J apresentaram queda da concentracdo desse parametro no sexto dia em

relacéo ao terceiro dia.
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Figura 22 — Avaliacdo da funcéo renal de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF
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As concentragdes séricas de ureia (A) e &cido urico (B) foram utilizadas como indicadores de funcdo renal de
camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF. (A e B) A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5
(PBS n = 4; 3°dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5;
3° dian =11; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas
a0 6° dia de infeccdo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenca entre linhagens, independente
de C5. As diferencas correspondem a p < 0,05.

4.3.4 Concentragdo de citocinas no soro durante infeccdo com 1,5 x 10° LPF

As concentracdes de TNF-a, IFN-y e IL-6 (Figura 23A-C) estdo, independentemente
de C5, elevadas na linhagem A/J apenas no terceiro dia da infeccdo, sendo maiores que oS
valores obtidos nos animais controle, animais infectados eutanasiados nos sexto dia e
camundongos B6, onde as concentracdes dessas citocinas permanecem constantes. A presenga
de C5 ndo influenciou a expressdo dessas citocinas no soro durante a infeccdo em nenhuma
das linhagens empregadas.

Os niveis séricos de IL-10, MCP-1 e IL-12p70 (Figura 24A-C) foram indetectaveis na

maior parte das amostras, ndo sendo possivel analisar estatisticamente as diferencas durante a
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infeccdo. No entanto, ndo existem diferengas significativas nos niveis dessas citocinas entre

0s grupos onde elas puderam ser detectadas.

Figura 23 — Concentracdo de citocinas no soro de camundongos infectados com

1,5 x 108 LPF
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Variacdo das concentracdes de citocinas préoinflamatdrias no soro de camundongos infectados com 1,5 x 10°
LPF. (A) TNF-a. (B) IFN-y. (C) IL-6. A/JJ C5" (PBS n = 3; 3° dian = 5; 6° dian = 5), A/JJ C5 (PBS n = 3; 3° dia
n=>5;6°dian=25),B6C5 (PBSn=3;3°dian=5;6°dian=5)eB6C5 (PBSn=3;3°dian=5; 6°dia
n = 5). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infeccao.
a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenga entre linhagens, independente de C5; nd: ndo
detectado. As diferencas correspondem a p < 0,05.



Figura 24 — Concentragdo de citocinas no
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soro de camundongos infectados com

1,5 x 10% LPF
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Variacdo das concentragBes de citocinas prdé e anti-inflamatdrias no soro de camundongos infectados com
1,5 x 10® LPF. (A) IL-10. (B) MCP-1. (C) 1L-12p70. A/JJ C5* (PBS n = 3; 3° dia n = 5; 6° dia n = 5), A/J C5°
(PBSn=3;3°dian=5;6°dian=5),B6 C5" (PBSn=3;3°dian=5;6°dian=5)eB6C5 (PBSn=3;
3° dia n = 5; 6° dia n = 5). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao

6° dia de infec¢do. nd: ndo detectado.
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4.3.5 Concentracéo de citocinas no figado durante infeccdo com 1,5 x 10% LPF

A auséncia da proteina C5 causou varia¢des nos niveis de 1L-10 (Figura 25C), IL-1p,
IL-12p40 e IL-12p70 (Figura 26A-C) no 6° dia de infecgdo, as quais estavam em menor
concentracdo no figado dos animais C5 deficientes, independente do fundo genético.

Camundongos B6 apresentam maiores concentracdes hepéaticas de IL-6 e TNF e
menores concentragdes de IL-12p70 que camundongos A/J, independentemente de C5 e da
infecgdo (Figura 25A e B), enquanto camundongos B6 C5  apresentam maiores niveis de
IL-10 e IL-12p40 que camundongos A/J C5° (Figura 25C). Também foi observada a reducéo
dos niveis de IL-6 a partir do 3° dia de infeccdo em todos os grupos analisados, quando
comparados com o controle PBS (Figura 25B) e de IL-153 e IL-12p40 no 6° dia de infeccdo
apenas nos camundongos C5 deficientes (Figura 26A-C), também quando comparados aos

respectivos grupos controle, independentemente da linhagem.
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Figura 25 — Concentracdo de TNF, IL-6 e IL-10 no figado de camundongos infectados com
1,5 x 10° LPF
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Variacdo das concentragBes de citocinas pré e anti-inflamatorias no figado de camundongos infectados com
1,5 x 10® LPF. (A) TNF. (B) IL-6. (C) IL-10. A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS
n =4; 3° dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dia n = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dia
n = 12; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6°
dia de infeccdo. a: diferente do PBS; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferencas entre C5" e
C5 no mesmo fundo genético. As diferencas correspondem a p < 0,05.
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Figura 26 — Concentracdo de IL-1p, IL-12p40 e IL-12p70 no figado de camundongos
infectados com 1,5 x 10° LPF
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Variagdo das concentracdes de citocinas no figado de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF. (A) IL-1p.
(B) IL-12p40. (C) IL-12p70. A/J C5* (PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dian =9), A/JJ C5 (PBSn = 4; 3° dian = 10;
6° dian =9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 10).
Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infeccdo.

a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferengas
entre C5" e C5 no mesmo fundo genético. As diferengas correspondem a p < 0,05.

4.3.6 Concentragao de citocinas no rim durante infeccdo com 1,5 x 10° LPF

Foram observadas diferencas significativas entre animais C5" e C5™ nas concentragdes
de TNF e IL-6 (Figura 27A e B) independente da linhagem, e de IL-10 (Figura 27C),
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IL-12p40 e 1L-12p70 (Figura 28B e C) entre animais B6 C5" e B6 C5. Camundongos
AJJ C5 possuem maiores concentracdes de TNF e IL-6 que A/J C5" (Figura 27A e B),
enquanto animais B6 C5™ possuem sempre menores niveis de citocinas, com excecao de IL-

1B, que animais B6 C5" (Figuras 27 e 28).

Figura 27 — Concentragdo de TNF, IL-6 e IL-10 no rim de camundongos infectados com
1,5 x 10% LPF
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Variacdo das concentracBes de citocinas pro e anti-inflamatdrias no rim de camundongos infectados com
1,5 x 10® LPF. (A) TNF. (B) IL-6. (C) IL-10. A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS
n =4; 3° dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dia n = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dia
n = 11; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6°
dia de infeccdo. a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferencga entre linhagens, independente de
C5; d: diferencas entre C5* e C5 no mesmo fundo genético. As diferencas correspondem a p < 0,05.
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Figura 28 — Concentracdo de IL-1p, IL-12p40 e 1L-12p70 no rim de camundongos infectados
com 1,5 x 10° LPF
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Variagdo das concentracdes de citocinas no rim de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF. (A) IL-1p.
(B) IL-12p40. (C) IL-12p70. A/J C5* (PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dian =9), A/JJ C5 (PBSn = 4; 3° dian = 10;
6° dian =9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dian = 11; 6° dian = 10).
Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infeccdo.

a: diferente do PBS; b: diferente do terceiro dia; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferengas
entre C5" e C5 no mesmo fundo genético. As diferengas correspondem a p < 0,05.

Camundongos B6 C5" possuem maiores concentrages de IL-6 e TNF que A/J C5*
(Figura 27A e B), enquanto a linhagem B6 C5™ apresenta niveis reduzidos de IL-6, IL-10 e
IL-12p40 em relacdo a A/J C5° (Figuras 27A-B e 28B, respectivamente), independentemente

do tempo de infeccdo. Ha uma tendéncia de reducdo na concentragdo de citocinas no rim dos
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camundongos infectados com leptospiras, sendo observado nos animais infectados menores
niveis de IL-6, independente de C5 e do fundo genético (Figura 27B), de IL-1p em A/J C5" e
em camundongos B6 independente de C5 (Figura 28A), 1L-12p40 em B6, independente de
C5, e em A/J C5 no 6° dia de infec¢do (Figura 28B), e de IL-10 e IL-12p70 no 6° dia de
infeccdo em A/J C5°, B6 C5" e B6 C5™ (Figuras 27C e 28C).

4.3.7 Concentragao de citocinas no pulmao durante infeccdo com 1,5 x 10° LPF

A concentracdo de algumas citocinas no pulméo foi influenciada principalmente pelo
fundo genético das linhagens utilizadas. Camundongos B6, independente de C5, apresentam
menores concentragdes de IL-6, IL-10 (Figura 29A e B), IL-1p e 1L-12p40 (Figura 30A e B)
no pulmido que camundongos A/J. Camundongos B6 C5* também possuem menores
concentragdes de 1L-12p70 que A/J C5* (Figura 30C) quando inoculados com PBS e no 6°
dia de infecgéo.

Camundongos A/J, independente de C5, apresentam queda dos niveis de IL-12p40 no
terceiro dia de infeccdo (Figura 30B), sendo observado esse mesmo padrdo na concentragdo
de IL-1p no terceiro dia em A/J C5™ (Figura 30A).

Foi observado o aumento dos niveis de TNF (Figura 29A) e IL-12p70 (Figura 30C)
no 3° dia de infeccio apenas na linhagem B6 C5°, e queda da concentragdo de IL-1p (Figura
30A) 3° dia e I1L-12p40 (Figura 30B) no 6° dia de infeccdo em B6 C5'.

A auséncia de C5 ocasionou maiores niveis basais de TNF (Figura 29A) e IL-12p70
(Figura 30C) apenas no fundo genético B6, e de IL-10 em ambos os fundos genéticos quando

inoculados com PBS.
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Figura 29 — Concentragéo de TNF, IL-6 e IL-10 no pulmdo de camundongos infectados com
1,5 x 10° LPF
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Variacdo das concentracdes de citocinas pré e anti-inflamatdrias no pulméao de camundongos infectados com
1,5 x 10® LPF. (A) TNF. (B) IL-6. (C) IL-10. A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS
n =4; 3° dian = 10; 6° dian = 9), B6 C5" (PBS n = 5; 3° dia n = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dia
n = 12; 6° dia n = 10). Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6°
dia de infeccdo. a: diferente do PBS; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferencas entre C5" e
C5 no mesmo fundo genético. As diferencas correspondem a p < 0,05.
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Figura 30 — Concentragdo de IL-1p, IL-12p40 e IL-12p70 no pulmdo de camundongos
infectados com 1,5 x 10° LPF
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Variagdo das concentracdes de citocinas no rim de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF. (A) IL-1p.
(B) 1L-12p40. (C) 1L-12p70. A/J C5" (PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5 (PBS n = 4; 3° dia n = 10;
6° dian =9), B6 C5" (PBS n =5; 3° dian = 10; 6° dian = 10) e B6 C5 (PBS n = 5; 3° dia n = 12; 6° dian = 10).
Barras brancas correspondem ao grupo PBS, barras cinzas ao 3° dia e barras pretas ao 6° dia de infeccdo.
a: diferente do PBS; c: diferenca entre linhagens, independente de C5; d: diferencas entre C5" e C5 no mesmo
fundo genético. As diferengas correspondem a p < 0,05.
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4.3.8 Analise histopatoldgica de camundongos infectados com 1,5 x 10° LPF

A andlise dos 6rgdos dos camundongos infectados confirmou a presenca de alteragdes
histopatoldgicas no figado, pulméo e baco de camundongos de todas as linhagens no terceiro
e no sexto dia de infeccdo, enquanto o rim permaneceu inalterado em todos os animais
durante o experimento.

Foram observados infiltrados leucocitarios ao redor dos espacos porta e dentro dos
sinusdides hepéticos e aumento do nimero de células de Kipffer nos sinusdides em todos 0s
grupos infectados com LPF (Figuras 31 e 32). Também foram encontradas células mitéticas a
partir do terceiro dia na linhagem B6 C5'. No sexto dia houve reducdo do nimero e do
tamanho dos infiltrados leucocitarios em todas das linhagens e aparecimento de células
mitdticas em A/J C5%, A/J C5 e B6 C5". A linhagem B6 C5" foi a Ginica a apresentar animais
com areas de necrose no figado no terceiro dia de infeccdo (Figura 31B). O grau de leséo
hepatica foi semelhante entre as linhagens A/J C5" e A/J C5’, apresentando poucas variagdes
entre o terceiro e sexto dia de infeccdo. Houve diferencas entre A/J C5* e B6 C5" e entre B6
C5" e B6 C5 no terceiro dia de infeccdo, sendo sempre mais intensa na linhagem B6 C5,

portanto, mostrando uma variacdo dependente de C5 e do fundo genético (Figura 33).
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Figura 31 — LesBes observadas no figado de camundongos B6 infectados com 1,5 x 10°® LPF

PBS ' 3° Dia 6° Dia

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos B6 C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos B6 C5 inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10 LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As setas indicam infiltrados leucocitarios
no espago porta e nos sinusoides hepaticos. As cabecas de seta indicam células mitéticas. N: necrose. Coloragéo
em HE. Aumento de 100x.

Figura 32 — Lesdes observadas no figado de camundongos A/J infectados com 1,5 x 10 LPF

PBS 3° Dia

6° Dia

A/J C5

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos A/J C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As setas indicam infiltrados leucocitarios
no espaco porta e nos sinusdides hepaticos. As cabegas de seta indicam células mitéticas. Coloragdo em HE.
Aumento de 100x.
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Figura 33 - Grau de lesao hepatica dos camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF
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Intensidade da lesdo hepatica em camundongos A/J (A) e B6 (B) infectados com 1,5 x 10° LPF. As linhas
horizontais correspondem ao valor médio da lesdo. A/J C5* (@ - PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5
(0 -PBSn=4;3dian=10; 6°dian=9), B6 C5" (m-PBSn=5;3°dian =10; 6° dian = 10) e B6 C5
(O-PBSn=5;3°dian=12; 6°dian=10).

A andlise do pulméo dos camundongos mostrou regides que apresentaram aumento da
espessura do septo alveolar (pneumonite intersticial, Figuras 34 e 35). Camundongos A/J C5”
apresentaram focos isolados dessas lesdes apenas no terceiro dia de infeccdo. As demais
linhagens apresentaram focos isolados de pneumonite intersticial no terceiro dia e no sexto dia
de infeccdo, havendo casos de pneumonite intersticial generalizada nas amostras de pulmao

de alguns animais eutanasiados no sexto dia (Figuras 34 a 36).
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Figura 34 — Lesbes pulmonares observadas nos camundongos B6 infectados com
1,5 x 10° LPF

ou infectados com 1,5 x 10% LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao pulmdo de camundongos B6 C5° inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccéo. Coloragio em HE. Aumento de 40x.

Figura 35 — Lesdes pulmonares observadas nos camundongos A/J infectados com
1,5 x 10° LPF
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As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao pulmao de camundongos A/J C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. As imagens D, E e F

correspondem, respectivamente, ao pulméo de camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. Coloragio em HE. Aumento de 40x.



77

Figura 36 - Grau de lesdo pulmonar dos camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF
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Intensidade da lesdo pulmonar em camundongos A/J (A) e B6 (B) infectados com 1,5 x 10® LPF. As linhas
horizontais correspondem ao valor médio da lesdo. A/J C5* (@ - PBS n =5; 3° dian = 12; 6° dian = 9), A/J C5
(0 -PBSn=4;3dian=10; 6°dian=9), B6 C5" (m-PBSn=5;3°dian =10; 6° dian = 10) e B6 C5
(O-PBSn=5;3°dian=12; 6°dian=10).

Como observado na Fig. 20, todas as linhagens empregadas em nosso trabalho
desenvolveram esplenomegalia mediante infeccdo por LPF. Ao analisarmos
histopatologicamente o baco desses animais, observamos uma tendéncia de crescimento da
polpa branca nos animais infectados, seguido pela expansdo clonal dos linfécitos presentes
nessa regido (Figura 37). No terceiro dia hd uma proporcdo maior de animais com maior
atividade perifolicular, indicando proliferagdo majoritaria dos linfécitos B, enquanto no sexto
dia a maioria das linhagens apresenta também expansdo de linfécitos T na regido

centrofolicular (Figuras 37 a 39).
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Figura 37 — Alteragbes observadas no bagco de camundongos B6 infectados com
1,5x 10° LPF

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos B6 C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10% LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos B6 C5° inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccéo. Coloragdo em HE. Aumento de 100x.

Figura 38 - Alteracbes observadas no baco de camundongos A/J infectados com
1,5 x 10° LPF

As imagens A,B e C correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos A/J C5* inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. Coloragio em HE. Aumento de 100x.



Figura 39 - Grau de alterac&o esplénica nos camundongos infectados com 1,5 x 10® LPF
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Intensidade da alteracio no bago de camundongos A/J (A) e B6 (B) infectados com 1,5 x 10° LPF. As linhas
horizontais correspondem ao valor médio da alteracdo observada. A/J C5" (® - PBS n = 5; 3° dian = 12; 6° dia
n=09), A/JJC5 (0 -PBSn=4;3°dian=10; 6° dian=9), B6 C5" (m - PBS n =5; 3° dia n = 10; 6° dian = 10)
e B6 C5 (O-PBSn=25;3°dian=12; 6° dian = 10). 0 indica a condi¢éo basal do bago. 1 indica o crescimento
da polpa branca. 2 indica expansao apenas da ragido centrofolicular ou apenas da regido perifolicular. 3 indica a
expansdo concomitante das regides centrofolicular e perifolicular.

Em oposicao ao que era esperado, ndo encontramos alteracdes renais que pudessem ter

sido causadas pela infeccao, permanecendo este 6rgao semelhante entre os animais infectados

e os controles (Figuras 40 e 41).
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Figura 40 — Imagens do rim de camundongos B6 infectados com 1,5 x 10® LPF

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos B6 C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10% LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos B6 C5  inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10 LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecdo. Coloragdo em HE. Aumento de 100x.

Figura 41 — Imagens do rim de camundongos A/J infectados com 1,5 x 10® LPF

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgio. Coloragio em HE. Aumento de 100x.
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4.3.9 Deteccdo de leptospiras por imuno-histoquimica em camundongos infectados com
1,5 x 10° LPF

A reacdo por imuno-histoquimica mostrou que os antigenos da LPF sdo detectados
majoritariamente no figado e no baco dos camundongos, havendo pouca deteccdo de

leptospira no pulm&o e no rim do controle positivo (Figura 42).

Figura 42 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica em diferentes 6rgdos de um
camundongo A/J C5 infectado com 1,5 x 10° LPF
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Marcacio de LPF por IH (ponta da seta) em camundongo A/J C5 infectado com 1,5 x 10® LPF que foi utilizado
como controle positivo da reacdo. (A) Figado. (B) Bago. (C) Pulmo. (D) Rim. As cabecas de seta indicam onde
h& marcacdo de LPF. Contra-coloragdo em hematoxilina. Aumento de 400x.

Foram encontrados antigenos da LPF em todos os animais infectados, principalmente
no figado (Figura 43 e 44) e no baco (Figura 45 e 46). Devido a variacdo da quantidade de
LPF detectada entre os animais, ndo é possivel encontrar diferencas significativas entre as
linhagens, independentemente de haver ou ndo C5 no organismo, e entre o terceiro e 0 sexto
dia de infec¢éo.

A intensidade da marcacdo de LPF no figado e no bago sempre foi proporcional nos
animais, sendo que a deteccdo reduzida de leptospiras em um desses 6rgdos ocorria
concomitante a baixa marcacdo de LPF no outro 6rgdo, ocorrendo 0 mesmo nos casos de
marcacdo intensa. Por fim, foi observado que os camundongos que desenvolveram maior
atividade Thl no baco, com proliferacao dos linfécitos centro-foliculares, tenderam a eliminar
mais rapidamente a LPF do organismo, sendo detectados poucos antigenos no figado e no

baco.



82

Figura 43 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no figado de camundongos B6
infectados com 1,5 x 10° LPF
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As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos B6 C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos B6 C5 inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. Aumento de 400x.

Figura 44 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no figado de camundongos A/J
infectados com 1,5 x 10° LPF

A/J C5*

AlJ CS

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos A/J C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao figado de camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. Aumento de 400x.



83

Figura 45 — Detec¢do de LPF por imuno-histoquimica no baco de camundongos B6
infectados com 1,5 x 10° LPF
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As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos B6 C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10% LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos B6 C5° inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccéo. Aumento de 400x.

Figura 46 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no baco de camundongos A/J
infectados com 1,5 x 10° LPF

A/J C5*

AlJ CS

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao bago de camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecco. Aumento de 400x.

Apesar das lesdes pulmonares serem mais frequentes nos camundongos infectados,

houve pouca deteccdo de LPF no pulméo dos camundongos (Figura 47 e 48), assim como
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ndo houve marcacdo significativa das leptospiras no rim (Figura 49 e 50) dos animais

infectados, independentemente da linhagem.

Figura 47 — Detec¢do de LPF por imuno-histoquimica no pulmd de camundongos B6
infectados com 1,5 x 10° LPF

PBS 3° Dia 6° Dia

B6 C5*

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao pulméo de camundongos B6 C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao pulméo de camundongos B6 C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccéo. Aumento de 400x.

Figura 48 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no pulmdo de camundongos A/J
infectados com 1,5 x 10° LPF
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As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao pulméo de camundongos A/J C5" inoculados com PBS
ou infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccio. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao pulmdo de camundongos A/J C5™ inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 108 LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. Aumento de 400x.
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Figura 49 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no rim de camundongos B6 infectados
com 1,5 x 10° LPF

PBS 3° Dia 6° Dia

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos B6 C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10% LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos B6 C5° inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10°® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccéo. Aumento de 400x.

Figura 50 — Deteccdo de LPF por imuno-histoquimica no rim de camundongos A/J
infectados com 1,5 x 10° LPF

As imagens A, B e C correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou
infectados com 1,5 x 10° LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infeccdo. As imagens D, E e F
correspondem, respectivamente, ao rim de camundongos A/J C5" inoculados com PBS ou infectados com
1,5 x 10® LPF e eutanasiados no terceiro ou no sexto dia de infecgdo. Aumento de 400x.
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5 DISCUSSAO

Desde a descoberta que o soro de pacientes convalescentes protegia cobaias dos
sintomas mais graves da leptospirose (Kobayashi, 2001), resultado também observado em
camundongos previamente tratados com ciclofosfamida que receberam soro anti-imune de
coelho (Adler, Faine, 1976), diferentes autores tém mostrado a participacdo de diversos
componentes do sistema imune na resposta contra a leptospira, havendo destaque
principalmente para as moléculas de TLR-2 e TLR-4 e a presenca de linfocitos B e
consequente producdo de anticorpos (Adler, Faine, 1976; Chassin et al., 2009; Que-Gewirth et
al., 2004; Werts et al., 2001), sendo que a auséncia deles pode levar camundongos infectados
ao oObito.

Os resultados obtidos em nosso grupo e por outros pesquisadores mostram diferentes
estratégias desenvolvidas pelas leptospiras patogénicas para escaparem da acdo do Sistema
Complemento, variando desde a ligagé@o a proteinas reguladoras, como C4BP e FH (Barbosa
et al., 2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012; Meri et al., 2005; Silva et al., 2011), até a
degradacdo de moléculas de C3 e seus fragmentos por enzimas secretadas no microambiente
proximo as leptospiras (Fraga et al., 2014). Esses mecanismos de evasdo podem explicar a
maior capacidade de leptospiras patogénicas, como a LPF, em sobreviver no soro, enquanto
espécies saprofitas, como a L. biflexa, sdo bastante sensiveis, sendo eliminadas ap0s poucas
horas de incubacao (Barbosa et al., 2009; Meri et al., 2005)

Ao contréario do que inicialmente esperavamos, a infeccdo das linhagens B6 C5" e
A/J C5" com doses crescentes de LPF ndo acarretou em alteracdes significativas do namero de
leucdcitos circulantes e nas concentraces de ALT e AST no soro e de citocinas pré e anti-
inflamatdrias no figado dos camundongos infectados. Ambas as linhagens foram capazes de
controlar a infeccdo, tendo os animais infectados, independente da dose utilizada, um namero
de leucdcitos na circulacdo periférica e niveis de ALT e AST no soro e de citocinas pro e anti-
inflamatérias no figado semelhante ao observado nos animais dos grupos controle (PBS). A
Unica variacdo encontrada foi o aumento da proporcdo de células PMN nos camundongos
A/J C5 inoculados com 10° LPF e B6 C5  inoculados com 10° LPF. Devido & capacidade
fagocitica apresentada por neutrofilos, é possivel que esta alteracdo tenha ocorrido para
auxiliar na eliminacdo das leptospiras do organismo, embora seja necessario saber se a
proporcao de neutrofilos esta significativamente alterada para afirmar que o aumento de PMN

esta relacionado a fagocitose de LPF no organismo.
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O modelo de infec¢do por trés semanas mostrou um maior nimero de animais A/J C5°
portando LPF no figado e no rim, sendo mais evidente nos animais inoculados com 10° e 10°
LPF, sugerindo que as leptospiras conseguem sobreviver por mais tempo na linhagem A/J C5°
(Tabela 4). Por outro lado, o modelo de infeccdo com inoculacio de 10’ LPF e
acompanhamento dos camundongos por trés e seis dias sugere que, no inicio da infeccdo, a
LPF consegue se manter melhor na linhagem B6 C5°, havendo um maior nimero desses
animais onde foram detectadas LPF vivas no figado e no rim no terceiro dia de infeccdo. Essa
melhor capacidade de sobrevivéncia da LPF na linhagem B6 C5" desapareceu no sexto dia do
experimento, quando foram encontradas leptospiras vivas em poucos animais, refletindo o
controle da infeccdo nas duas linhagens nesse periodo (Tabela 5).

Camundongos A/J C5” infectados com 10" LPF apresentaram aumento significativo de
leucocitos na circulacdo periférica no terceiro dia do experimento, sendo os valores
encontrados nesse dia semelhantes ao observados na linhagem B6 C5* que, embora néo tenha
apresentado variacdo na quantidade de leucdcitos circulantes durante a infeccdo, sempre
apresentou valores elevados de leucdcitos na circulagdo. A elevacdo de leucocitos na
circulacdo dos camundongos A/J C5™ no terceiro dia ocorreu junto do aumento da proporcao
de células PMN, permitindo sugerir a elevacdo da capacidade de fagocitose no organismo
para eliminar as leptospiras presentes na circulagdo sanguinea. Também houve aumento da
proporcio de células PMN em camundongos B6 C5", que pode ter acontecido também para
aumentar a capacidade de fagocitose e, consequentemente, levar a eliminagédo das leptospiras
presentes no sangue.

Assim como observado no experimento de infeccdo por trés semanas, ndo houve
indicativo de lesdo hepatica devido a infeccdo por LPF, permanecendo constantes os niveis de
ALT e AST no soro dos camundongos. Também ndo foram encontradas diferencas nas
concentracdes séricas de ureia e &cido Urico, sugerindo auséncia de lesdo renal em animais de
ambas as linhagens.

Os resultados obtidos nesses dois modelos de infeccdo mostraram diferencas discretas
na resposta a infeccdo por LPF pelas linhagens A/J C5 e B6 C5”, o que era esperado com
base em outros trabalhos, os quais apontaram diferencas na resposta a infeccdo por leptospiras
patogénicas entre camundongos de linhagens diferentes (da Silva et al., 2009; Santos et al.,
2010). Quando infectados por L. interrogans sorogrupo lcterohaemorrhagiae estirpe Cop,

camundongos Balb/C ndo desenvolveram nefrite intersticial, ao contrario de camundongos
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A/J C5 e B6 C5, além de possuirem menor carga parasitaria no sangue apds 28 dias de
infeccdo (Santos et al., 2010).

A incapacidade em reconhecer a molécula de LPS presente na L. interrogans também
resulta em alteragdes significativas na resposta imune contra a leptospira (Chassin et al., 2009;
da Silva et al., 2009). E conhecido que o complexo formado por TLR-4, CD14 e o cofator
MD?2 ¢ responsavel pelo reconhecimento do LPS de bactérias Gram-negativas. Contudo,
devido a variacGes presentes no lipidio A do LPS da leptospira, células humanas sdo
incapazes de reconhecer essa molécula através de TLR-4, sendo o LPS da leptospira
reconhecido apenas via TLR-2 (Nahori et al., 2005; Que-Gewirth et al., 2004; Werts et al.,
2001). Além do reconhecimento do LPS via TLR-2, macr6fagos murinos reconhecem essa
molécula através do TLR-4, sendo que sua auséncia esta relacionada a susceptibilidade desses
animais a infeccdo (Chassin et al., 2009; Nally et al., 2005; da Silva et al., 2009; 2012). E
conhecido desde o final dos anos 90 que a linhagem C3H/HeJ é susceptivel a leptospirose,
apresentando lesdes renais e pulmonares semelhantes aquelas observadas em alguns pacientes
humanos (Pereira et al., 1998). O reconhecimento do papel do TLR-4 no reconhecimento do
LPS (Poltorak et al., 1998) auxiliou muito no entendimento dessa susceptibilidade, sendo
possivel relacionar a falta desta proteina & menor capacidade de resisténcia de camundongos a
infeccdo por leptospiras. A utilizacdo de camundongos B6 nocauteados para 0s genes TLR-4,
TLR-2 ou ambos corroborou a importancia desses receptores para um resposta adequada
durante a infeccdo, sendo os camundongos deficientes para uma dessas proteinas ou ambas
suceptiveis a infeccdo por leptospiras patogénicas (Chassin et al., 2009).

Com a eliminacédo de possivel interferéncia do fundo genético de linhagens distintas de
camundongos foi possivel entender melhor o papel das moléculas de TLR na leptospirose,
destacando a importancia desses receptores nagquele modelo de estudo da resposta imune
contra a leptospira (Chassin et al., 2009). Seguindo este mesmo raciocinio, utilizamos
camundongos congénicos para também diferenciarmos quais variagdes na resposta imune sao
decorrentes das diferencas genéticas existentes entre as linhagens A/J e B6 daquelas
influenciadas unicamente pela presenca ou auséncia de C5.

Diferentes trabalhos empregaram camundongos congénicos para o entendimento da
importancia de diferentes proteinas na resposta imune, permitindo visualizar os efeitos de sua
presenca ou auséncia frente a diferentes tipos de infeccdes. Camundongos C5%, como a
linhagem B6, sdo susceptiveis ao desenvolvimento de malaria cerebral, enquanto linhagens

C5,, como A/J, séo resistentes (Patel et al., 2008). Para verificar a importancia real de C5,
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foram desenvolvidas linhagens congénicas B6 C5’, resistente a este quadro clinico, e A/J C5,
o0 qual se verificou ser susceptivel, mostrando a importancia de C5 no desenvolvimento deste
sintoma (Patel et al., 2008). Outro exemplo da utilizacdo de camundongos congénicos para o
estudo de C5 envolve o modelo experimental de infeccdo por Candida albicans.
Camundongos A/J C5° sdo considerados susceptiveis a infeccdo por este fungo quando
inoculados por via intravenosa com esporos virulentos, apresentando elevadas concentragdes
de TNF-a e IL-6 no soro, mortalidade de 100% 24 h ap6s a inoculagdo e tendo maior nimero
de unidades formadoras de coldnias (UFC) no figado, rim, pulmdo e coracdo que animais
C57BI/6J (C5 suficiente), resistentes a infeccdo por C. albicans (Mullick et al., 2006).
Embora a resisténcia a infeccdo por C. albicans tenha sido relacionada aos genes de
resisténcia a C. albicans 1 e 2 (Cargl e Carg?2) outras linhagens C5 deficientes, como AKR e
DBA/2, tendem a ter mais UFC no rim quando infectadas, levantando a questdo sobre a
importancia de C5 nesse modelo experimental (Ashman et al.,, 1996). A utilizacdo de
camundongos BcA17 (animais C5 deficientes com fundo genético C57BI/6J) permitiu
concluir que a grande presenca de UFC no rim e as elevadas concentracdes de TNF-a e I1L-6
no soro estdo relacionadas a auséncia de C5, tendo esses animais um padrdo de resposta
contra C. albicans semelhante a dos camundongos A/J C5™ (Mullick et al., 2006).

Com o ultimo protocolo experimental utilizado (infeccdo de seis dias com
1,5 x 10® LPF) conseguimos distinguir entre os parametros analisados aqueles que s&o
influenciados pela presenca ou auséncia de C5 dos que sdo influenciados apenas pelo tempo
de infeccéo e as diferencas no fundo genético das linhagens B6 e A/J.

Ao contrério do observado no protocolo experimental de 10" LPF, camundongos A/J
apresentaram uma elevada concentracdo inicial de leucdcitos circulantes (Figura 16A).
Enguanto os camundongos B6, independentemente de C5, mantiveram constante o nimero de
leuccitos circulantes quando infectados com 1,5 x 10® LPF (Figura 16B), observou-se uma
queda significativa dessas células no sangue periférico dos camundongos A/J no terceiro dia.
Este resultado pode estar relacionado tanto a migracdo de células para os érgéos afetados pela
LPF, como o figado, onde foram encontrados infiltrados leucocitarios no sistema porta e nos
sinusodides, quanto a menor geracdo de leucocitos na medula 6ssea devido ao aumento da
concentracdo de IFN-y e TNF-a no soro de animais da linhagem A/J (Figura 23A e B). E
conhecido que a presenca de IFN-y e TNF-a. em concentragoes elevadas ¢ prejudicial para a
proliferacdo de células hematopoiéticas, reduzindo sua capacidade de replicacdo e

aumentando a taxa de apoptose (Selleri et al., 1995). Modelos experimentais de anemia



90

também mostram o papel supressor dessas citocinas sobre 0s progenitores hematopoiéticos
(Haneline et al., 1998; Whitney et al., 1996), suportando a hipdtese de relacdo entre a queda
do niamero de leucdcitos no terceiro dia com o aumento de IFN-y e TNF-a no soro apenas em
camundongos A/J.

A analise das sub-popula¢des leucocitarias mostrou comportamentos distintos entre os
diferentes tipos celulares. A porcentagem de neutrofilos entre os granulécitos foi reduzida a
partir do terceiro dia nos camundongos B6 e a partir do sexto dia nos camundongos A/J
(Figura 16B), em ambos os casos independentemente de C5. Esse processo pode ter sido
causado pela adesdo dos neutrofilos as células endoteliais, excesso de morte celular, que pode
estar relacionada ao processo de eliminagdo de leptospiras presentes no sangue, ou migracédo
dos neutréfilos para os sitios de inflamacdo, embora essas células ndo tenham sido
encontradas em grande quantidade nos 6rgaos analisados (Figura 31-41). Na literatura s6 foi
descrito um caso de neutropenia em infec¢cbes com L. interrogans (Stefos et al., 2005),
dificultado a analise do resultado obtido.

A porcentagem de mondcitos variou durante a infeccdo de forma independente da
linhagem e de C5, aumentando no terceiro dia de infeccdo e retornando aos valores basais no
sexto dia (Figura 16C). Essa elevacgéo no terceiro dia é semelhante ao observado em casos de
sepse em pacientes hospitalares (Hoser et al., 2012), onde a quantidade de mondcitos
circulantes encontra-se bastante elevada, o que seria esperado devido a grande quantidade de
LPF que foi injetada. A reducdo da proporcdo dessas células no sexto pode ser devido ao
controle da leptospiremia no sangue, que comeca a diminuir ap0s a primeira semana de
infeccdo. Essa reducdo também pode ser causada pela morte dos mondcitos. Leptospiras sao
capazes de infectar macréfagos humanos e murinos (Merien et al., 1997) e, uma vez
internalizadas, desencadeiam alteracdes na expressdo génica dessas células que podem leva-
las a apoptose (Hu et al., 2013; Merien et al., 1997; Xue et al., 2013). As alteracdes de
expressdo génica observadas nos macrofagos retirados de organismos infectados com
leptospira também ocorrem com os monocitos presentes na circulacdo periférica, abrindo a
possibilidade do processo de morte celular programada também acontecer com esse tipo
celular (Xue et al., 2013).

A porcentagem de linfécitos B varia apenas em camundongos B6, aumentando no
terceiro dia e retornando aos valores iniciais no sexto dia de infeccdo (Figura 17),
independente da linhagem. Infeccdes bacterianas geralmente causam o aumento do ndmero de

linfécitos B na circulacdo periférica (Thorley et al., 1977), podendo essa resposta do
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organismo ser causada tanto pela maturacdo de mais linfécitos B, aumento da migracdo de
linfocitos B entre os tecidos linféides como mecanismo para facilitar o encontro com o
antigeno ao qual é especifico, ou mesmo aumento do nimero de células ativadas migrando
para os tecidos onde se estabelecerdo pelo periodo em que sintetizarem imunoglobulinas. A
reducdo da porcentagem de linfocitos B na circulacdo periférica no sexto dia pode ser devido
a fixacdo das células B ativadas em tecido onde produzirdo esses anticorpos. Em casos
clinicos de sepse também é visto uma queda do nimero de linfécitos B no organismo, que
ocorre junto do aumento de linfécitos B apoptéticos (Hotchkiss, Karl, 2003). Considerando-se
a grande quantidade de leptospiras injetadas, é possivel que o sistema imune dos
camundongos se comporte como no exemplo da sepse, havendo aumento do nimero de
linfocitos B apoptoticos e consequente reducdo de sua quantidade na circulacdo periférica.

Esse mesmo processo pode ocorrer com os linfocitos T CD4" de camundongos A/J
(Figura 18A). Primeiro ha um aumento da proporgédo dessas células no terceiro dia de
infeccdo, seguido pelo retorno aos valores observados nos camundongos inoculados com
PBS. Esse aumento pode estar relacionado a maior producdo de citocinas em camundongos
A/J, onde foram detectados TNF-a, IFN-y e IL-6 (Figura 23A-C), em oposi¢édo as linhagens
com fundo genético B6, que ndo apresentaram alteragio da porcentagem de linfocitos T CD4"
na circulacdo (Figura 18A) e ndo produziram niveis expressiveis dessas citocinas no soro
(Figura 23A-C).

Ao utilizarmos os camundongos congénicos pudemos observar que camundongos B6
C5 possuem menor porcentagem de linfocitos T CD4" que os camundongos B6 C5" (Figura
18A), e os camundongos C5 deficientes, independente da linhagem, possuem menor
proporcio de linfocitos T CD8" que os camundongos C5 suficientes (Figura 19A). A proteina
C5 ¢ importante para a atividade de diferentes tipos celulares, inclusive linfécitos, em
diferentes modelos experimentais, sendo sua auséncia responsavel por menor atividade litica
de linfécitos T CD8" e menor capacidade de sintese de citocinas por linfocitos T CD4" (Kim
et al., 2004; Moulton et al., 2007; Strainic et al., 2008). Através da interacdo com seus
receptores presentes em linfocitos T CD4", C5a fornece estimulos de sobrevivéncia para essas
células (Strainic et al., 2008), fosforilando a molécula AKT, ativando os linfocitos e
mantendo-0s Vviaveis por mais tempo in vitro. Para verificar se este processo ocorre nas
células dos camundongos B6 C5°, podemos verificar os niveis de AKT fosforilado, sendo um
indicativo de menor viabilidade baixos niveis dessa proteina. Essa atividade de C5 € evidente

apenas no fundo genético B6, indicando participacdo do fundo genético. Embora ndo haja
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trabalhos que mostrem a participacdo de C5 na viabilidade de linfocitos T CD8", a ativacéo
dessas células é facilitada na presenca de Cba (Strainic et al., 2008). A estimulacdo de
linfocitos T CD8" por células dendriticas na presenca de linfocitos T CD4" é capaz de gerar
resposta contra tecidos transplantados (Strainic et al., 2008). Caso as células dendriticas sejam
deficientes para o fator acelerador do decaimento (DAF — do inglés Decay-accelerating
factor), aumentando a disponibilidade de fragmentos de C5a, entre outros, no micro-ambiente
celular, o processo de rejeicdo ocorre mesmo na auséncia de linfocitos T CD4", mostrando a
importancia deste fragmento para a atividade dos linfocitos T CD8" (Strainic et al, 2008). No
caso dos camundongos C5 deficientes, a auséncia de C5 pode ter reduzido o estimulo que os
linfocitos T CD8" recebem para sobreviver e proliferar, resultando em menor quantidade
dessas células na circulagdo. Contudo, € necessario realizar experimentos de viabilidade
dessas células na presenca de C5 e seus fragmentos para confirmar essa hipotese. Também foi
visto que o estimulo de linfocitos T na presenca de Cba reduz a porcentagem de células
apoptoticas (Lalli et al., 2008). Além de inibir a apoptose, o estimulo pelo eixo C5a-C5aR
auxilia na expansdo celular. Linfécitos T CD4" C5aR™ transplantados para animais Dafl”"
tém menor capacidade de se expandir no hospedeiro que células selvagens, indicando menor
viabilidade (Lalli et al., 2008). Esse processo pode estar se repetindo com os linfécitos T
CD8" ativados das linhagens A/J e B6 C5 deficientes. Na auséncia de C5 eles tém menor
capacidade de expansao e maior taxa de apoptose, atingindo porcentagens minimas no soro ja
no terceiro dia de infeccdo, antes das células dos camundongos C5 normais (Figura 19B).

No nosso modelo de infeccdo o desenvolvimento de esplenomegalia foi influenciado
apenas pelo fundo genético de cada linhagem, ndo sendo encontradas diferencas entre
camundongos C5" e C5 da mesma linhagem (Figura 20). Animais B6 apresentaram maior
crescimento do baco no terceiro dia com regressdo do tamanho do baco no sexto dia,
enquanto camundongos A/J tiveram um crescimento menos expressivo no terceiro dia, mas
que se manteve até o final do experimento. Este crescimento ndo possui relacdo com o
desenvolvimento da polpa branca nos animais infectados, uma vez que o sexto dia foi o
periodo de maior atividade folicular em todas as linhagens (Figuras 37 a 39). A marcacdo das
leptospiras por imuno-histoquimica mostrou uma intensa atividade da polpa vermelha para
eliminar a LPF da circulacdo, o que pode justificar o crescimento do baco durante a infeccéo,
embora ndo tenham sido encontradas diferencas na quantidade de marcacédo entre as quatro

linhagens de camundongos (Figura 45 e 46).
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Uma das formas comuns de verificar a intensidade da leptospirose no organismo é
através da mensuracdo de parametros bioquimicos no soro que indiquem a presenca de leséo
hepatica, como as transaminases ALT e AST, e de atividade renal, como ureia e cido Urico,
sendo o &cido Urico importante também devido a sua capacidade antioxidante, que pode ser
responsavel por proteger as células de lesbes decorrentes da producdo de radicais de oxigénio
e nitrogénio utilizados para eliminar patdgenos (Adler, Faine, 1999; Erdogan et al., 2008;
Freire et al., 2008; Shah, Katira, 2007). As transaminases sao enzimas presentes em diversos
tecidos do organismo responsaveis pela transferéncia do grupo amino de um aminoé&cido para
outra molécula. A maior parte dessas enzimas é capaz de utilizar a-cetoglutarato como
molécula receptora do grupo amino, dando origem ao aminoacido glutamato que podera doar
este grupo amino para outras substdncias em diferentes vias biogquimicas, participando
também da via de eliminacdo de nitrogénio (Nelson, Cox, 2004). Duas dessas enzimas, AST e
principalmente ALT, estdo presentes em grande concentracdo nos hepatocitos, sendo
importantes indicadores de lesdo hepatica, uma vez que a lesdo dessas células pode levar ao
aumento da concentracdo dessas enzimas no soro através de sua liberacdo do citoplasma dos
hepatocitos. A dosagem desses dois parametros, além da concentracdo de ureia e acido urico
no soro das linhagens congénicas geradas em nosso laboratério mostrou a influéncia da
presenca de C5 sobre os niveis de varios deles (Bavia et al., 2014). Verificamos que a
concentracdo sérica de AST foi minimamente influenciada pela presenca de C5, estando
aumentada apenas em animais fémeas C5" em relacdo as fémeas C5°, sugerindo uma
participacdo reduzida de C5 no controle desse parametro. No entanto, camundongos A/J C5
tendem a ter maiores niveis de ALT no soro que animais A/J C5*, sendo possivel que esses
animais possuam uma maior sensibilidade a lesdes hepaticas. Ao mensurar a concentracao de
ureia e acido drico no soro de camundongos ndo infectados, verificamos que, enquanto a
concentracdo de ureia permaneceu inalterada, a concentracdo de acido Urico foi influenciada
pela presenca de C5, embora somente no fundo genético B6, estando em maior concentracéo
nos animais B6 C5".

No modelo de infeccdo com 1,5 x 10® LPF, as concentracdes de ALT (Figura 21A),
AST (Figura 21B) e ureia (Figura 22A) foram semelhantes entre todos 0s grupos controle,
havendo diferenca apenas na concentracdo de ureia entre camundongos com fundo genético
A/J em relacdo aos B6. A infeccdo ocasionou o aumento dos niveis de ALT no terceiro dia
nos camundongos A/J, independentemente de haver ou ndo C5 no organismo, € 0 aumento de

AST somente na linhagem A/J C5", indicando que, neste modelo, a presenca de C5 pode ter
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facilitado a les@o de hepatdcitos nos camundongos A/J. Embora ndo tenham sido encontradas
diferencas estatisticas, camundongos B6 C5° apresentaram aumento nas concentracfes de
ALT e AST no terceiro dia de infeccdo, enquanto os niveis dessas enzimas permaneceram
mais estaveis em B6 C5", o que pode ser um indicativo de maior sensibilidade na linhagem
C5’, embora sejam necessarios novos experimentos para comprovar essa afirmacdo. A
concentracdo de &cido Urico (Figura 22B) teve comportamentos distintos entre as linhagens
A/J e B6. Enquanto em A/J os niveis de cido Urico decresceram no sexto dia de infecgdo em
relacdo ao terceiro dia, nas linhagens B6 houve um grande aumento de sua concentragdo no
soro no sexto dia.

Foram encontradas diferencas nas concentracfes de algumas citocinas entre animais
C5" e C5 no nosso modelo de infeccdo com LPF, sendo parte dessas alteragdes influenciada
pelo fundo genético de cada linhagem, enquanto parte das alteracbes ocorreu de forma
semelhante em A/J e B6. Camundongos C5 deficientes, independente do fundo genético,
possuem menores concentracées de IL-10, IL-18, 1L-12p40 e IL-12p70 no figado no 6° dia de
infeccdo que animais C5 normais (Figuras 25 e 26). Trabalhos anteriores mostraram que a
auséncia de C5 (Moulton et al., 2007) ou o bloqueio de C5aR (Clark et al., 2006) ndo afeta os
niveis basais de citocinas de camundongos C5 deficientes, embora resultem em menor sintese
de diferentes citocinas, como IL-6 e IL-12p40, quando os camundongos ou linfécitos T desses
animais séo estimulados. A reducdo da quantidade da subunidade p40 de IL-12 pode levar a
menor producao de IL-12p70, uma vez que essa citocina é formada pela ligacdo covalente das
subunidades p35 e p40 (Hamza et al., 2010; Lasek et al., 2014). Também foi sugerido
recentemente que C5 é importante para a maturacéo e liberacdo de IL-1p por meio da indugdo
do inflamassoma NLRP3 (Laudisi et al., 2013), sendo que na sua auséncia a producdo dessa
citocina é significativamente reduzida. A menor quantidade de IL-10 pode estar relacionada
aos menores niveis de IL-1f3, uma vez que IL-1p é capaz de regular a sintese de I1L-10 e, na
sua auséncia, ha menor producdo de IL-10 por mondcitos estimulados (Foey et al., 1998).
Essa variagdo conjunta de IL-10 e IL-1p também j& foi observada em modelos experimentais
de sepse, onde a auséncia de C5 resulta em menor sintese de ambas as citocinas (Flierl et al.,
2008).

Os niveis de TNF, IL-6, IL-10, 1L-12p40 e IL-12p70 no rim dos camundongos B6 C5
também sdo menores que o observado nos camundongos C5* (Figuras 27 e 28), sugerindo
que a auséncia de C5 no rim de animais C57BI/6 pode acarretar nos mesmos efeitos

observados no figado dos camundongos infectados pela LPF. Camundongos previamente
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tratados com antagonistas de C5aR submetidos a processo de inflamacao estéril dos membros
anteriores apresentam menores concentragcbes de TNF-a, IL-1p e IL-6 que os animais ndo
tratados (Clark et al., 2006). Entretanto, em oposi¢do ao que esperdvamos, camundongos A/J
C5 possuem maiores concentracdes de TNF e IL-6 no rim que os animais C5" (Figura 27A e
B). Esse aumento da concentragdo de citocinas na auséncia de C5 também foi observado em
modelos de infeccdo com C. albicans (Mullick et al., 2011) e de asma (Lajoie et al., 2010).
Camundongos A/J, naturalmente C5 deficientes, e camundongos B6 deficientes para C5 ou
C5aR apresentam maiores concentracOes de diferentes citocinas no soro que camundongos C5
e/ou C5aR suficientes, entre elas IL-6, quando infectados com C. albicans (Mullick et al.,
2011). Camundongos A/J C5™ e Balb/C C5aR deficientes também produzem maiores niveis de
IL-23 que camundongos C3H/HeJ e Balb/C C5 suficientes, respectivamente (Lajoie et al.,
2010).

Assim como observado em outros trabalhos (Chassin et al., 2009; da Silva et al.,
2012), foram encontradas lesbes hepaticas nos camundongos infectados, sendo evidente o
aumento do numero de celulas de Kipffer nos sinusoides e o surgimento de infiltrados
leucocitarios no figado (Figuras 31 e 32). Outras lesbes como éareas de necrose e
destrabeculacdo dos hepatdcitos também foram observadas, embora em menor frequéncia.
Também foram encontradas celulas mitoticas nas quatro linhagens infectadas, indicando
lesbes hepatocelulares mesmo nos animais onde ndo foram detectadas regides necrosadas
(Figuras 31B, 32C e 32F). As leptospiras sdo capazes de infectar hepatdcitos, ocasionando a
ativacdo do processo de apoptose (Merien et al., 1998). Embora tenha sido detectado um pico
de apoptose no segundo dia apds o contato das leptospiras com os hepatécitos (Merien et al.,
1998), esse resultado é observado por varios dias, facilitando a observacdo de ceélulas
mitoticas em todas as linhagens até o sexto dia para repor a célula perdida.

Diferentes estudos mostram que C5 é importante para o processo de regeneracao
hepética apos diversos tipos de lesdo (Strey et al., 2003). Camundongos C5 deficientes tém
maior sensibilidade a diferentes estimulos e, uma vez lesionados, apresentam maior
dificuldade de recuperacdo (Markiewski et al., 2009; Mastellos et al., 2001). No nosso
trabalho observamos que, ao contrario das demais linhagens, camundongos B6 C5°
apresentam células mitéticas no figado a partir do terceiro dia de infec¢do. C5 € importante
para a sintese e liberacdo de fatores de crescimento no tecido lesionado, estimulando a
proliferacdo celular (Markiewski et al., 2009). O resultado obtido estd de acordo com essa

informacdo, embora C5 s0 tenha sido importante no fundo genético B6. Contudo, além desse
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papel protetor, C5 também é responsdvel por aumentar o grau de lesdo em diferentes modelos
experimentais (Pritchard et al., 2007). Devido a capacidade de C5a estimular e atrair diversos
tipos celulares para o sitio de inflamacgdo (Liu et al., 2013; Mashruwala et al., 2011; Mollnes
et al., 2002; Moulton et al., 2007; Snyderman et al., 1971; Ward, Zvaifler, 1971), o potencial
de lesdo tecidual é aumentado na sua presenca. A observacao das lesdes hepaticas refletem
isso quando analisamos somente o fundo genético B6. Animais B6 C5" apresentaram maior
variedade de lesdes e em maior intensidade que animais B6 C5°, sugerindo maior protecéo
desse 6rgdo na auséncia de C5. E conhecido que camundongos B6 possuem um perfil
imunolégico mais pré-inflamatério que camundongos A/J (Caspi, 2002; Mills et al., 2000), o
que pode explicar o fato de ndo serem encontradas diferencas nas lesdes observadas no figado
de camundongos A/J C5" e A/J C5'.

A deteccdo de LPF no figado dos camundongos ndo mostrou diferencas significativas
entre as linhagens, independentemente de haver ou ndo expressdo de C5, nem entre os dias de
infeccdo. Devido as variagdes da marcacdo entre os camundongos, serdo realizadas reacdes de
RT-PCR para determinar com maior precisdo se ha diferenca entre as linhagens e entre
animais C5" e C5™ na capacidade de eliminar a LPF.

Mesmo sendo linhagens de camundongos resistentes a leptospirose, foi possivel
observar leses pulmonares devido a infeccdo, sendo as lesdes semelhantes ao observado por
da Silva et alii (2012). Com excecdo de um camundongo que apresentou hemorragia
pulmonar, a lesdo predominante foi caracterizada pelo espessamento do septo alveolar,
podendo ocorrer em uma regido isolada do pulmédo ou estar distribuida ao longo do corte
histolégico. A linhagem A/J foi a Unica que apresentou melhora da lesdo pulmonar no sexto
dia de infeccdo, enquanto nas demais linhagens, principalmente com fundo genético B6,
foram encontrados camundongos com lesdes pulmonares. Devido a presenca de lesGes
pulmonares esperdvamos que houvesse grande quantidade de LPF nos septos alveolares. No
entanto, isso ndo se confirmou por imunohistoquimica, ndo sendo as lesdes causadas
diretamente pelas leptospiras.

O baco dos camundongos mostrou ser um local de muita atividade celular durante a
infeccdo. Além do seu crescimento em ambas as linhagens (Figura 20), foi mostrado ser um
Orgdo bastante ativo na eliminacdo das leptospiras da circulacdo, sendo encontrado tracos da
LPF principalmente na polpa vermelha, onde estdo situados os macrdéfagos responsaveis pela
fagocitose de antigenos presentes no sangue. A polpa branca teve alteracdes que mostraram

primeiramente a ativacdo e proliferagdo dos linfécitos B presentes em sua periferia, indicando
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0 inicio de uma resposta dependente de anticorpos, que posteriormente muda para uma
resposta inflamatoria com perfil Thl ao haver proliferacdo dos linfocitos T presentes ao redor
da artéria centrofolicular. Também foi notado que, quanto maior a atividade da zona T do
baco, menor era a presenca de leptospiras neste 6rgdo, sugerindo uma associacdo entre a
atividade desse 6rgdo e a velocidade com que as leptospiras séo eliminadas do organismo.

Por fim, ndo foi possivel observar lesdes renais nem detectar leptospiras no rim dos
camundongos em nosso modelo experimental. Apesar de ser um 6rgdo importante para a
infeccdo por ser um local onde a leptospira se fixa e é eliminada com a urina, aparentemente
elas ndo conseguiram colonizar este érgdo na primeira semana de infec¢cdo, sendo possivel
que, para o sorovar utilizado em nosso laboratério, sejam necessarios mais dias para ela
atingir o rim.

Nossos resultados mostraram que, neste modelo de infeccdo com L. interrogans, a
influéncia exercida pelo fundo genético dos camundongos e pelo tempo de infec¢do sobre as
variacOes da resposta imune é preponderante em relacdo a presenca ou auséncia de C5 no
organismo. Devido as diferentes acOes desempenhadas por C5, sua auséncia acarretou em
mudangas em alguns parametros, como a reducio das porcentagens de linfocitos T CD4" e
T CD8" na circulagdo periférica, que podem levar a maiores dificuldades desses camundongos
em responder a infeccbes por outros patdgenos. Contudo, esta variagdo ndo alterou
significativamente a capacidade dos camundongos em controlar a infecgdo causada pela LPF,

sugerindo uma importancia menor de C5 neste modelo de infeccéo.
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6 CONCLUSOES

O protocolo utilizado para preparar os indculos contendo LPF mantém a capacidade
dessas bactérias em causar sintomas clinicos da doenca nos hamsters, animais susceptiveis a
infecgdo, e alteracOes fisiologicas nas quatro linhagens de camundongos utilizadas nesse
projeto.

O acompanhamento dos camundongos por seis dias permitiu uma melhor observacéo
das variagdes entre os animais infectados daqueles inoculados com PBS, sendo por isso
escolhido para o experimento com 0s congénicos ao invés do modelo de trés semanas de
infeccao.

A infeccdo com 1,5 x 10® LPF mostrou diferencas relacionadas aos fundos genéticos
AlJ e B6, a presenca ou auséncia de C5 e a ambos. Os parametros que sofreram maior
influéncia de C5 foram:

1. Linfécitos T CD4": camundongos B6 C5  possuem menor porcentagem dessas

células na circulacio periférica que camundongos B6 C5*;

2. Linfocitos T CD8": camundongos C5  possuem menor porcentagem dessas células
na circulacio periférica que camundongos C5*, independente do fundo genético;

3. Linfocitos T CD8" ativados: a reducio da porcentagem dessas células na
circulacdo periférica é mais rapida nos animais C57;

4, Concentracdo de citocinas: Camundongos B6 C5" tém maior concentracio de
TNF, IL-6, IL-10, 1L-12p40 e IL-12p70 no rim que camundongos B6 C5’,
enquanto animais A/J C5 apresentam maiores concentracfes de TNF e IL-6 no
rim que A/J C5". Camundongos C5 também possuem menores niveis 1L-1p, IL-
10, IL-12p40 e IL-12p70 no figado no sexto dia de infeccéo;

5. Les3o hepatica: Camundongos B6 C5° desenvolvem lesGes mais intensas no
terceiro dia que camundongos B6 C5°, sendo 0s Unicos a apresentar areas de
necrose e células mitéticas no terceiro dia de infecgéo.

A concentracdo de leucdcitos na circulacdo periférica permaneceu constante nos
camundongos B6, reduzindo no terceiro dia apenas nos camundongos A/J,
independentemente de C5. Para nossa surpresa, diminuiu a porcentagem de neutréfilos
durante a infeccdo em A/J e B6, independente de C5, enquanto a porcentagem de mondcitos
aumentou no terceiro dia de experimento em todas as linhagens. A porcentagem de linfocitos
B aumentou apenas nos camundongos B6, permanecendo constante nos camundongos A/J,

independente de C5.
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O desenvolvimento de esplenomegalia aconteceu independentemente de C5, sendo
mais intensa no terceiro dia de infec¢do nos camundongos B6.

Camundongos A/J, independente de C5, apresentaram elevacdo da concentragdo de
ALT no soro, enquanto apenas camundongos A/J C5" tiveram aumento dos niveis séricos de
AST. A concentragdo de ureia no soro estava reduzida no terceiro dia de infeccdo em todas as
linhagens, sendo parcialmente restabelecida no sexto dia. A concentragdo de acido Urico
aumentou significativamente no sexto dia nos camundongos B6, independentemente de C5.

Somente camundongos A/J apresentaram aumento significativo das concentragdes de
TNF-a, IFN-y e IL-6 no soro no terceiro dia de infeccdo, independente de C5.

O figado e o bago foram os principais érgdos afetados pela infeccdo com LPF. Todas
as linhagens tiveram individuos com aumento do nimero de células no sinusdides hepéticos e
desenvolvimento de infiltrados leucocitérios e de células mitoticas, um indicativo de leséo
hepatocelular seguida de regeneracao tecidual. O bagco mostrou uma tendéncia de ativacao da
regido perifolicular, rica em linfécitos B, com posterior ativacdo da regido centrofolicular, rica
em linfocitos T, permanecendo as duas regifes bastante ativas no sexto dia de infeccdo. A
deteccdo de LPF nesses orgdos foi bastante intensa. Contudo, ndo foi possivel detectar
diferencas significativas na quantidade de leptospiras entre camundongos A/J e BS6,
independente de C5, sendo necessaria a realizacdo de reacdes de RT-PCR para afirmar se ha
ou nao diferenca na capacidade das diferentes linhagens de camundongos em eliminar aLPF
do organismo.

Todas as linhagens desenvolveram lesdes pulmonares durante a infec¢do. No entanto,
da mesma forma que no rim, que ndo apresentou alteracGes histopatologicas, ndo foram

detectadas leptospiras no pulmao.
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To investigate the in vivo role of complement component C5 it is common to compare the inflam-
matory response between C5-normal and C5-deficient inbred mice strains. Nevertheless, it should be
expected that differences in the genetic backgrounds between those strains may affect several physio-
logical parameters, complicating the correct interpretation of results. The use of congenic mice, developed
by backcrossing, is therefore preferred. Still, several physiological parameters may be distinctive in the
Keywords: nrom'rlal and deficient strains and therefore require careful analysis before animals are selected for inves-
Complemﬁntsystem tlgatmn.VWE generated tyvn congenic mouse strains: C57BL/6 [BE} C5-, derived frﬂm the parentalVEE
cs C5* strain and Af] C5* mice derived from the parental A/] C5~ strain. After confirmation by nucleotide
sequencing, immunodiffusion and hemolytic activity analysis, several basal physiological parameters

Cholesterol

Triglycerides were analyzed in the congenic and parental strains before antigen exposition. Serum levels of liver ala-
Liver enzymes nine aminotransferase, alkaline phosphatase, albumin, triglycerides, cholesterol and uric acid were found
Albumin to be different in C5-sufficient and C5-deficient mice from one or both genetic backgrounds (B6 and/or

A/]). On the other hand, serum levels of liver aspartate aminotransferase, glucose and urea were not
affected by the presence of C5 in either strain. Furthermore, in some cases, C5-dependent variations in
these parameters were more evident in mice of the same gender. We conclude here that C5-deficient
mice strains may present distinct systemic behaviors which should be taken in consideration before
differences in the immune responses are attributed solely to the lack of circulating C5.
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1. Introduction

The complement system is important for the innate and
acquired immune response and the component C5 is essential for
complement activation mediated by classic, alternative and lectin
pathways [1]. C5 may be cleaved by C5-convertase and generates
fragment C5a (which binds to cell membrane receptors C5aR and
C512) and fragment C5b. The clinical importance of this compo-
nent is evident from the observation that C5 deficient patients
are highly susceptible to develop recurrent and severe infections
mainly caused by microorganisms such as Neisseria meningitidis
[2,3]. Several research groups investigate the biological roles of C5-
derived moleculesin vitro and in vivo in the inflammatory response,
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visioning possible therapeutic applications to control important
pathologies triggered by the complement system [4].

Al]l,A/He, AKR,DBA/2, NZB/B1N and B10.D2/oSn mice strains are
C5 deficient due to a 2 nucleotide (TA) deletion close to the 5’ end
of exon 7 in the c¢5 gene [5,6] located on chromosome 2 [7]. This
mutation generates a premature stop codon (TAG) located 4 bases
after the deletion site which explains the lack of C5 in these mice.

To evaluate the in vivo role of C5 in the immune response, many
experiments are usually performed in inbred mice strains with nor-
mal levels of C5 (ex: C57BL/6, BALB/C, DBA/1 and B10.D2/nSn) and
compared to C5 deficient strains. However, differences in genetic
background may possibly affect the correct interpretation of data.
To circumvent this limitation, some studies have employed con-
genic mice strains in which a mutant (or wild type) ¢5 gene is
introduced after several rounds of backcrossing with the parental
strain [8-10]. The use of congenic mice strains based on C57BL/6
or Af] backgrounds have explored different biological phenomena
such as the immune response to infectious diseases [11-13], bone
marrow cellular composition [14] and drug-induced psychomotor
activities [15].



