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RESUMO 

 

PRADO, L. G. Avaliação da transição epitélio-mesenquimal em células HK-2 e 
fibrose renal em modelo murino de infecção por Leptospira interrogans. 2022. f. 
91. Tese - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2023. 

 

 A leptospirose é uma zoonose negligenciada distribuída mundialmente, que acomete 

seres humanos e animais. A doença clínica é caracterizada por febre, mialgia, 

cefaleia, injúria renal aguda, hemorragia pulmonar e morte. Em animais considerados 

reservatórios, ratos e camundongos, a doença ocorre de forma branda ou sem 

sintomas e a Leptospira é capaz de se manter nos túbulos contorcidos proximais dos 

rins desses animais. A fibrose é um dos sinais presentes nos rins de animais e seres 

humanos após a ocorrência de leptospirose aguda. A transição epitélio mesenquimal 

é um processo no qual células epiteliais adquirem características mesenquimais, 

como produção de proteínas de matriz extracelular, produção de mediadores 

inflamatórios e capacidade de migração. Células HK-2 imortalizadas derivam do 

túbulo contorcido proximal de rins humanos, e, são consideradas bons modelos 

experimentais para se estudar respostas fisiológicas e patológicas de alterações 

renais. Camundongos são modelos animais amplamente utilizados para se estudar 

infecção crônica por Leptospira, uma vez que se mantêm infectados, apesar de não 

desenvolverem leptospirose clínica. O objetivo desse trabalho foi avaliar as vias de 

comunicação celulares envolvidas na indução da transição epitélio mesenquimal em 

células HK-2 e a ocorrência da transição e fibrose nos rins de camundongos 

cronicamente infectados por Leptospira interrogans. As vias do TGF-B1, Wnt/B-

catenina e do NF-kB são ativadas durante a infecção de células HK-2 por Leptospira 

interrogans, demonstrado pela translocação de pSmad2 para o núcleo das células 

HK-2 e aumento da concentração de β-catenina no interior do núcleo destas células. 

A ocorrência de transição epitélio-mesenquimal em células HK-2 após a infecção por 

L. interrogans foi avaliada e confirmada por meio de análises moleculares, 

constatando um aumento significativo da produção de proteínas matriz extracelular, 

como a fibronectina, e morfológicas com aquisição de morfologia celular compatível 

com células mesenquimais. Além disso, a infecção também leva a alterações 

metabólicas nestas células como o 



acúmulo de gotículas de lipídeos no citoplasma das células e provável redução da 

ativação da autofagia. Em camundongos, a infecção por Leptospira interrogans induz 

à ativação da transição epitélio mesenquimal em células epiteliais dos túbulos 

contorcidos proximais e à fibrose leve após 60 dias de infecção por dois sorovares 

distintos. A infecção por Leptospira interrogans é capaz de induzir transição epitélio 

mesenquimal in vitro e in vivo, e em modelo murino pode ser considerada como uma 

das formas de indução de fibrose e inflamação renal. Estudos conduzidos para se 

entender melhor o papel da transição epitélio mesenquimal em leptospirose crônica 

podem ajudar na seleção de tratamentos farmacológicos a fim de se reduzir a 

possibilidade de fibrose renal e doença renal crônica em pacientes acometidos pela 

doença. 

 

Palavras-chave: Transição epitélio mesenquimal. Leptospirose. Fibrose renal. 

Comunicação celular. Células HK-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

PRADO, L. G. Evaluation of epithelial-mesenchymal transition in HK-2 cells and 
renal fibrosis in the murine model of infection by Leptospira interrogans. 2022. 
91 f. Thesis - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2023. 

 

Leptospirosis is a neglected and widely distributed zoonosis that affects humans and 

animals. Clinical disease is characterized by fever, myalgia, headache, acute kidney 

injury, pulmonary hemorrhage, and death. In reservoir hosts, such as mice and rats, 

there is a mild to unapparent disease, and leptospires remain in the proximal 

convoluted tubules. Fibrosis is one of the signs observed in chronic disease in reservoir 

hosts and humans. Epithelial-to-mesenchymal transition is a process in which 

epithelial cells acquire mesenchymal features, with extracellular matrix proteins 

overproduction, inflammatory cytokines production, and capacity of migration. HK-2, 

an immortalized kidney human cell line from proximal convoluted tubules, is 

considered a good cellular model to study physiological and pathological processes 

underlying renal diseases. Mice are widely used as models of chronic leptospirosis, 

because they maintain the infection despite the resistance to acute infection. The aim 

of this thesis was to assess cellular communication pathways involved in epithelial-to-

mesenchymal transition in HK-2 cells, and kidney fibrosis in mice chronically infected 

by Leptospira interrogans. TGF-β1, Wnt/β-catenin and NF-κB are activated during HK-

2 infection by Leptospira interrogans, which are confirmed by nuclear translocation of 

pSmad2 of HK-2 cells and increase in β-catenin inside cells’ nucleus. Epithelial-to-

mesenchymal transition occurrence after L. interrogans infection was evaluated and 

confirmed by molecular analysis, in which it was possible to evidence an increased 

production of extracellular matrix proteins, such as fibronectin, and the acquisition of 

mesenchymal features. Besides, the infection also leads to metabolic alterations and 

to lipid droplets accumulation in the cytoplasm, and a possible reduction in autophagy. 

In mice, the infection induced epithelial-to-mesenchymal transition in tubular epithelial 

cells and fibrosis after 60 days of infection by two different serovars. Infection by 

Leptospira interrogans is capable to induce epithelial-to-mesenchymal transition in 

vitro and in vivo and may be considered as a fibrosis and inflammation inductor in mice. 

Studies aiming to better understand the role of 



epithelial-to-mesenchymal transition in chronic leptospirosis may help the 

development of pharmacological treatment to reduce the occurrence of kidney fibrosis 

and chronic kidney disease in leptospirosis-cured patients. 

 

Keywords: Epithelial-to-mesenchymal transition. Leptospirosis. Kidney fibrosis. 

Cellular communication. HK-2 cells. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A leptospirose é uma zoonose negligenciada amplamente distribuída, que 

acomete todos os vertebrados. Atualmente são descritas 66 espécies, agrupadas 

quatro subclados. Os subclados P1 e P2 são compostos pelas espécies patogênica, 

capzes de causar doença clínica nos hospedeiros susceptíveis. 

Em seres humanos a doença é caracterizada pelo aparecimento de sintomas 

inespecíficos como cefaleia, mialgia e febre, podendo evoluir para quadros mais 

graves como hemorragia pulmonar, injúria renal aguda e morte. Quadros graves 

ocorrem entre 5 e 20% dos pacientes que apresentam sintomatologia para a doença. 

Raramente, seres humanos que se recuperam da doença após tratamento podem se 

tornar cronicamente infectados pelo patógeno, que fica alojado nos rins destes 

pacientes, mas a ocorrência da liberação intermitente de Leptospira por pacientes 

cronicamente infectados também já foi descrita, o que pode ocasionar contaminação 

e manutenção da doença em ambientes que favoreçam a sobrevivência da bactéria.  

Em animais, como bovinos e suínos, há também o surgimento de sinais clínicos 

da doença. Além daqueles já citados, problemas reprodutivos como aborto, 

natimortalidade e nascimento de animais fracos, redução da produção leiteira e 

descarte precoce de animais também são elencados como importantes sinais a serem 

observados em rebanhos comerciais, o que acarreta perdas financeiras para o 

produtor. 

Os roedores são considerados hospedeiros reservatórios da doença. 

Destacam-se o camundongo (Mus musculus) e os ratos (Rattus novergicus e Rattus 

rattus), por serem resistentes à doença clínica e por seus hábitos sinantrópicos. Após 

a infecção dos hospedeiros reservatórios, há replicação bacteriana e leptospiremia, e 

após três a cinco dias as bactérias são encontradas colonizando os rins destes 

animais. Ocorre liberação intermitente de Leptospira pela urina dos roedores, com 

consequente contaminação ambiental e manutenção da doença.  

Países tropicais em desenvolvimento apresentam maiores prevalências de 

leptospirose, pois há maior concentração de ambientes úmidos, sujeitos a 

alagamentos. Falta de saneamento básico e acesso à atenção básica em saúde são 
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fatores de risco para ocorrência da doença. Atualmente, há uma crescente 

preocupação sobre a ocorrência de leptospirose crônica e a possibilidade do 

desenvolvimento de doença renal crônica em pacientes infectados por Leptospira. A 

injúria constante e alterações locais parecem induzir transição epitélio-mesenquimal 

(EMT) em células de túbulos contorcidos proximais. Além disso, alterações 

metabólicas e no fluxo autofágico em células epiteliais renais são descritos como 

fatores indutores de EMT em modelos in vitro e in vivo de fibrose renal. 

A EMT é um processo celular caracterizado pela aquisição de características 

de células mesenquimais pelas células epiteliais. Durante o processo de transição há 

expressão de genes relacionados à maior produção de proteínas de matriz 

extracelular, alteração da morfologia da célula, que passa a apresentar-se fusiforme, 

e maior expressão de fatores de transcrição de EMT. Há um espectro de transição, 

no qual as células podem adquirir totalmente características mesenquimais ou 

realizarem EMT parcialmente. Nestes casos há também a produção de citocinas pró-

inflamatórias pelas células. 

Células dos túbulos contorcidos proximais dependem exclusivamente de β-

oxidação para obtenção de energia, por meio da produção de ATP. Esta singularidade 

garante que a grande concentração de glicose reabsorvida pelas células seja 

translocada de volta para a circulação sanguínea, sem alterar o funcionamento correto 

das células. Quando expostas cronicamente a insultos extracelulares, como a 

hiperglicemia presente na diabetes mellitus, há alteração do metabolismo celular, com 

aumento da utilização de glicólise para obtenção de energia, podendo levar a célula a 

realizar EMT. Outros insultos, como a infecção por patógenos intra ou extracelulares 

também são fatores desencadeantes para a ocorrência de EMT em células epiteliais 

renais ou de outros tecidos. 

As vias do Fator de Crescimento Transformante β1 (TGF-β1) e Wnt/β-catenina 

são descritas como importantes na indução e ativação de respostas celulares 

envolvidas na EMT. Quando cronicamente ativada, a via do TGF-β1 tem função pró-

fibrótica, caracterizada pela ativação de proteínas efetoras conhecidas como Smads 

e a expressão de genes responsáveis pela produção de proteínas de matriz 

extracelular, como a fibronectina, e repressão de genes de proteínas responsáveis 

pela adesão célula-célula, como a e-caderina. A β-catenina também possui função na 
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adesão célula-célula e está intimamente relacionada à e-caderina. Insultos que levem 

à degradação de e-caderina podem levar à ativação não canônica da via do Wnt/β-

catenina, com a liberação de β-catenina não fosforilada, que possui função de fator de 

transcrição, levando à expressão de genes também relacionados à produção de 

proteínas de matriz extracelular e de metaloproteases (MMP), especialmente a MMP7. 

Danos diretos à mitocôndria podem levar a alteração no metabolismo celular, 

se a ocorrência do insulto permanecer por tempos maiores que a capacidade de 

regulação celular. A autofagia é um processo celular responsável pela manutenção 

da homeostasia celular e destruição de organelas e proteínas citoplasmáticas 

lesionadas. Além disso, a autofagia também é utilizada pelas células como forma de 

eliminação de patógenos presentes em vacúolos de fagocitose ou endocitose. Sabe-

se que há uma interação íntima entre a autofagia e o metabolismo lipídico, sendo que 

a inibição do fluxo autofágico leva a um acúmulo de ácidos graxos no citoplasma, sob 

a forma de gotículas de lipídeos. Patógenos intra e extracelulares são capazes de 

subverter tanto o fluxo autofágico quanto inibir a β-oxidação, e tais eventos podem 

desencadear a indução e ativação de EMT. 

A presente tese tem por objetivo avaliar as vias de comunicação celulares 

envolvidas no processo de EMT induzido pela infecção de células HK-2 e a ocorrência 

de EMT em células de túbulo contorcido proximal de camundongos infectados por 

Leptospira interrogans, mediados pela ativação de vias de comunicação celular como 

TGF-β1, Wnt/β-catenina e NF-κB, levando ao aumento da produção de proteínas de 

matriz extracelular e desequilíbrio na homeostase celular, especialmente no 

metabolismo lipídico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Foram realizadas pesquisas nas principais bases de dados disponíveis para 

realização do levantamento bibliográfico, utilizado para compreensão dos temas 

abordados na tese. 

2.1 Leptospira spp. e leptospirose 

 

A leptospirose é uma doença infecciosa e zoonótica. Atualmente o número de 

casos vem aumentado em todo o mundo, sendo considerada uma doença emergente 

ou reemergente em países desenvolvidos, como nos da Europa, e uma doença 

endêmica e negligenciada em países em desenvolvimento, como países do leste 

Asiático, Américas Central e do Sul (ALLAN et al., 2015; CASSADOU et al., 2016; 

MARTELI et al., 2020; REIS et al., 2008; TORGERSON et al., 2015; YANG et al., 

2015). A infecção é causada por bactérias patogênicas do gênero Leptospira que 

possuem características únicas, como seu formato fino e alongado, alta motilidade, a 

presença de dois endoflagelos e a composição de sua parede celular (ADLER, 2015; 

GIBSON et al., 2020; HOLZAPFEL et al., 2020; MURRAY et al., 2010; WUNDER et 

al., 2016). 

Bactérias do gênero Leptospira pertencem ao filo Spirochaete, que possui 

outros gêneros de bactérias causadores de doenças em seres humanos e animais, 

como a sífilis (Treponema pallidum), doença de Lyme (Borrelia burgdorferi) e 

espiroquetoses intestinais (Brachyspira aalborgi e Brachyspira pilosicoli). Atualmente 

são descritas 66 espécies dentro do gênero Leptospira, que estão agrupadas entre 

espécies saprófitas ou de vida livre (subclados S1 e S2), intermediárias (subclado P2) 

e patogênicas (subclado P1) (ADLER, 2015; CAIMI; RUYBAL, 2020; CASANOVAS-

MASSANA et al., 2021; GUPTA; MAHMOOD; ADEOLU, 2013; LEE et al., 1993; 

RADOLF et al., 2012; VINCENT et al., 2019). 

A presença de lipopolissacarídeos (LPS) na membrana, característica 

exclusiva de bactérias Gram-negativas, é considerada um fator de virulência e de 

escape ao sistema imune inato. Diferenças na composição do LPS de leptospiras, 

como a metilação de um fosfato, e no tamanho da molécula fazem com que seja 

menos endotóxico e menos reconhecido pelos receptores de reconhecimento de 
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padrões (Pattern Recogntion Receptors – PRRs), respectivamente (BONHOMME et 

al., 2020; MURRAY et al., 2010; QUE-GEWIRTH et al., 2004).  

Além disso, o LPS é responsável pela classificação sorológica das espécies de 

Leptospira em sorovares. Essa classificação é baseada na heterogeneidade estrutural 

do LPS da parede celular bacteriana. A classificação sorológica é baseada na 

aglutinação mediada pela formação de complexos antígeno-anticorpo quando a 

bactéria é exposta a um soro específico (BROWN et al., 2003; COSATE et al., 2017). 

Análises moleculares do locus responsável pela codificação do LPS de L. interrogans 

sorovar Hardjo e L. borgpetersenii sorovar Hardjo revelaram uma homologia de até 

99%, o que demonstra que, apesar de serem espécies diferentes possuem LPS 

idênticos (ADLER, 2015; DE LA PEÑA-MOCTEZUMA et al., 1999; VINCENT et al., 

2019). 

A infecção pela Leptospira, independentemente do hospedeiro, se dá por 

abrasões cutâneas ou por meio de membranas mucosas. A partir do local de entrada 

do patógeno, ele se dissemina no organismo do hospedeiro pela via hematogênica, 

alcançando os órgãos-alvo, como fígado, pulmões e rins. Cada hospedeiro responde 

diferentemente à infecção e esta resposta está relacionada à espécie do hospedeiro, 

se susceptível ou resistente, à idade, nutrição e condição de saúde. Estes fatores 

podem determinar a ocorrência de casos brandos ou graves da doença (ADLER, 

2015; BHARTI et al., 2003; DUARTE-NETO et al., 2019; SEGURO; ANDRADE, 2013; 

SPICHLER et al., 2008). 

Os sinais clínicos da doença em seres humanos podem variar de sintomas 

leves e semelhantes aos da gripe, como febre, mialgia, dores de cabeça, náusea e 

vômitos, ou evoluir para quadros mais graves como icterícia, injúria renal aguda, 

síndrome hemorrágica pulmonar e morte por choque séptico e falência múltipla dos 

órgãos (DIAS et al., 2007; DUARTE-NETO et al., 2019; GOUVEIA et al., 2008). 

Pacientes que se recuperam da fase aguda da doença podem se livrar da infecção, 

seja por meio de tratamento antibiótico ou pela ação do sistema imune, ou se tornarem 

doentes crônicos, com a presença do patógeno nos rins por até dois anos após a fase 

aguda da doença (BRETT-MAJOR; COLDREN, 2012; SUPUTTAMONGKOL et al., 

2004; YANG, 2018; YANG et al., 2015).  
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A infecção crônica por Leptospira é marcada pela presença do patógeno nos 

rins e pela ocorrência de fibrose renal, leve a moderada (CHOU et al., 2021; FANTON 

D’ANDON et al., 2014; NAIR et al., 2021; YANG, 2007, 2018). Fibrose, seja renal ou 

em outros tecidos, é caracterizada pelo aumento de produção e deposição de 

proteínas da matriz extracelular (MEC) no espaço intersticial, principalmente de 

colágenos do tipo I e IV e fibronectina (BÜLOW; BOOR, 2019; HUMPHREYS, 2018; 

MIZUNO; MATSUMOTO; NAKAMURA, 2001; TIAN et al., 2006, 2011; ZUO; LIU, 

2018). Em modelos murinos de infecção, a leptospirose é considerada crônica 28 dias 

após a infecção, com a presença de bactérias viáveis em túbulos contorcidos 

proximais e fibrose renal intersticial, sem que haja diferenças nos padrões de lesão 

encontrados nos rins, após tempos superiores a 28 dias (CHOU et al., 2021; FANTON 

D’ANDON et al., 2014). 

2.2 Leptospirose crônica versus infecção crônica por Leptospira. 

 

A definição e a real ocorrência de leptospirose crônica em hospedeiros 

susceptíveis são ainda controversas. Há na literatura a descrição e a utilização de 

modelos animais que mimetizam a infecção crônica por Leptospira ainda que o estado 

portador do animais não caracterize doença crônica (FANTON D’ANDON et al., 2014). 

Por outro lado, a descrição de pacientes humanos eliminando a bactéria na urina, 

após aproximadamente dois anos da cura clínica da leptospirose aguda acende a 

discussão sobre a real importância de pacientes humanos com infecção crônica pelo 

patógenos (YANG, 2018; YANG et al., 2015). 

Há uma crescente preocupação no meio médico com a possibilidade da 

indução ou agravamento da doença renal crônica (DRC) após a infecção por 

Leptospira. Em locais onde há alta prevalência da doença, parece haver também um 

aumento do número de casos de DRC. Mas é preciso cautela ao se relacionar ambas 

as doenças, já que outros fatores, ambientais ou infecciosos, podem também estar 

relacionados aos aumentos dos casos de DRC. Além disso, países em que os casos 

de leptospirose são raros, também relatam um aumento significativo nos diagnósticos 

de DRC (BIKBOV et al., 2020; JHA et al., 2013; YANG, 2018).  

 



29 
 

2.3 Transição epitélio mesenquimal 

 

De acordo com o consenso sobre definições para pesquisa em transição epitélio 

mesenquimal (YANG et al., 2020) este evento é definido como “um processo durante 

o qual as células epiteliais adquirem fenótipos mesenquimais seguidos de repressão 

de características epiteliais” (YANG et al., 2020). A EMT pode ocorrer de forma 

completa ou parcial, e os fenótipos encontrados entre epitelial e mesenquimal, 

recebem a classificação de EMT parcial (NIETO et al., 2016). 

A ocorrência de EMT na vida extrauterina está descrita em duas patologias 

importantes: câncer e fibrose tecidual (PRADO; BARBOSA, 2021). Durante a injúria, 

direta ou indireta, de células de túbulos contorcidos proximais, há ativação da via e a 

expressão de fatores de transcrição exclusivos de EMT como ZEB1, ZEB2, Snail1, 

Snail2, Twist1, que irão determinar as alterações fenotípicas características do 

processo (GRANDE et al., 2015; LEBLEU et al., 2013; LOVISA et al., 2015; VEGA et 

al., 2004; YANG et al., 2020). EMT e suas possíveis formas intermediárias parecem 

estar diretamente relacionadas com a ocorrência de fibrose em diferentes órgãos, 

inclusive nos rins (NIETO et al., 2016). 

Muitos são os mecanismos descritos que levam à ativação de EMT, como a via 

do TGF-β1, do Wnt/β-catenina, da Renina-angiotensina-aldosterona, da interleucina 6 

e do Notch1 (ABAURREA; ARAUJO; CAFFAREL, 2021; KATSUNO; DERYNCK, 

2021; LI et al., 2021; PALLASCH; SCHUMACHER, 2020; WANG et al., 2014; YANG; 

DAI; LIU, 2005). O bloqueio da ação dos fatores de transcrição de EMT e a utilização 

de fatores de crescimento antagonistas da ação do TGF-β1 inibem a ocorrência da 

transição em células de túbulo contorcido proximal imortalizadas (YANG; DAI; LIU, 

2005). 

Além das alterações sistêmicas e metabólicas, a infecção por patógenos intra e 

extracelulares também pode desencadear a ativação da EMT. O reconhecimento dos 

padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) pelos PRR das células leva 

à ativação de vias de comunicação celulares que, por meio de intercomunicações, 

levam à ativação das vias supracitadas (HOFMAN; VOURET-CRAVIARI, 2012). A 

infecção pulmonar e renal de suínos e de células epiteliais imortalizadas por 

Heamophilus parasuis levou a um aumento de β-catenina, ruptura das junções 
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aderentes e alterações fenotípicas características de EMT. Tais achados demonstram 

que há participação da via do Wnt/β-catenina na ocorrência de EMT em células 

epiteliais pulmonares e renais de suínos (HUA et al., 2018). 

Outros marcadores importantes das alterações induzidas pela EMT são a redução 

de proteínas envolvidas na adesão célula-célula e o aumento da produção de 

proteínas de matriz extracelular. A redução da expressão e produção de e-caderina e 

o aumento da produção de α-SMA e fibronectina são considerados importantes 

marcadores moleculares de EMT. O estudo conjunto da expressão dos fatores de 

transcrição, das alterações fenotípicas e da produção destes marcadores moleculares 

é essencial para a descrição da ocorrência completa ou parcial de EMT (NIETO et al., 

2016; YANG et al., 2020). 

2.4 Fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-β1) e a regulação pelo fator de     

crescimento de hepatócitos (HGF) 

 

A via do TGF-β1 é constituída pelo ligante do receptor de TGF, os receptores 

TGF-I e TGF-II, e pelas proteínas efetoras, chamadas Smads (Small Mothers Against 

Decapentaplegic). Os receptores de TGF I e II formam complexos heteroméricos após 

a ligação dos ligantes. O receptor de TGF-II possui função de quinase e fosforila 

regiões próximas à membrana citoplasmática interna do receptor de TGF-I. Ao ser 

fosforilado, o receptor de TGF-I é então capaz de fosforilar e ativar os Smads (CHUNG 

et al., 2009; HATA; CHEN, 2016; HU et al., 2018; MENG et al., 2015; PRADO; 

BARBOSA, 2021; XU et al., 2020).  

Os Smads são as proteínas efetoras da via. Existem três tipos diferentes de 

Smads, os ativados pelos receptores (Smads 2 e 3), co-Smad (Smad 4) e os inibidores 

(Smad 7). Após a ativação dos receptores para TGF-β1 há fosforilação do Smad2 e/ou 

Smad3 e a formação de um complexo com Smad4 e translocação para o núcleo  

(BATLLE; MASSAGUÉ, 2019; BUDI; DUAN; DERYNCK, 2017; LAN; CHUNG, 2012).  

O TGF-β1 apresenta ação pró-fibrótica em células dos túbulos contorcidos 

proximais e em outras células renais, como podócitos. Os principais mecanismos 

envolvidos na fibrose renal são o aumento na produção de MEC pelas células 

mesenquimais, a diminuição da ação de enzimas de degradação da MEC e a transição 

epitélio-mesenquimal (FU et al., 2019; GRANDE et al., 2015; IEKUSHI et al., 2010; 
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LIU, 2006; LOVISA, 2021; LOVISA et al., 2015; LOVISA; GENOVESE; DANESE, 

2019; MENG et al., 2015; NIETO et al., 2016). Tian et al. (2006) demonstraram que 

há aumento na produção de colágenos tipos I e IV em células HK-2 após estímulo 

com proteínas de membrana externa de Leptospira santarosai sorovar Shermani. 

Essa resposta foi observada devido à ativação da via do TGF-β1.  

O HGF é um fator de crescimento pleiotrópico secretado principalmente por 

células mesenquimais e sua produção e secreção ocorrem após estímulo pró-

inflamatório (MIZUNO et al., 2000; MOLNARFI et al., 2015; NAKAMURA et al., 2011). 

IL-6, TNF-α e IL-1β conduzem a resposta de fase aguda e estimulam a produção de 

HGF, que age para suprimir a resposta inflamatória (COUDRIET et al., 2010; GONG 

et al., 2008; ITO et al., 2010). A administração de HGF reduz lesões renais em vários 

modelos de roedores com doença renal crônica (DWORKIN et al., 2004; GONG et al., 

2003; INOUE et al., 2003), obstrução ureteral unilateral (MIZUNO; MATSUMOTO; 

NAKAMURA, 2001; YANG; LIU, 2002), e nefropatia diabética (MIZUNO; NAKAMURA, 

2004). Embora a atividade antifibrótica do HGF provavelmente explique a maior parte 

de sua ação benéfica nesses diferentes modelos, a supressão da inflamação renal 

também pode contribuir para o seu papel protetor (GONG et al., 2004, 2008; GONG; 

RIFAI; DWORKIN, 2006a, 2006b). 

 Mizuno et al. (2000) demonstraram que existe um balanço entre a expressão e 

a produção do HGF e do TGF–β1. Utilizando camundongos que apresentam nefrose 

congênita, eles mostraram que quando há um aumento da expressão do TGF-β1, há 

uma diminuição da produção local de HGF. Devido à autorregulação das 

concentrações de TGF-β1 e de HGF no local da lesão, o estudo da ação do HGF 

como regulador da expressão e secreção de TGF-β1 é essencial, uma vez que o 

processo de fibrose renal pode ser controlado ou evitado com a administração 

exógena de moléculas importantes envolvidas, como o HGF ou bloqueadores de TGF- 

β1 (MIYAZAWA, 2010; MOLNARFI et al., 2015; TIAN et al., 2006). Apesar da 

importância desse balanço na fibrose renal, há uma escassez de informações sobre 

o assunto na leptospirose crônica e fibrose associada.  
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2.5 Wnt/β-catenina 

 

 Outra via importante envolvida na ativação de EMT e, consequentemente, 

fibrose, é a via do Wnt/β-catenina. Existem duas formas de ativação desta via, 

chamadas canônica e não canônica. Durante a ativação canônica, há ligação de um 

Wnt solúvel ao receptor frizzled acoplado a uma proteína G. A ativação do receptor 

induz a fosforilação de proteínas adaptadoras que inibem o complexo de destruição, 

liberando a β-catenina não fosforilada livre para translocar ao núcleo e realizar sua 

função de fator de transcrição, levando a expressão dos genes da MMP7, Snail1 e 

redução da expressão do gene do HGF  (DEVAUX; MEZOUAR; MEGE, 2019; KE et 

al., 2017; PRADO; BARBOSA, 2021; ROUTLEDGE; SCHOLPP, 2019; SCHAALE et 

al., 2011; TAN et al., 2014; ZUO; LIU, 2018) 

 Já na ativação não canônica da via, proteases capazes de clivar e-caderina ou 

diretamente a ligação entre a β-catenina e a e-caderina induzem a translocação da β-

catenina não-fosforilada livre para o núcleo da célula, onde, novamente, ela é capaz 

de induzir a expressão de genes como descrito acima (PRADO; BARBOSA, 2021; 

VINCAN, 2008). 

 A ativação da via do Wnt/β-catenina é capaz de induzir a fosforilação e ativação 

de Smad2 e Smad3; assim, a ação de ambas as vias é sinérgica e complementar 

(WANG et al., 2011). Devido a esta interação cruzada entre as vias, as alterações 

fenotípicas de EMT muitas vezes ainda são vistas quando se bloqueia apenas uma 

das vias (PRADO; BARBOSA, 2021).  

 Em células de túbulos contorcidos proximais submetidas a diferentes 

condições, como aumento na concentração de glicose no meio celular e em modelos 

in vivo de indução de EMT, observam-se alterações no metabolismo lipídico que 

parecem ocorrer antes que haja alterações fenotípicas do processo, atuando como 

uma das formas de indução de EMT (XU et al., 2014). 

2.6 Metabolismo lipídico em células epiteliais 

 

O metabolismo de ácidos graxos em células epiteliais se inicia pela captação e 

translocação de ácidos graxos livres na corrente sanguínea para o citoplasma. São 
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três os principais transportadores presentes na membrana citoplasmática: CD36 

(cluster of differentiation 36)  ou translocase de ácidos graxos ((fatty acid translocase 

(FAT)), proteína de ligação a ácidos graxos (fatty acid binding protein (FABP)) e 

proteína de transporte de ácidos graxos (fatty acid transport protein (FATP)) 

(ANDERSON; STAHL, 2013; DIRUSSO et al., 2005; FURUHASHI, 2019; JAY; 

HAMILTON, 2018; LUIKEN; BONEN; GLATZ, 2002; PEPINO et al., 2014; SCHWENK 

et al., 2010). 

O CD36 é uma proteína transmembrana de aproximadamente 88 kDa envolvida 

em inúmeras funções como transporte de ácidos graxos e reconhecimento de padrões 

de patógenos, capaz de reconhecer LPS de Gram-negativas e ácido lipoteicóico de 

Gram-positivas (POMBINHO; SOUSA; CABANES, 2018). Além disso, este receptor 

está envolvido em doenças metabólicas e sistêmicas como aterosclerose, lipidose 

hepática não-alcoólica e diabetes mellitus (HOU et al., 2015; HUA et al., 2015; 

PEPINO et al., 2014; YANG et al., 2017). Há descrição do reconhecimento da LipL32 

por outros receptores da mesma família do CD36, os scavengers receptors, 

demonstrando a possibilidade da participação do CD36 no reconhecimento, 

fagocitose e resposta imune contra a infecção por Leptospira (POMBINHO; SOUSA; 

CABANES, 2018).  

Os receptores FABP e FATP são duas famílias distintas de receptores de 

ácidos graxos. FABP possui maior afinidade por ácidos graxos de cadeia longa e essa 

afinidade aumenta à medida que a hidrofobicidade dos ácidos graxos também 

aumenta. São nove os FABP já descritos, que atuam principalmente como 

chaperonas, facilitando a entrada dos ácidos graxos no citoplasma. Já os receptores 

FATP são uma família com seis diferentes transportadores já descritos. Eles são 

proteínas integrais de membrana e funcionam adicionando um grupo acil ao ácido 

graxo, passo inicial no processo de β-oxidação destas moléculas (ANDERSON; 

STAHL, 2013; DIRUSSO et al., 2005; FURUHASHI, 2019; GORBENKO et al., 2010; 

HOU et al., 2015; HUA et al., 2015; JAY; HAMILTON, 2018; LUIKEN; BONEN; GLATZ, 

2002; MARÉCHAL et al., 2018; MELTON et al., 2013; PEPINO et al., 2014; 

POMBINHO; SOUSA; CABANES, 2018; SATO; COBURN, 2017; SILVERSTEIN; 

FEBBRAIO, 2010; STORCH, 1993; STORCH; MCDERMOTT, 2009; YANG et al., 

2017). 
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Após sua entrada na célula, as moléculas de ácidos graxos passam por uma 

série de reações, catalisadas por enzimas. Inicialmente, há a ligação de uma molécula 

de acil-CoA, reação catalisada pela ácido graxo acil-CoA sintetase. Ácidos graxos de 

cadeias muito longas devem passar por uma rodada de reações em peroxissomos, 

antes de serem ativados pela ácido graxo acil-CoA sintetase. Já na membrana externa 

mitocondrial, a enzima Carnitina Palmitoil Transferase 1A (CPT1A) é responsável pela 

translocação da molécula, adicionando uma molécula de carnitina, gerando ésteres 

de acylcarnitina. Em seguida, a enzima Carnitina Acilcarnitina Transferase (CACT), 

realiza a transferência de um ester de acilcarnitina por uma carnitina livre para a matriz 

mitocondrial. Por fim, a enzima Carnitina Palmitoil Transferase 2 (CPT2) catalisa a 

importação de ácido graxo acyl-CoA para a membrana interna da mitocôndria, 

transferindo os grupos acil dos ésteres de acilcarnitina, gerando ésters de acil-CoA. 

Na matriz mitocondrial, acil-CoA é clivada para formar ácido graxo-acil-CoA, por meio 

de β-oxidação, e então entra no ciclo dos ácidos tricarboxílicos, para geração de ATP 

pelas células (ADEVA-ANDANY et al., 2019; BERNDT et al., 2019; GEWIN, 2021). 

Patógenos intra e extracelulares são capazes de subverter e utilizar o aparato 

celular para obtenção de energia por meio de β-oxidação para sobrevivência no 

interior da célula, ou em proximidade com as células, levando a danos celulares, como 

redução do funcionamento mitocondrial e acúmulo de gotículas de lipídeos no 

citoplasma, além de induzirem inibição ou ativação do processo de autofagia, descrito 

como intimamente ligado ao metabolismo lipídico (BARBA et al., 1997; BARLETTA et 

al., 2016; DIAS et al., 2020; EPISCOPIO et al., 2019; MONSON et al., 2021; SAMSA 

et al., 2009; WALTHER; FARESE, 2012).  

2.7 Autofagia 

 

 Autofagia é um mecanismo celular envolvido na regulação e manutenção da 

homeostasia. Células em metabolismo basal, sem receber nenhum tipo de agressão 

ou injúria, utilizam este processo para turnover de organelas velhas ou lesadas e 

proteínas degradadas. Células infectadas por patógenos intracelulares também se 

utilizam deste processo para eliminação do patógeno, fundindo vesículas lisossomais 

aos vacúolos autofágicos contendo os patógenos (GALLUZZI et al., 2012; 
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MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011; SANTECCHIA et al., 2022; SINGH et al., 2009; 

TAKABATAKE et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

 O presente trabalho teve como objetivo avaliar as alterações morfológicas e 

moleculares em decorrência da transição epitélio-mesenquimal em células HK-2 e 

fibrose renal em camundongos infectados por L. interrogans.  

3.1 Objetivos específicos 

 

• Descrever as alterações na produção e deposição de proteínas de matriz 

extracelular por células HK-2 infectadas com L. interrogans. 

• Avaliar a ativação de vias de comunicação celular envolvidas no processo 

de EMT em células HK-2 infectadas por L. interrogans. 

• Descrever as alterações fenotípicas de células HK-2 infectadas por L. 

interrogans.  

• Investigar a participação do metabolismo lipídico de células HK-2 e suas 

alterações após a infecção por L. interrogans. 

• Avaliar a ocorrência de EMT e fibrose renal em modelo murino de infecção 

crônica por L. interrogans. 

• Avaliar a ocorrência de EMT em células de túbulos contorcidos proximais 

de rins de camundongos infectados por L. interrogans. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Os procedimentos e experimentos descritos foram aprovados pela CEUA ICB 

sob número 9259010620, e pela CEUA IB sob o número 9421030620. Foram 

realizadas ao menos três replicatas biológicas de cada experimento descrito a seguir, 

com exceção dos experimentos envolvendo animais.  

4.1 Cultivo bacteriano 

 

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e Leptospira interrogans 

sorovar Manilae L495 (espécies patogênicas) e Leptospira biflexa sorovar Patoc 

(espécie saprófita) foram cultivadas em meio EMJH suplementado com 10% de 

Difco® Leptospira Enrichment EMJH (Becton, Dickinson and Co., Sparks, USA) em 

aerobiose a 29º C. O subcultivo foi realizado a cada sete dias, transferindo 10% da 

cultura para um novo meio. Os sorovares Copenhageni L1-130 e Manilae L495 foram 

utilizados nos ensaios até a sexta passagem, garantindo, assim, a sua virulência. Na 

sexta passagem os sorovares patogênicos foram inoculados em hamsters 

(Mesocricetus auratus) (CEUA IB 7744160321) e isolados dos rins e fígado dos 

animais após aparecimento dos sintomas da doença. 

4.2 Cultivo e manutenção das linhagens celulares  

 

As células HK-2 foram mantidas em meio DMEM/Ham’s F12 (Dubbelco’s 

modified Eagle medium/Ham’s F12 – LGC Biotecnologia Ltda., Brasil), suplementado 

com 5% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia, Ltda., Brasil), 2mM de glutamina 

(LGC Biotecnologia Ltda., Brasil), 20mM de tampão HEPES, 0,4 µg/mL de 

hidrocortisona (Sigma Aldrich, EUA), 5 µg/mL de insulina, 5 µg/mL de transferrina e 5 

µg/mL de selenito de sódio (ITS – Roche, EUA) em garrafas T75 ou T25. O meio foi 

trocado a cada 2-3 dias e as células foram ressemeadas quando a confluência atingiu 

aproximadamente 95%.  

4.3 Infecção das células HK-2  
 

As células HK-2 foram semeadas em placas de 96, 24 ou 6 poços, na 

concentração de 1x105 células/mL. O meio das células foi substituído por meio sem 

soro fetal bovino 24 horas antes da infecção para sincronizar o ciclo celular. No dia da 
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infecção as células de três poços (placa de 96 poços) ou de um poço (placa de 24 

poços) foram soltas utilizando TrypLExpress (Gibco, EUA) e contadas para cálculo da 

multiplicidade de infecção (MOI 50:1). 

Para a infecção L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130, L. interrogans 

sorovar Manilae L495 e L. biflexa sorovar Patoc foram contadas em câmara de Petroff-

Hausser para determinação da concentração de bactérias no cultivo celular. Após o 

cálculo da MOI as bactérias foram centrifugadas a 5432 x g, durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspendidas 

em meio específico para cada célula. Nos experimentos utilizando HGF recombinante 

humano (R&D Biosystems, #294-HG) nas células HK-2 nas doses de 25 ng/mL, 50 

ng/mL, 100 ng/mL e 200 ng/mL, o fator de crescimento foi adicionado os poços 

contendo as células no momento da infecção.  

Sobrenadante, células e lisados celulares foram coletados a cada 24 horas 

durante três dias, processados e armazenados a -20º C ou -80º C para posterior 

análise. 

4.4 Western blot 

 

O sobrenadante das células foi centrifugado a 5432 x g, durante 30 minutos a 

4º C para retirada de qualquer bactéria que possa ter ficado em suspensão. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um microtubo contendo um 

coquetel de inibidores de protease (Roche, EUA) na concentração final de 1x. As 

amostras foram mantidas a -20º C até análise.  

As células foram lisadas para obtenção de proteínas citoplasmáticas e 

nucleares segundo descrito por Clarke; Liu (2014). Brevemente, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS gelado e foi adicionado ao poço o tampão de lise 

(HEPES 10 mM (pH 7.5), NaCl 50 mM, Triton X-100 1% e EDTA 2 mM) (QU et al., 

2020) contendo coquetel de inibidores de protease (Roche, #11697498001) e 

inibidores de fosfatase (Sigma Aldrich, #78420). Em seguida, foi coletado todo o 

conteúdo do poço e mantido a 4º C sob agitação durante 45 minutos, para que 

ocorresse a lise das células. As amostras foram centrifugadas a 16.100 x g durante 

10 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo e mantido a -80º C 

até análise. 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/78420
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Os sobrenadantes das células HK-2 foram adicionados ao tampão de amostra 

SDS e fervidos durante 5 minutos a 96º C. As amostras foram separadas por 

eletroforese em SDS-PAGE a 10% e transferidas para membranas de nitrocelulose. 

Ligações não específicas foram bloqueadas utilizando solução de leite desnatado a 

10% em PBS-T (Phosphate buffered saline com 0,05% de Tween 20) ou TBS-T (Tris 

buffered saline com 0,05% de Tween 20) overnight. A membrana foi incubada durante 

uma hora a temperatura ambiente e sob agitação com anticorpos primários, anti-

colágeno IV diluição de 1:1000 (Sigma, #C1926), anti-fibronectina diluição de 1:5000 

(Sigma, #F3648), anti-laminina diluição de 1:1000 (Sigma #L9393), anti-decorina 

diluição de 1:5000 (R&D Biosystems #AF143) e anti-MMP7 diluição de 1:1000 (Santa 

Cruz, #sc515703HRP), diluídos em solução de leite desnatado 5% ou albumina sérica 

bovina 5% em TBS-T. Anticorpos secundários conjugados com peroxidase anti-IgG 

produzido em cabra 1:10000, anti-IgG produzido em camundongo 1:5000 e anti-igG 

produzido em coelho 1:10000 foram incubados à temperatura ambiente, sob agitação 

durante uma hora. As proteínas foram visualizadas utilizando SuperSignalTM West 

Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, #34580) ou 

SuperSignalTM West Dura Extendend Duration Substrate (Thermo Scientific, # 34075) 

e registradas em fotodocumentador UVITEC (Cambridge, Reino Unido).  

Os lisados celulares foram adicionados ao tampão de amostra SDS e fervidos 

durante 5 minutos a 96º C. As amostras foram separadas em SDS-PAGE a 10% e 

eletroblotadas em membrana de nitrocelulose. Ligações inespecíficas foram 

bloqueadas utilizando albumina sérica bovina (BSA – vWR LifeSciences) a 5% em 

TBS-T durante 2 horas a temperatura ambiente e sob agitação ou a 4º C overnight 

sem agitação. As membranas foram incubadas com os anticorpos primários, anti-

Smad2 diluição de 1:1000 (ThermoFisher Scientific, #44-246G e Cell Signaling, 

#3108S), anti-Smad3 diluição de 1:1000 (ThermoFisher Scientific, #44-244G), anti-Nf-

κB p50 diluição de 1:1000 (Invitrogen, #51-3500), anti-beta catenina diluição de 1:1000 

(Invitrogen, #MA1-301), anti-LC3I/LC3II diluição de 1:1000 (ThermoFisher #PA1-

1693) e anti-beta actina diluição de 1:5000 (Sigma, #A5441) diluídos em TBS-T 

durante duas horas a temperatura ambiente e sob agitação ou overnight a 4º C. Os 

anticorpos secundários conjugados com peroxidase anti-IgG produzido em 

camundongo 1:5000 e anti-igG produzido em coelho 1:10000 foram incubados por 45 

a 60 minutos, a temperatura ambiente e sob agitação. As proteínas foram visualizadas 
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utilizando SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo 

Scientific, #34580) ou SuperSignalTM West Dura Extendend Duration Substrate 

(Thermo Scientific, # 34075) e registradas em fotodocumentador UVITEC (Cambridge, 

Reino Unido).  

4.5 Imunofluorescência 
 

As células HK-2 foram semeadas em placas de 6 poços contendo lamínulas de 

vidro de 18 mm (Knittel, # 100018) no fundo de cada poço na concentração de 1x105 

células/mL e incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC durante 72 horas. Às 24 

horas pré-infecção o meio de células foi substituído por meio sem soro fetal bovino. 

As células foram infectadas na MOI de 50:1 com L. interrogans sorovar Manilae L495 

durante 72 horas. Nos tempos de 24, 48 e 72 horas, o sobrenadante foi retirado e as 

células foram fixadas em solução de formalina a 2% em PBS durante 15 minutos. 

Após a fixação as células foram lavadas três vezes em PBS, ficando submersas 

durante 1 minuto entre as lavagens. Então, as células foram permeabilizadas com 

Triton X-100 0,1% em PBS durante quatro minutos e foram lavadas conforme descrito 

acima. Após as lavagens as células foram bloqueadas em solução de 2% de BSA 

(vWR LifeSciences) em PBS, durante 30 minutos. Os anticorpos primários anti-

colágeno IV diluição de 1:400 (Sigma, #C1926), anti-fibronectina diluição de 1:500 

(Sigma, #F3648) e anti-Smad2 diluição de 1:500 (Cell Signaling, #3108S) foram 

diluídos em solução de 2% de BSA em PBS e as células foram incubadas com os 

anticorpos primários durante uma hora. As células foram lavadas três vezes com 

solução de 2% de BSA em PBS, ficando submersas durante 1 minuto entre as 

lavagens. As células foram então incubadas com os anticorpos secundários anti-

coelho conjugado com FITC diluição de 1:1000 (Sigma, #F0382) ou anti-camundongo 

conjugado com FITC diluição de 1:1000 (TermoFisher Scientific) em solução de 2% 

de BSA em PBS contendo iodeto de propídio ou DAPI na concentração de 1:1000, 

durante 1 hora. As células foram lavadas com PBS por 3 vezes, ficando submersas 

por um minuto entre as lavagens. Uma gota de solução de montagem Citifluor 

(Electron Microscopy Sciences, #17976-25) foi colocada em uma lâmina de 

microscopia e as lamínulas foram colocadas com a face contendo as células em 

contato com a solução de montagem e seladas com esmalte para unhas.  
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As imagens foram obtidas em microscópio de fluorescência EVOS® FL 

(ThermoFisher Scientifics, USA) nos filtros GFP and Texas Red no aumento de 40x e 

em microscópio confocal TCS SP8, Leica, Alemanha.  

4.6 Zimografia 

 

Os sobrenadantes das células foram coletados, centrifugados a 5432 x g 

durante 30 minutos a 4º C para retirada de qualquer bactéria em suspensão. Os 

sobrenadantes não receberam tratamento com inibidores de proteases e foram 

mantidos a -20º C até o momento da análise.  

As amostras foram adicionadas ao tampão de amostra SDS sem β-

mercaptoetanol (condição não redutora) e mantidas a temperatura ambiente até o 

momento de aplicar no gel. As proteínas foram separadas em SDS-PAGE 10% 

contendo 0,1% de gelatina utilizando 25 mA por gel durante no máximo 90 minutos 

para se evitar aquecimento do sistema e desnaturação das proteínas. Logo após a 

separação o gel foi colocado em uma solução renaturante contendo 2,5% de Triton X-

100 durante 30 minutos a temperatura ambiente e sob agitação. O gel foi então lavado 

com água destilada e colocado em uma solução de desenvolvimento 0,05M Tris-HCl, 

pH 7,8, 0,2M NaCl, 0,005M CaCl2 e 0,02% de IGEPAL e incubado a temperatura 

ambiente, durante 30 minutos, sob agitação. Em seguida, a solução de 

desenvolvimento foi descartada e substituída por nova e o gel foi incubado a 37º C 

durante 18 horas. Para visualização das bandas de degradação da gelatina, o gel foi 

inicialmente corado por Comassie Blue durante 2 horas sob agitação e descorado com 

solução descorante até que as bandas de degradação pudessem ser observadas 

(TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012).  

4.7 Citometria de fluxo para avaliação da ativação de caspase 3  

 

As células HK-2 infectadas com L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 

foram soltas dos poços de uma placa de 24 poços utilizando TrypLExpress (Gibco, 

EUA) conforme indicação do fabricante. As células foram centrifugadas a 200 x g, por 

10 minutos a temperatura ambiente e ressuspendidas em 1mL de PBS contendo 2% 

de BSA, numa concentração de 5x105 células/mL. As análises de citometria de fluxo 

foram realizadas nos tempos de 24, 48 e 72 horas pós infecção. O kit para análise de 
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morte celular CellEventTM Caspase 3/7 Green Flow Cytometry (Thermo Fisher 

Scientific, EUA) foi utilizado conforme recomendações do fabricante.  

As análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACS CantoTM II Cell 

Analyzer (BD Uniscience, EUA) e os dados analisados no software FlowJo (BD 

Uniscience, EUA). 

4.8 ELISA 

 

Os sobrenadantes das células foram avaliados para produção de TGF-β1, IL-

1, IL-6 e TNF-α por meio de kit comercial de ELISA de captura (ThermoFisher 

Scientific) conforme recomendações do fabricante. Resumidamente, o anticorpo de 

captura foi adicionado aos poços da placa de ELISA de alta adesão e incubou-se a 

4ºC overnight para adesão completa à placa. As amostras foram adicionadas aos 

poços e incubadas a 4º C overnight e o anticorpo conjugado à peroxidase foi 

adicionado e uma nova incubação a 4º C overnight foi realizada. Após a incubação as 

reações foram reveladas e paradas utilizando ácido sulfúrico 2N e a cor gerada foi 

analisada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. 

4.9 Infecção de camundongos  

 

Foram utilizados 28 camundongos C57BL/6 entre 8 e 12 semanas de vida com 

peso médio de 17 gramas. Os animais foram ambientados no biotério de 

experimentação do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan durante uma 

semana antes do início do experimento. Foram oferecidas ração balanceada para 

roedores comercial e água potável ad libitum, e os animais foram mantidos em regime 

de 12 horas de luz e 12 horas de escuridão, durante todo o período do experimento.  

Os animais foram distribuídos em cinco caixas de plástico fosco contendo 

maravalha. Em uma caixa ficaram quatro animais do grupo controle, no restante das 

caixas foram alocados seis animais em cada. Foram estabelecidos 3 grupos, 1) grupo 

controle (4 animais), 2) grupo que recebeu 2x108 bactérias – 12 animais e 3) grupo 

que recebeu 1x106 bactérias – 12 animais.  

No dia da infecção, L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e L. interrogans 

sorovar Manilae L495 foram contadas em câmara de Petroff-Hausser para 

determinação da concentração bacteriana na cultura e calculou-se a quantidade de 
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bactérias necessárias para a infecção dos camundongos. A cultura foi centrifugada a 

5432 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente e as bactérias ressuspendidas 

em PBS na concentração adequada. A infecção foi realizada por via intraperitoneal, 

com um volume de 200 µL por camundongo, com um total de 2x108 e 1x106 bactérias 

por animal. O grupo controle recebeu injeção intraperitoneal de 200 µL de PBS estéril.  

Os camundongos foram monitorados diariamente para observação de 

mudanças comportamentais ou aparecimento de sintomatologia clínica de 

leptospirose. O peso foi aferido semanalmente durante as duas primeiras semanas e 

depois quinzenalmente para acompanhamento clínico dos animais. Nos tempos 15, 

30, 45 e 60 dias, um animal do grupo controle e três animais de cada grupo 

experimental foram eutanasiados com sobredose anestésica, utilizando xilazina (30 

mg/kg p.v.) e quetamina (300 mg/kg p.v.).  

Os rins foram imediatamente coletados e fixados em formalina neutra 

tamponada. Após 24 horas, os órgãos foram seccionados transversalmente e 

colocados em cassetes histológicos e mantidos em formalina neutra tamponada até o 

momento do processamento. Os rins foram incluídos em parafina e foram realizados 

cortes de aproximadamente 5 µm. Os cortes foram então desparafinados, 

desidratados em xilol, seguidamente por álcool em absoluto, 95% e 70%, 

respectivamente e lavados em água destilada. Ao final, os cortes foram corados por 

Hematoxilina e Eosina para avaliação da inflamação e por Picrosírius Red para 

avaliação da fibrose.  

4.10 Análise histológica e imunohistoquímica 

 

Para mensuração da fibrose foi utilizado o escore de inflamação renal descrito 

por Fanton D’Andon et al. (2014), que utiliza classificação de 0 a 5, sendo 0 - sem 

inflamação; 1- células mononucleares dispersas no interstício; 2- infiltrado 

mononuclear moderado difuso; 3- infiltrado mononuclear focal nodular; 4- infiltrado 

mononuclear difuso e nodular sem presença de tubulite; 5- infiltrado mononuclear 

difuso e nodular com tubulite significativa. A fibrose renal foi avaliada qualitativamente, 

por meio da análise das lâminas coradas por Picrosírius Red e observação de áreas 

de deposição de colágeno.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e por L. interrogans 

sorovar Manilae L495 induz a produção de proteínas de matriz extracelular pelas 

células HK-2  

 

Após a infecção das células HK-2 por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 

pode-se observar um aumento da produção de proteínas de MEC pelas células. As 

análises de Western blot realizadas com sobrenadantes das células infectadas com 

L. interrogans nos tempos 24, 48 e 72 horas demonstram um aumento progressivo da 

produção de fibronectina, colágeno tipo IV e decorina (Fig. 1).  

Figura 1. Detecção de fibronectina (A), colágeno IV (B) e decorina (C) no sobrenadante de célulasHK-
2 infectadas com Leptospira interrogans sorovar Copenhegeni L1-130. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os seguintes 
anticorpos diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primários: anti-fibronectina produzido em coelho 
1:5.000; anti-colágeno IV produzido em camundongo 1:1.000; anti-decorina produzido em cabra 
1:1.000. Secundários: anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase 1:10.000; anti-IgG de camundongo 
conjugado à peroxidase 1:5.000; anti-IgG de cabra conjugado à peroxidase 1:10.000. As bandas foram 
observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 
(Thermo Scientific). 

Houve também indução da produção de laminina pelas células HK-2 após a 

infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 (Fig. 2 A, B e C), que não foi 

observada pela infecção com L. biflexa sorovar Patoc (dados não mostrados). O 

padrão de bandas observadas no Western blot para laminina, apesar de não coincidir 

com o controle positivo da molécula purificada, é esperado devido ao processamento 



45 
 

dessa proteína após sua secreção para o meio extracelular, seja por proteases 

bacterianas quanto celulares (SENYÜREK et al., 2010, 2014). 

Figura 2. Detecção de laminina no sobrenadante de células HK-2 infectadas com Leptospira interrogans 
sorovar Copenhegeni L1-130. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 nos 
tempos 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As 
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: 
primário: anti-laminina produzido em coelho 1:1000. Secundário: anti-IgG de coelho conjugado a 
peroxidase 1:5.000. As bandas foram observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico 
PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 

Um aumento da produção de fibronectina também foi evidente nas células HK-

2 infectadas com L. interrogans sorovar Manilae L495 (Fig. 3). Análises por 

imunofluorescência demonstram que há aumento progressivo da produção e 

deposição de fibronectina pelas células (Fig. 4). Além do aumento da quantidade de 

fibronectina, há alteração no padrão de deposição das fibras quando se compara o 

controle negativo (células contendo apenas meio de cultivo) com as células 

infectadas. Apesar de não ser possível avaliar nas imagens de imunofluorescência, 

sabe-se que proteases secretadas por Leptospira são capazes de clivar a fibronectina 

(COURROL et al., 2022). A alteração das fibras de fibronectina segue as alterações 

morfológicas celulares, mas há a possibilidade do envolvimento destas proteases na 

mudança do padrão de deposição desta proteína. 
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Figura 3. Detecção de fibronectina no sobrenadante de células HK-2 infectadas com Leptospira 
interrogans sorovar Manilae L495 por Western blot. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-fibronectina produzido em coelho 1:5.000. 
Secundário: anti-IgG de coelho 1:10.000. As bandas foram observadas após revelação com o kit 
SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 

 

Figura 4. Detecção de fibronectina secretada pelas células HK-2 após infecção com Leptospira 
interrogans sorovar Manilae L495 por imunofluorescência.  

 

As células HK-2 foram cultivadas em lamínula e após a infecção durante 24 horas (A e D), 48 horas (B 
e E) e 72 horas (C e F), respectivamente, realizou-se fixação e marcação das células utilizando os 
seguintes anticorpos: primário: anti-fibronectina 1:400. Secundário: anti-IgG de coelho conjugado com 
FITC 1:1.000. Barra lateral inferior esquerda 100 µm. Imagens capturadas em microscópio de 
fluorescência EVOS® FL (ThermoFisher Scientific, USA).  

A infecção por L. interrogans sorovar Manilae L495 também induz à produção 

de colágeno IV pelas células HK-2 em todos os períodos de infecção, conforme 
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observado nas células infectadas por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130. A 

Figura 5 evidencia a produção de colágeno IV pelas células HK-2 por Western Blot 

(Fig. 5 A) e por imunofluorescência no tempo de 72 horas após a infecção, momento 

em que há maior produção desta proteína pelas células, demonstrado na Figura 

representativa (Fig. 5 B). 

Figura 5. Detecção de colágeno IV a partir do sobrenadante de células HK-2 infectadas com Leptospira 
interrogans sorovar Manilae L495 por Western blot e imunofluorescência 

 

A) Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membranas de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-colágeno IV produzido em camundongo 
1:1.000. Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 1:5.000. As bandas foram 
observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 
(Thermo Scientific). B) As células HK-2 foram cultivadas em lamínula e após a infecção realizou-se 
fixação e marcação das células utilizando os seguintes anticorpos: primário: anti-colágeno produzido 
em camundongo IV 1:500. Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado com FITC 1:1.000. Barra 
lateral inferior esquerda 100 µm. Imagens capturadas em microscópio de fluorescência EVOS® FL 
(ThermoFisher Scientific, USA).  

Na infecção crônica por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 há 

aumento da produção e deposição de MEC em rins de camundongos C57BL/6 

(FANTON D’ANDON et al., 2014). In vitro, utilizando células HK-2, Tian et al. (2006) 

demonstraram que a estimulação das células HK-2 com extrato de proteínas de 

membrana externa de L. santarosai sorovar Shermani induz a produção de proteínas 

de MEC, como fibronectina e colágenos I e IV.  

Conforme mostrado nas Fig. 1 - 5 a infecção por L. interrogans sorovar 

Copenhageni L1-130 e sorovar Manilae L495 induziu a produção e secreção de 

fibronectina, colágeno IV e decorina. O colágeno IV está presente principalmente na 

membrana basal das células dos túbulos contorcidos proximais em quantidades muito 

pequenas e o aumento de sua produção e deposição estão relacionados com 
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espessamento e fibrose tubular. Já a fibronectina e a decorina estão presentes em 

maior quantidade no espaço intersticial e seus aumentos estão relacionados com uma 

fibrose intersticial (BLACK; LEVER; AGARWAL, 2019; BÜLOW; BOOR, 2019).  

Em modelos celulares, o aumento da produção de proteínas de matriz 

extracelular está, também, relacionado com a ocorrência de EMT. A fibronectina é um 

importante marcador molecular de EMT em células HK-2 (GUO et al., 2016) e seu 

aumento indica uma provável ocorrência da transição epitélio mesenquimal após a 

infecção das células pelos sorovares Copenhageni L1-130 e Manilae L495. Estes 

resultados são indicativos de que a infecção in vitro de células HK-2 por L. interrogans 

sorovar Copenhageni L1-130 e L. interrogans sorovar Manilae L495 induz EMT nas 

células HK-2. 

A laminina, assim como o colágeno IV, também está presente na membrana 

basal dos túbulos renais e, apesar da indução observada, não é comumente descrita 

como importante para o processo de fibrose renal nem da ativação de EMT (BÜLOW; 

BOOR, 2019; TOMLIN; PICCININI, 2018). Todavia, a indução da expressão e 

secreção de laminina e seu posterior processamento gerando peptídeos bioativos por 

células epiteliais e mesenquimais é um fenômeno já descrito (SENYÜREK et al., 2010, 

2014; TOMLIN; PICCININI, 2018). Peptídeos derivados do processamento da 

laminina presente na pele de pacientes humanos apresentando ferida crônica com ou 

sem infecção possuem função antimicrobiana e auxiliam no processo de cicatrização 

e reepitelização. Pacientes com menores concentrações destes peptídeos 

apresentam um processo de cicatrização retardado além de serem predispostos à 

infecção bacteriana (SENYÜREK et al., 2014).  

A identificação de um peptídeo de aproximadamente 50 kDa no sobrenadante 

das células de túbulos contorcidos proximais, derivado da laminina (Fig. 2), é 

sugestiva de que pode haver processamento dessa proteína induzido pela infecção, 

já que não há identificação do peptídeo nos grupos controles negativos em nenhum 

dos tempos estudados. Por se tratar de um tecido epitelial lesionado pela infecção e 

que apresenta indução da produção da laminina, especula-se que o peptídeo gerado 

possa ter papel na cicatrização e no controle da infecção.  
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5.2 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e por L. interrogans 
sorovar Manilae L495 induz a ativação da via do TGF-β1 

 

A via do TGF-β1 está envolvida em várias funções como diferenciação celular 

durante a embriogênese, migração celular, EMT e regulação imune, mas parece estar 

especialmente envolvida nos quadros de fibrose renal associada a injúrias renais 

decorrentes de diabetes mellitus e hipertensão arterial sistêmica. Estudos utilizando 

várias formas de bloqueio demonstraram que a ativação da via do TGF-β1 é uma das 

principais responsáveis pela transcrição de genes relacionados à produção de 

proteínas de MEC e da ocorrência de EMT (DWORKIN et al., 2004; LIU, 2006; 

MIZUNO et al., 2000; STEMMLER et al., 2019; TIAN et al., 2006; XU et al., 2020).  

Frente à infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130, pode-se 

observar aumento na quantidade de Smad 3 fosforilado (p-Smad3) no citoplasma das 

células HK-2 (Fig. 6 observar as bandas destacadas por * demonstrando aumento na 

produção de p-Smad3 às 72 horas). Aumento na quantidade de p-Smad 3 demonstra 

que há ativação da via do TGF-β1 que está relacionada com a indução de EMT in vitro 

e a produção de proteínas de matriz extracelular, como a fibronectina e colágeno IV 

(TIAN et al., 2006). Apesar da evidência da ativação da via do TGF-β1 em células HK-

2, outros pesquisadores não conseguiram identificar a ativação desta via em modelos 

murinos de infecção por L. interrogans (FANTON D’ANDON et al., 2014; FERRER et 

al., 2018; MATSUI et al., 2016). No entanto, como demonstrado na Figura 1, a infecção 

de células HK-2 por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 induz a produção e a 

secreção de proteínas da MEC, demonstrando a provável indução de EMT mediada 

pela ativação da via do TGF-β1 nestas células. 
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Figura 6. Detecção de p-Smad3 em lisado celular de células HK-2 após infecção por Leptospira 
interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em albumina sérica bovina 5% em TBS-T: primário: anti-p-Smad3 produzido em coelho 1:300. 
Secundário: anti IgG de coelho conjugado à peroxidase 1:1.000. As bandas foram observadas após 
revelação com o kit SuperSignalTM West Dura Extendend Duration Substrate (Thermo Scientific). 

 

Houve aumento também na quantidade de p-Smad2 translocado para o núcleo 

das células após a infecção por L. interrogans sorovar Manilae L495 (Fig. 7). O 

aumento da concentração de p-Smad2 no núcleo das células HK-2 demonstra que 

houve ativação da via do TGF-β1 e que esta via está provavelmente envolvida na 

indução da EMT e no aumento da produção e secreção de proteínas da MEC.  

Durante a leptospirose crônica as leptospiras aderem às células de túbulos 

contorcidos proximais onde permanecem causando alterações patológicas. O 

estímulo constante destas células leva à ativação da via do TGF-β1, em diferentes 

modelos de indução de EMT e fibrose renal como na nefropatia diabética e na 

obstrução ureteral unilateral. Mas outras vias envolvidas na EMT e na fibrose renal, 

como Wnt/β-catenina, NF-κB ou MAPK, podem ser ativadas independentemente, ou 

pode ainda haver uma interação entre essas vias (FU et al., 2019; GUO et al., 2016; 

WANG et al., 2020, 2011). Tendo em vista a possibilidade de ativação de outras vias 

importantes na ativação da EMT e a descrição da ativação dessas vias devido a 

ocorrência de crosstalk, o próximo passo foi investigar quais dessas vias estariam 

potencialmente ativadas nas células HK-2 em consequência à infecção por L. 

interrogans sorovar Copenhageni L1-130 ou L. interrogans sorovar Manilae L495. 
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Figura 7. Detecção de p-Smad2 em células HK-2 após infecção com Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495. 

 FITC Propidium iodide Merge 

Negative control 24 hours 

   

Infection 24 hours 

   

Negative control 48 hours 

   

Infection 48 hours 

   

Negative control 72 hours 

   

Infection 72 hours 

   

As células HK-2 foram cultivadas em lamínula e após a infecção realizou-se fixação e marcação das 
células utilizando os seguintes anticorpos: primário: anti-p-Smad2 1:500. Secundário: anti-IgG de 
coelho conjugado com FITC 1:1.000. Barra lateral inferior esquerda 100 µm. Imagens capturadas em 
microscópio confocal TCS SP8, Leica, Alemanha. 
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5.3 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 ativa a via Wnt/ β-

catenina e induz a produção e ação de metaloproteases pelas células HK-2 

 

A translocação nuclear de β-catenina em células HK-2 parece estar envolvida 

na ocorrência de EMT induzida também pela ativação da via do TGF-β1 (GUO et al., 

2016; KANLAYA et al., 2020). A produção de Wnt1, um importante ligante do receptor 

Frizzeld da via Wnt/β-catenina está aumentada em células epiteliais após a 

fosforilação e translocação nuclear dos fatores de transcrição da via do TGF-β1 

(WANG et al., 2020). Na avaliação da produção de β-catenina citoplasmática, pode-

se notar um aumento da detecção da proteína às 24 horas. Já as 24 horas pós 

infecção há semelhança entre a detecção da proteína nos grupos controle e infecção 

com posterior redução da concentração de β-catenina no citoplasma das células 

infectadas às 72 horas. Um padrão inverso é notado quando se avalia a presença de 

β-catenina no interior dos núcleos das células HK-2, com maiores concentrações 

sendo observadas às 72 horas pós infecção (Fig. 8), demonstrando que há ativação 

da via do Wnt/ β-catenina, uma vez que a β-catenina funciona como fator de 

transcrição da via. Este resultado é sugestivo de que não só a ativação da via do TGF-

β1 é responsável pelo aumento da produção de MEC observada na infecção das 

células por L. interrogans, mas que outras vias parecem se sobrepor e atuarem 

sinergicamente levando ao quadro observado.   

Figura 8. Detecção de β-catenina, citoplasmática (A) e intranuclear (B) em células HK-2 infectadas por 
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os seguintes 
anticorpos diluídos em albumina sérica bovina 5% em TBS-T: primário: anti-β-catenina produzido em 
camundongo 1:1.000. Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 1:5.000. As 
bandas foram observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Dura Extendend Duration 
Substrate (Thermo Scientific). 
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A via do Wnt/β-catenina tem como um de seus genes alvos os genes que 

codificam a produção de metaloproteases, como a MMP7, MMP2 e MMP9 (PRADO; 

BARBOSA, 2021). Metaloproteases são uma família de proteases com similaridades 

estruturais e apresentam ação proteolítica sobre proteínas da MEC. Todas as 

proteases dessa família apresentam um resíduo de cisteína conservado em seu pró-

domínio e a presença de uma molécula de zinco reativo em seu sítio catalítico 

(JENKINS, 2008). Além da função de degradação de proteínas da MEC, há descrição 

de ativação do TGF-β pelas MMP2 e MMP9. A ativação dessa citocina e 

consequentemente sua ação sobre as células, leva a uma maior expressão e 

secreção dessas metaloproteases (KIM; KIM; MOON, 2004). A MMP7, envolvida no 

EMT e fibrose renal, in vivo, também é produzida e secretada por células de túbulos 

contorcidos proximais e responsável pela degradação de proteínas da MEC e de e-

caderina (KE et al., 2017; ZHOU et al., 2017). 

A análise por zimografia do sobrenadante das células HK-2 mostrou que há 

atividade gelatinolítica na altura compatível com a massa molecular de MMP 9 ativa 

(92 kDa) (TOTH; SOHAIL; FRIDMAN, 2012). Já a MMP 7 (25 kDa) foi detectada por 

meio de Western blot. Ambas metaloproteases apresentam leve indução da produção 

ao longo dos tempos de infecção, apresentando maior concentração após 72 horas 

(Fig. 9).  

Figura 9. Zimografia do sobrenadante de células HK-2 infectadas com Leptospira interrogans sorovar 
Copenhegeni L1-130 e Western blot para MMP7 do sobrenadante de células HK-2 infectadas com 
Leptospira interrogans sorovar Copenhegeni L1-130. 

 

A) Após eletroforese dos sobrenadantes das células HK-2, em condições não redutoras, o gel de 
acrilamida 10% contendo 1% de gelatina foi incubado a 37º C para ação das metaloproteases. B) Após 
eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidos para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-MMP7 produzido em camundongo 1:500. 
Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase. As bandas foram observadas após 
revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 
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A MMP7 apresenta ação proteolítica contra proteínas da MEC, e induz 

indiretamente a produção destas pela ativação do TGF-β1 latente (KE et al., 2017). 

Outra proteína alvo da MMP7 é a e-caderina, responsável pela manutenção da 

adesão de células epiteliais e a sua degradação leva à diminuição da adesão celular 

e ativação da via da β-catenina independente do receptor Wnt e, consequentemente 

indução de EMT e aumento da produção de MMP7 (HU et al., 2020; KE et al., 2017; 

LYNCH et al., 2010). Nas células HK-2 houve indução da produção e translocação 

para o núcleo da β-catenina após a infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni 

L1-130 (Fig. 8 A e B). Além da degradação direta de proteínas da MEC e de e-caderina 

pela MMP7, essa enzima possui ação sobre as pró-MMP2 e MMP9 e a ativação delas 

pela MMP7 está associada à degradação das proteínas da zona de oclusão presente 

nas células HK-2 (HU et al., 2020).  

Estes resultados indicam que parece haver uma sobreposição de vias ativas 

relacionadas ao EMT em células HK-2 infectadas por L. interrogans e que os produtos 

da ativação das vias atuam como amplificadores, como é o caso da MMP7, que é 

produzida após a ativação da via do Wnt/ β-catenina e possui função direta na ativação 

não canônica da via pela degradação da e-caderina e ação indireta na via do TGF-β1, 

por degradar MEC e ativar o TGF-β1 presente nessas proteínas e, também, por ativar 

as MMP2 e MMP9 (HU et al., 2020; JENKINS, 2008; KE et al., 2017; WANG et al., 

2011; ZUO; LIU, 2018). Apesar dos resultados encontrados da produção e da 

atividade de MMP9 e MMP7 pelas células HK-2, estas metaloproteases não parecem 

ser indispensáveis para ocorrência de EMT nestas células, devido ao pequeno 

aumento observado. 

À análise dos resultados referentes à indução da EMT em células HK-2, tornou-

se evidente a necessidade de se estudar os padrões fenotípicos observados nas 

células durante o processo de EMT nas células HK-2. 

 

5.4 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e por L. interrogans 

sorovar Manilae L495 induz a alteração morfológica de células HK-2 

 

Uma das características importantes da EMT em células HK-2 é a alteração 

fenotípica e aquisição de características mesenquimais, como formato fusiforme 
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(HOSPER et al., 2013; LI et al., 2018; LOVISA, 2021; LOVISA; GENOVESE; 

DANESE, 2019; NIETO et al., 2016). Essa transição parece ser majoritariamente 

governada pela ativação da via do TGF- β1, seguida da fosforilação dos Smads2/3. 

Após a infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e L. 

interrogans sorovar Manilae L495 as células HK-2 assumem um formato compatível 

com o descrito para EMT em células de túbulo contorcido proximal humanas, 

apresentam-se alongadas e há perda de contato entre as células. Há maior evidência 

das alterações no tempo de 72 horas pós-infecção, com a maior parte das células 

presentes nos poços das placas assumindo o padrão fenotípico esperado (Fig. 10 e 

11). 

Figura 10. Células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 adquirem 
fenótipo compatível com EMT 

 

Fotomicrografias das células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 
As células foram cultivadas em placas de 6 poços e incubadas em estufa a 37º C e 5% de CO2 até o 
momento da infecção e mantidas nas mesmas condições durante os tempos de infecção. A, B e C: 
Controles negativos dos tempos 24 horas, 48 horas e 72 horas, respectivamente. D, E e F: Células HK-
2 infectadas por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 (MOI 50:1) nos tempos 24 horas, 48 horas 
e 72 horas, respectivamente.  

As alterações morfológicas observadas após infecção das células HK-2, com 

maior evidência após 72 horas, demonstram que Leptospira viva é capaz de induzir 

EMT. Tais alterações já foram demonstradas em inúmeros trabalhos que utilizam 

TGF-β1 purificado ou frações de Leptospira, como proteínas de membrana externa ou 

LipL32, uma lipoproteína abundante na parede celular (GUO et al., 2016; HOSPER et 

al., 2013; KANLAYA et al., 2020; PYO et al., 2020; TIAN et al., 2006, 2011; TIAN; 

PHILLIPS, 2003; WANG et al., 2017; YAN et al., 2009). A utilização de proteínas 
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purificadas induz EMT de uma forma mais rápida e intensa, sendo possível já notar 

as alterações em até 24 horas após o estímulo. Já a utilização da bactéria viva induz 

de forma mais lenta e menos intensa nas primeiras 48 horas após a infecção, 

provavelmente devido a uma menor concentração das proteínas e lipoproteínas 

responsáveis pela ativação da via do TGF- β1 e indução da EMT. 

Figura 11. Células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Manilae L495 adquirem 
fenótipo compatível com EMT 

 

 

Fotomicrografias das células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Manilae L495. As 
células foram cultivadas em placas de 6 poços e incubadas em estufa a 37º C e 5% de CO2 até o 
momento da infecção e mantidas nas mesmas condições durante os tempos de infecção. A, B e C: 
Controles negativos dos tempos 24 horas, 48 horas e 72 horas, respectivamente. D, E e F: Células HK-
2 infectadas por L. interrogans sorovar Manilae L495 (MOI 50:1) nos tempos 24 horas, 48 horas e 72 
horas, respectivamente.  

5.5 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 ativa a via do NF-κB 

nas células HK-2 

 

A via do NF-κB possui muitas proteínas efetoras que se coordenam para realizar 

suas ações específicas como produção de citocinas infamatórias e resposta 

inflamatória, sobrevivência e proliferação celular, e outras funções como angiogênese 

e metástase (LIU et al., 2017b). O reconhecimento de leptospiras por receptores de 

membrana levam à ativação da via do NF-κB e de outras vias como MAPK (HSU et 

al., 2021). Fatores de transcrição como zinc finger E-box binding homebox 2 (ZEB2) 

estão envolvidos no controle da transcrição das proteínas da via do NF-κB e sua 

expressão está diminuída durante a ativação da via em células HK-2. Este fator de 

transcrição também está diretamente envolvido na ocorrência de EMT nas células de 
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túbulos contorcidos proximais, demonstrando interligação entre a via do NF-κB e EMT  

(DING et al., 2018; STEMMLER et al., 2019). 

A ativação da via do NF-κB nas células HK-2 ocorre de forma tempo 

dependente e há maior produção de p50 no tempo de 48 horas, em comparação com 

o grupo controle de 48 horas nas células infectadas por L. interrogans sorovar 

Copenhageni L1-130 (Fig. 12). Devido ao menor reconhecimento do LPS de 

Leptospira por TLR2/4 humanos, a ativação da via do NF-κB provavelmente é 

coordenada por meio de interações com outras vias, como TGF-β1, MAPK e JNK 

(BIERNACKA; DOBACZEWSKI; FRANGOGIANNIS, 2011; DU et al., 2018; 

GRYNBERG; MA; NIKOLIC-PATERSON, 2017; HUNG et al., 2006; ZHANG et al., 

2017). 

Figura 12. Detecção de NF-κB p50 em lisado de células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans 
sorovar Copenhageni L1-130 e sorovar Manilae L495. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os seguintes 
anticorpos diluídos em albumina sérica bovina 5% em TBS-T: primário: anti-p50 produzido em coelho 
1:300. Secundário: anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase 1:1.000. As bandas foram observadas 
após revelação com o kit SuperSignalTM West Dura Extendend Duration Substrate (Thermo Scientific). 

 A ativação da via do NF-κB está envolvida na produção de citocinas pró-

inflamatórias e na indução de EMT em células HK-2, mediada pela produção do fator 

de transcrição ZEB2 (COUDRIET et al., 2010; DING et al., 2018). A evidência da 

ativação da via do NF-κB nos levou a avaliar a produção de citocinas e óxido nítrico 

após a infecção por L. interrogans. 

5.6 A infecção das células HK-2 por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e L. 

interrogans sorovar Manilae L495 induz a secreção de citocinas pró-inflamatórias. 
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A ativação da via do NF-κB demonstra que há uma resposta pró-inflamatória 

desencadeada pela infecção das células HK-2 por L. interrogans. Após a infecção por 

L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 a produção de TNF-α apresentou 

aumento significativo apenas após 72 horas de infecção. Já a produção de IL-6 

aumentou apenas às 24 horas após a infecção, quando comparada com seu controle 

negativo (Fig. 13). A produção de IL-1β não apresentou mudanças durante todo o 

período do experimento (dados não apresentados). 

A infecção por L. interrogans sorovar Manilae L495 induziu a uma produção de 

IL-6 semelhante ao padrão encontrado para o sorovar Copenhageni L1-130 (Fig. 13). 

Apesar disso, houve diferenças nos padrões de resposta das células na produção de 

TGF-β1. Diferentemente do encontrado para o sorovar Copenhageni L1-130, as 

células dos controles negativos produziram maior quantidade da citocina quando 

comparado com as células dos controles negativo do sorovar Manilae L495. Esta 

diferença se deve, provavelmente, à uma resposta individual das células no momento 

do experimento. Apesar disso, o aumento da produção de TGF-β1 pelas células 

infectadas por ambos sorovares permaneceu semelhante. 

 Não houve a possibilidade da mensuração da produção de TNF-α pelas células 

infectadas pelo sorovar Manilae L495, impossibilitando a comparação entre os 

sorovares. 

Os resultados da produção das citocinas mostram que há indução de inflamação 

após a infecção das células por L. interrogans. A expressão e secreção das 

interleucinas avaliadas está bem descrita na literatura e os dados encontrados 

corroboram os dados já publicados (CAGLIERO; VILLANUEVA; MATSUI, 2018; 

MATSUI et al., 2016). 

Houve também a necessidade de se avaliar a produção de óxido nítrico pelas 

células HK-2 após a infecção por L. interrogans, já que em células fagocíticas e em 

modelo murino, não há produção de espécies reativas de nitrogênio para destruição 

de leptospiras potencialmente fagocitadas por estas células (SANTECCHIA et al., 

2022). Apesar de não serem células diretamente relacionadas à fagocitose e controle 

bacteriano, há descrição da produção de óxido nítrico por células HK-2 em modelo de 

lesão por cristais de ácido úrico e posterior EMT mediados pela via do NF-κB (LIU et 

al., 2017a). As células HK-2 infectadas por L. interrogans não produziram quantidades 
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significativas de óxido nítrico, demonstrando que Leptospira também não ativa as vias 

envolvidas na produção de espécies reativas de nitrogênio nestas células (dados não 

mostrados). 

Figura 13. Secreção de citocinas pró-inflamatórias após infecção de células HK-2 por Leptospira 
interrogans sorovar Copenhageni L1-130 e por Leptospira interrogans sorovar Manilae L495. 
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Os sobrenadantes das células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovares Copenhageni L1-
130 e Manilae L495 foram utilizados para mensuração das citocinas TNF-α (A), interleucina 6 (B) e (C) 
e TGF-β1 (D) e (E) por meio de kit de ELISA comerciais (ThermoFisher). Teste estatístico: One-way 

ANOVA seguida do Teste de Bonferroni. * p < 0,05; *** p < 0,001. 

 Após as análises da produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células HK-

2 e a não identificação da produção de interleucina 1β, envolvida no processo de 

piroptose, o próximo passo foi avaliar se as células HK-2 sofriam apoptose após a 

infecção por L. interrogans. 

5.7 A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 induz as células HK-2 

a apoptose mediada pela caspase 3 

 

Apesar de controverso, há relatos de que espécies de Leptospira são capazes de 

sobreviver no interior de macrófagos e impedir a fusão de lisossoma e fagossoma e a 

consequente destruição do patógeno (TOMA et al., 2011). Um dos mecanismos que 

bactérias intracelulares utilizam para evasão do sistema imune é a indução da 

apoptose ou outra morte celular programada não inflamatória (AMARAL et al., 2019). 

Na maioria das vezes a apoptose é induzida por essas bactérias já que é uma morte 

celular programada e controlada, e não associada a uma resposta pró-inflamatória, 

como por exemplo a piroptose, garantindo a sobrevivência e disseminação do 

patógeno (GALLUZZI et al., 2018).  

A ativação da via do TGF-β1 e consequentemente a indução de EMT nas 

células HK-2, entre outras consequências, inibe a ativação de fatores pró-apoptóticos 

e induz a ativação de fatores anti-apoptóticos. Em células MDCK a transfecção com o 

gene de Snail, um importante fator de transcrição ativado durante a EMT, levou a 

parada do ciclo celular e manutenção das células na fase G0/G1 (VEGA et al., 2004).  

Após infecção das células HK-2 por L. interrogans sorovar L1-130, nas 

primeiras 24 horas houve um aumento discreto da porcentagem de células 

apresentando ativação de caspase3 (Fig. 14). A produção e ativação de caspase3 se 

manteve nos tempos seguintes de forma leve, sem que muitas células entrassem em 

apoptose (Fig. 14). Os resultados demonstram que nas células infectadas há indução 

de morte celular mediada por caspase3. Apesar disso, a indução de morte após a 

infecção ocorre em uma porcentagem pequena das células, visto que a ocorrência de 

EMT leva à inibição parcial das vias de morte celular. 
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Figura 14. Células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 sofrem 
apoptose. 

 

Gráfico de dispersão da citometria de fluxo das células HK-2 marcadas com o kit CellEventTM Caspase 
3/7 Green Flow Cytometry (Thermo Fisher Scientific, EUA).. A – C) Controles negativos nos tempos 24, 
48 e 72 horas pós infecção, respectivamente. D – F) Infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni 
L1-130 nos tempos 24, 48 e 72 horas pós infecção. A citometria foi realizada em citômetro de fluxo BD 
FACS CantoTM II Cell Analyzer (BD Uniscience, EUA) e os dados analisados no software FlowJo (BD 
Uniscience, EUA).  

Tendo avaliado as principais vias de comunicação celular envolvidas no processo 

de EMT associada à infecção por L. interrogans e seus efeitos nas células HK-2, como 

produção de citocinas pró-inflamatórias e indução de apoptose, o próximo passo foi 

estudar a ação do HGF nas células HK-2, e como esse fator de crescimento influencia 

na inibição da EMT induzida pela infecção pela L. interrogans sorovar Copenhageni 

L1-130 e por L. interrogans sorovar Manilae L495. 

5.8 O fator de crescimento de hepatócitos (HGF) reduz a produção de proteínas de 

matriz extracelular pelas células HK-2 após infecção por L. interrogans sorovar 

Copenhageni L1-130 e sorovar Manilae L495 

 

A fim de se avaliar a influência do HGF na produção de proteínas da MEC, as 

infecções foram realizadas em células tratadas com o fator de crescimento ao longo 

dos tempos do experimento. Foram testadas diferentes concentrações de HGF para 

se determinar qual delas apresentaria melhor ação. Assim, utilizamos 25, 50, 100 e 

200 ng/mL e as células foram infectadas com L. interrogans sorovar Copenhageni nos 

tempos 24, 48 e 72 horas. A produção de fibronectina pelas células HK-2 foi avaliada 

por western blot. O tratamento das células HK-2 com HGF recombinante humano 
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diminuiu a produção excessiva de fibronectina pelas células infectadas por L. 

interrogans sorovar Copenhageni L1-130, igualando-a aos níveis basais (controles 

sem infecção) (Fig. 15). Parece não haver diferenças na inibição da produção de 

fibronectina em relação às doses utilizadas. Devido à participação de outras vias de 

comunicação celular, como a do Wnt/β-catenina, e a especificidade do HGF em 

antagonizar a via do TGF-β1, há ainda indução da produção de fibronectina pelas 

células HK-2 infectadas por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130.   

Figura 15. Detecção de fibronectina em células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar 
Copenhageni L1-130 mediante tratamento com HGF humano recombinante.  

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 tratadas 
com as doses de 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL e 200 ng/mL de HGF nos tempos de 24 horas (A), 
48 horas (B) e 72 horas (C) foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram 
incubadas com os seguintes anticorpos diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-
fibronectina produzido em coelho 1:5.000. Secundário: anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase 
1:10.000. As bandas foram observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS 
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 

Na infecção por L. interrogans sorovar Manilae L495 a resposta ao tratamento 

com 200 ng/mL de HGF recombinante humano foi semelhante ao observado na 

infecção pelo sorovar Copenhageni L1-130, à exceção do tempo de 72 h (Fig. 16). A 

produção de fibronectina não foi completamente abolida aos níveis da produção das 

células do grupo controle negativo.  
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Figura 16. Detecção de fibronectina em células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495 mediante tratamento com HGF. 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 tratadas 
com a dose de 200 ng/mL de HGF nos tempos de 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C) foram 
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-fibronectina produzido em coelho 1:5.000. 
Secundário: anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase 1:10.000. As bandas foram observadas após 
revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 

Além do controle da produção fibronectina, o tratamento das células com HGF 

recombinante humano não reduziu as alterações fenotípicas observadas nas células 

HK-2 na infecção por L. interrogans sorovar Manilae L95 (Fig. 17). Tais alterações são 

controladas por diferentes vias, como já demostrado, assim, apesar da redução da 

produção fibronectina, as alterações fenotípicas das células não foram controladas 

pela ação do HGF. 

Uma das ações da via do Wnt/ β-catenina é a diminuição da expressão e, 

consequentemente, da produção do HGF. Essa via é ativada durante a infecção nas 

células HK-2 com aumento da produção e translocação nuclear da β- catenina, com 

isso o balanço entre TGF- β1 e HGF fica desregulado, com predominância da primeira 

via, que é responsável pela transcrição de genes relacionados à produção de 

proteínas da MEC (DWORKIN et al., 2004; IEKUSHI et al., 2010; INOUE et al., 2003). 

Todavia, essa produção não é controlada unicamente pelo TGF- β1. Em células HK-

2 a via do Wnt/ β-catenina é também responsável pelo aumento da produção de 
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fibronectina quando ativada (GUO et al., 2016; KANLAYA et al., 2020; WANG et al., 

2011).  

Figura 17. Microscopia óptica de células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Manilae 
L495. 

 

Fotomicrografias das células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Manilae L495. As 
células foram cultivadas em placas de 6 poços e incubadas em estufa a 37º C e 5% de CO2 até o 
momento da infecção e mantidas nas mesmas condições durante os tempos de infecção. A, B e C: 
Controle negativos tratados com 200 ng/mL de HGF humano recombinante dos tempos 24 horas, 48 
horas e 72 horas, respectivamente. D, E e F: Células HK-2 infectadas por L. interrogans sorovar Manilae 
L495 (MOI 50:1) tratadas com 200 ng/mL de HGF humano recombinante nos tempos 24 horas, 48 
horas e 72 horas, respectivamente.  

Em células HK-2 tratadas com 200 ng/mL de HGF e infectadas com L. 

interrogans sorovar Manilae L495 houve uma redução discreta da produção de β-

catenina identificada no citoplasma desta célula nos tempos de 48 e 72 h (Fig. 18), 

demonstrando que a utilização de HGF pode reduzir a indução de EMT mediada pelas 

vias do TGF-β1 e do Wnt/β-catenina na infecção por Leptospira. 
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Figura 18. Detecção de β-catenina em células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495 tratadas com HGF  

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 tratadas 
com a dose de 200 ng/mL de HGF foram transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana 
foi incubada com os seguintes anticorpos diluídos em leite desnatado 5% em PBS-T: primário: anti-β-
catenina produzido em camundongo 1:1.000. Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado à 
peroxidase 1:5.000. As bandas foram observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico 
PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). 

Com os resultados obtidos a partir do tratamento das células HK-2 e a sua 

influência nas respostas celulares frente a infecção, o próximo passo foi entender qual 

a influência direta do HGF na produção do TGF-β1 pelas células HK-2 infectadas por 

L. interrogans.  

5.9 A infecção de células HK-2 por L. interrogans sorovares Copenhageni L1-130 e 

Manilae L495 induz à secreção de TGF-β1 

 

A infecção de células HK-2 por L. interrogans sorovar Manilae L495 induz a 

produção de TGF-β1 já nas primeiras 24 horas de infecção. Às 48 horas pós- infecção 

há evidente aumento da produção e secreção de TGF-β1 comparado ao controle 

negativo de células HK-2 não infectadas (p < 0,001) e essa diferença se mantem às 

72 horas pós-infecção (p < 0,001). O aumento é tempo dependente e a cada 24 horas 

há duplicação da quantidade de TGF-β1 presente nos sobrenadantes das células 

infectadas (p < 0,001). Quando tratadas com HGF houve produção de TGF-β1 já às 

24 horas pós-infecção, mas é importante notar que também houve produção pelas 

células do controle negativo. Além disso, apesar da produção do fator de crescimento, 

a diferença entre as células não infectadas para as células infectadas foi menor no 
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tempo de 72 horas pós-infecção (p < 0,05). Quando comparados a produção de TGF-

β1 nas células infectadas nos tempos 48 horas, o aumento foi de aproximadamente 

uma vez  e no tempo de 72 horas o aumento foi de aproximadamente 20% (p < 0,01). 

Já nas células não tratadas, esse aumento às 72 horas foi aproximadamente de seis 

vezes, quando comparada com a produção da citocina pelas células não infectadas 

(Fig. 19). 

Figura 19. Secreção de TGF-β1 por células HK-2 após infecção por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495  

 

Os sobrenadantes das células HK-2 infectadas por Leptospira interrogans sorovar Manilae L495 não 
tratadas e tratadas com 200 ng/mL de HGF humano recombinante (R&D Biosystems, #294-HG) no 

momento da infecção foram utilizados para mensuração de TGF-β1, por meio de kit de ELISA comercial 

(ThermoFisher) A) Células HK-2 não receberam nenhum tratamento durante a infecção. B) Células HK-
2, controle e infectadas, receberam 200 ng/mL de HGF humano recombinante (R&D Biosystems, #294-
HG) no momento da infecção. Teste estatístico: One-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni. * p 
< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

O aumento da secreção de TGF-β1 pelas células HK-2 na infecção por L. 

interrogans sorovar Manilae L495 mostra que a presença da bactéria viva nas células 

do túbulo contorcido proximal é capaz de induzir uma resposta pró-fibrótica, como 

observada por outros autores ao utilizarem frações de Leptospira para estimularem 

essa resposta (CHOU et al., 2021; HUNG et al., 2006; TIAN et al., 2006). 

Existe um balanço regulatório que coordena a produção e secreção dos fatores 

de crescimento HGF e TGF-β1, garantindo que haja uma resposta extremamente 

afinada, evitando elevação exagerada tanto de um quanto de outro.  Em um modelo 

murino de fibrose renal, caracterizada por nefrose congênita, a expressão e secreção 

local de TGF-β1 está aumentada, enquanto há uma redução dos níveis de HGF, 

demonstrando a importância dessa sintonia fina na regulação local e na homeostase, 

impedindo que haja fibrose renal (MIZUNO et al., 2000). 
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O HGF antagoniza a resposta ao TGF-β1 induzindo a expressão de um 

regulador negativo da via, o SnoN. Células de túbulo contorcido proximal apresentam 

EMT quando estimuladas com TGF-β1 purificado. Entretanto, quando previamente 

tratadas com HGF há um aumento significativo de SnoN, sem que haja diminuição da 

fosforilação de Smad2. Os autores demonstraram que o controle da via acontece por 

uma interação física entre Smad2 e SnoN, impedindo que haja ligação do fator de 

transcrição ao sítio promotor e consequentemente, evitando que haja expressão dos 

genes-alvo da via (DEHEUNINCK; LUO, 2009; YANG; DAI; LIU, 2005).  

Diferentemente do encontrado por Ejaz et al. (2019), que demonstraram que 

há redução da expressão de mRNA de TGF-β1 em fibroblastos derivados de prepúcio 

humano tratados com diferentes doses de HGF recombinante humanos, encontramos 

um aumento da produção de TGF-β1 pelas células HK-2 tratadas com 200 ng/mL de 

HGF durante todos os tempos de infecção. Na realidade, o aumento é evidente em 

todos os tempos dos controles negativos comparados aos controles negativos sem o 

tratamento, e há aumento progressivo com o passar do tempo de infecção. Acredita-

se que esse aumento esteja relacionado à tentativa das células em manter 

homeostase local: ao aumentar a quantidade de HGF do meio as células passaram a 

produzir mais TGF-β1, como forma compensatória.  

5.10 A infecção de células HK-2 por L. interrogans leva ao acúmulo de gotículas de 

lipídeos no citoplasma e a alteração no fluxo autofágico. 

   

 Células de túbulos contorcidos proximais dependem exclusivamente de β-

oxidação para obtenção de energia. Insultos locais, como hiperglicemia decorrente de 

diabetes mellitus induzem ao acúmulo de gotículas de lipídeos e, posteriormente, à 

EMT em células HK-2 (XU et al., 2014). O aumento da expressão de Twist1, um fator 

de transcrição de EMT, leva a uma regulação negativa de genes associados ao 

metabolismo lipídico e à β- oxidação, dentre eles o gene de CPT1A, em células HK-2  

(LIU et al., 2022).  

 A infecção das células HK-2 por L. interrogans induziu ao acúmulo de gotículas 

de lipídeos no citoplasma destas células, evidenciado pela marcação de ácidos graxos 

neutros pela probe BODIPY® (Fig. 20). A indução do acúmulo de gotículas de lipídeo 

no citoplasma de células infectadas por patógenos intracelulares como 
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Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae é extensivamente descrita. Estes 

patógenos utilizam ácidos graxos presentes nas gotículas para manutenção e 

crescimento intracelular (DE MATTOS et al., 2012; PEREIRA-DUTRA et al., 2019). 

 Patógenos extracelulares são capazes de alterar o metabolismo lipídico das 

células, além de utilizarem lipídeos da membrana celular para processos vitais para 

seu crescimento, evasão imune, patogênese e manutenção no hospedeiro. Borrelia 

burgdorferi, espiroqueta causadora da doença de Lyme em seres humanos, é capaz 

de utilizar colesterol proveniente da membrana citoplasmática de células HeLa e 

incorporá-lo à sua membrana. Além disso, essa espiroqueta é capaz de incorporar 

glicolipídeos de colesterol, altamente antigênicos, na membrana das células HeLa, 

como provável mecanismo envolvido na patogênese da doença de Lyme (CROWLEY 

et al., 2013). 

Figura 20. Acúmulo de gotículas de lipídeos no citoplasma de células HK-2 infectadas por Leptospira 
interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 

 

As células HK-2 foram cultivadas em lamínula e após a infecção realizou-se fixação e marcação das 
células utilizando 2μM de BODIPY®. Barra lateral inferior esquerda 100µm. Imagens capturadas em 
microscópio confocal TCS SP8, Leica, Alemanha, no tempo de 48 horas após a infecção das células 
por Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 

 

Apesar de não se saber o mecanismo exato envolvido na indução do acúmulo 

de lipídeos no citoplasma das células HK-2, a descrição da subversão do metabolismo 

lipídico por outros patógenos indica que há a possibilidade de alteração do 

metabolismo lipídico levando ao resultado encontrado (ITO et al., 2004; WELTE, 2015; 

WUNDER et al., 2006). 

A partir dos resultados relacionados ao acúmulo de gotículas de lipídeo em 

células HK-2, perguntou-se se haveria relação entre os achados e a alteração do fluxo 
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autofágico nestas células. A infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 

levou a uma redução da concentração de LC3 I e II nas células HK-2 (Fig. 21).  

LC3 I e II são considerados marcadores da ativação de autofagia. O aumento da 

expressão de ambos, especialmente de LC3II demonstra a ativação e funcionamento 

da via nas células. Conforme é possível observar na Figura 21 as células do grupo 

controle apresentam produção de ambos LC3 demonstrando que as células não 

infectadas possuem o fluxo autofágico inalterado. Já nas células infectadas, pode-se 

notar uma redução do fluxo autofágico, especialmente às 72 h após a infecção. 

Figura 21. Produção de LC3I e LC3II pelas células HK-2 infectadas por L. interrogans sorovar 
Copenhageni L1-130 

 

Após eletroforese em condições redutoras, as proteínas dos sobrenadantes das células HK-2 foram 
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os seguintes anticorpos 
diluídos em albumina sérica bovina em TBS-T: primário: anti-LC3I/II produzido em camundongo 
1:1.000. Secundário: anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 1:5.000. As bandas foram 
observadas após revelação com o kit SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 
(Thermo Scientific). 

O metabolismo lipídico está intimamente relacionado e controlado pela ativação 

de autofagia (SINGH et al., 2009; YAN et al., 2018), mas ainda existem controvérsias 

em relação ao papel da autofagia na indução do acúmulo ou no aumento da oxidação 

de ácidos graxos pelas células. Em células HK-2, tratamento com TGF-β1 levou a um 

acúmulo de lipídeo, que foi reduzido quando o gene da Beclina-1 foi silenciado, 

demonstrando que o acúmulo de lipídeos em células HK-2 é Beclina-1 dependente. 

In vivo, o tratamento de camundongos submetidos à obstrução ureteral unilateral com 

inibidores da autofagia, impediu o depósito de lipídeos em células dos túbulos 

contorcidos proximais (YAN et al., 2018).  
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Diferentemente do encontrado por Yan et al. (2018) a infecção por L. interrogans 

sorovar Copenhageni L1-130 inibiu o fluxo autofágico. Os resultados encontrados são 

compatíveis com a descrição da ocorrência de EMT e acúmulo de lipídeos mediado 

pela inibição do fluxo autofágico descritos por Singh et al. (2009). Apesar disso, é 

necessária cautela ao se afirmar que a infecção por L. interrogans induz a um acúmulo 

de lipídeos mediada pela inibição da autofagia em células HK-2. 

 

5.11 A infecção de camundongos C57BL/6 por L. interrogans sorovar Copenhageni 

L1-130 induz à EMT, inflamação e fibrose renal  

 

Camundongos, assim como ratos, são naturalmente resistentes à leptospirose 

aguda e raramente apresentam sintomatologia clínica da doença (BOEY; SHIOKAWA; 

RAJEEV, 2019; GOMES-SOLECKI; SANTECCHIA; WERTS, 2017) e, por isso, são 

considerados bons modelos animais para estudo de leptospirose crônica e fibrose 

renal (FANTON D’ANDON et al., 2014). 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com duas doses distintas, 1x106 e 

2x108 leptospiras, respectivamente, por via intraperitoneal e acompanhados 

diariamente até 60 dias pós infecção (d.p.i.). Um grupo controle recebeu apenas 

injeção de PBS estéril por via intraperitoneal. Nenhum animal apresentou alteração 

de comportamento ou sinais clínicos compatíveis com leptospirose aguda como perda 

de peso, diminuição da limpeza dos pelos, presença de pelos eriçados ou diminuição 

da deambulação. Não se notaram sinais de dor ou desconforto nos animais 

infectados. 

As eutanásias foram realizadas conforme descrito e os rins foram 

imediatamente coletados e fixados em formalina neutra tamponada a 10% para 

posterior processamento histológico. As análises dos rins foram realizadas de forma 

cega por um mesmo avaliador. A inflamação renal foi caracterizada por infiltrado 

inflamatório mononuclear intersticial discreto e difuso (Figura 22 A – L). No grupo que 

recebeu 1x106 leptospira/animal a inflamação foi mais evidente aos 15 d.p.i. com 

redução do escore de inflamação próximo ao dos animais do grupo controle aos 45 

d.p.i. Já os animais que receberam a 2x108 leptospira/animal apresentaram 

inflamação renal durante os 60 dias avaliados (Figura 23). Como esperado, nenhum 
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animal do estudo apresentou sinais clínicos de leptospirose aguda. Não foram 

observados animais com perda de peso ou moribundos durante os 60 dias de 

observação.  

Por serem resistentes à doença aguda, já se esperava que os animais fossem 

capazes de resolver a inflamação renal causada pela migração e colonização pela L. 

interrogans. Apenas os animais que receberam 1x106 leptospira/animal foram 

capazes de iniciar a resolução da inflamação aos 45 d.p.i., diferentemente dos animais 

infectados com 2x108 leptospira/animal que ainda apresentavam sinais de inflamação 

moderada aos 60 d.p.i.  

Figura 22. Fotomicrografias de rim dos animais infectados com Leptospira interrogans sorovar 
Copenhageni L1-130 nas doses de 1x106 leptospiras/animal e 2x108 leptospiras/animal. 
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Cortes histológicos de rins de camundongos C57BL/6 infectados por Leptospira interrogans sorovar 
Copenhageni L1-130. Após a eutanásia os rins foram imediatamente coletados e fixados em formalina 
neutra tamponada a 10% e, posteriormente, processados e corados por hematoxilina e eosina. A, D, G 
e J) Grupo controle nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias pós infecção (d.p.i.), respectivamente. B, E, H e 
K) Grupo 1x106 leptospira/animal nos tempos 15, 30, 45 e 60 d.p.i., respectivamente. C, F, I e L) Grupo 
2x108 leptospira/animal nos tempos 15, 30, 45 e 60 d.p.i, respectivamente. Coloração Hematoxilia e 
Eosina. Barra lateral = 20µm. 

Figura 23. Escore de inflamação renal após infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 
em diferentes tempos e duas doses infectantes. 
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Análise dos escores de inflamação dos cortes histológicos de rins de camundongos infectados por 
Leptospira interrogans sorovar Copenhgeni L1-130. Teste estatístico: Two way ANOVA, seguido por 
Teste de Bonferroni. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

A avaliação da deposição de colágenos e, consequentemente, da ocorrência 

de fibrose renal, mostrou que a partir dos 15 d.p.i. já existe início de uma resposta pró-

fibrótica, com evidência de deposição de colágeno intersticial e peritubular. No grupo 

que recebeu 2x108 leptospira/animal, aos 60 d.p.i. a deposição de colágeno foi 

evidente e difusa (Fig. 24 A – F). 

Conforme descrito por Fanton D’Andon et al. (2014) há ocorrência de fibrose 

renal em camundongos C57BL/6 infectados com doses subletais de L. interrogans 

sorovar Copenhageni L1-130. As imagens acima evidenciam a deposição de 

colágenos pela marcação em vermelho nos cortes histológicos corados por Picrosirius 

Red (Fig. 24). A utilização de duas doses diferentes no presente estudo se deu pela 

necessidade de se avaliar qual delas induziria fibrose renal mais evidente. Pela 

avaliação unicamente qualitativa não se observaram diferenças na distribuição das 

áreas com deposição de fibrose, mas parece haver maior quantidade de colágeno nos 

rins dos animais que receberam a dose mais alta. 

Figura 24. Fotomicrografias de cortes histológicos dos rins de camundongos C57BL/6 infectados com 
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 evidencia a deposição de colágeno em interstício 
e peritubular. 
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A  B  C  

   

D  E  F 
Cortes histológicos de rins de camundongos C57BL/6 infectados por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495. Após a eutanásia os rins foram imediatamente coletados e fixados em formalina neutra 
tamponada a 10% e, posteriormente, processados. A) Controle negativo 15 dias pós infecção (d.p.i.); 
B e C) Doses alta e baixa, respectivamente, 15 d.p.i.; E e F) Doses alta e baixa, respectivamente, 60 
d.p.i. Coloração Picrosirius Red, barra lateral = 20µm. 

Devido à maior afinidade do Picrosírius red a colágenos I e III, para 

complementar o resultado encontrado anteriormente e analisar a deposição de 

colágeno peritubular, foi realizada imunohistoquímica para colágeno IV dos cortes de 

rins de camundongos infectados por L. interrogans. É possível observar deposição de 

colágeno IV ao redor dos túbulos dos animais infectados por ambas as doses, 

comprovando que há indução da produção desta proteína de matriz extracelular 

nestes animais (Fig. 25). 
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Figura 25. Imunohistoquímica para colágeno IV dos cortes de rins dos animais infectados por L. 
interrogans sorovar Manilae L495. 
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Cortes histológicos de rins de camundongos C57BL/6 infectados por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495. Após a eutanásia os rins foram imediatamente coletados e fixados em formalina neutra 
tamponada a 10% e, posteriormente, processados. A, D, G e J) Grupo controle nos tempos 15, 30, 45 
e 60 dias pós infecção (d.p.i.), respectivamente. B, E, H e K) Grupo 1x106 leptospira/animal nos tempos 
15, 30, 45 e 60 d.p.i., respectivamente. C, F, I e L) Grupo 2x108 leptospira/animal nos tempos 15, 30, 
45 e 60 d.p.i, respectivamente. Imunohistoquímica, anticorpo primário anti-colágeno IV 1:500. Barra 
lateral = 50µm. 

 O colágeno IV é uma proteína presente em lâmina basal e o seu aumento está 

relacionado à fibrose peritubular em rins. O aumento da produção de colágeno IV está 

relacionado à maior adesão e invasão de patógenos como Streptococcus gallolyticus 

e Escherichia coli O157:H7 (FARFAN et al., 2011; VOLLMER et al., 2010). Apesar 

disso, a possibilidade da utilização do colágeno IV para adesão e manutenção de L. 
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interrogans nos rins de camundongos é pouco provável, devido à localização em 

membrana basal da proteína no rim dos animais. 

 Conforme mostrado, a indução de EMT em células epiteliais de túbulos 

contorcidos proximais leva à produção de proteínas de matriz extracelular, e o 

aumento específico de colágeno IV é descrito como um dos sinais da fibrose 

peritubular, em conjunto com o aumento da deposição de colágenos I e III (BLACK; 

LEVER; AGARWAL, 2019; BÜLOW; BOOR, 2019). Os resultados encontrados 

confirmam a ocorrência de fibrose renal após a infecção crônica por L. interrogans 

sorovares Copenhageni L1-130 e Manilae L495. 

 O mecanismo exato da indução da fibrose em rins de camundongos ainda não 

foi completamente elucidado. A fim de se avaliar a ocorrência de EMT nas células 

epiteliais de túbulos contorcidos proximais como um dos fatores indutores da fibrose 

nos rins de camundongos, foi realizada a marcação por imunohistoquímica de um dos 

marcadores moleculares, o α-SMA.  

 A infecção por L. interrogans sorovar Manilae L495 induziu a produção e 

expressão de α-SMA pelas células epiteliais de túbulos contorcidos proximais. De 

acordo com o resultado encontrado por outros autores, há produção de α-SMA e 

ocorrência de EMT, sem que haja desprendimento ou migração das células da lâmina 

basal dos túbulos. A detecção do marcador foi maior aos 60 dias após a infecção nos 

animais que receberam a dose infectante de 2x108 leptospiras/animal (Fig. 26). 
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Figura 26. Imunohistoquímica para α-SMA dos cortes de rins dos animais infectados por Leptospira 
interrogans sorovar Manilae L495. 
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Cortes histológicos de rins de camundongos C57BL/6 infectados por Leptospira interrogans sorovar 
Manilae L495. Após a eutanásia os rins foram imediatamente coletados e fixados em formalina neutra 
tamponada a 10% e, posteriormente, processados. A) Controle negativo 15 dias pós infecção (d.p.i.); 
B e C) Doses alta e baixa, respectivamente, 15 d.p.i.; E e F) Doses alta e baixa, respectivamente, 60 
d.p.i.  Imunohistoquímica, anticorpo primário anti-α-SMA 1:500. Barra lateral = 50µm. 

 A produção de α-SMA pelas células de túbulos contorcidos proximais de rins 

de camundongos após a infecção por L. interrogans sorovar Manilae demonstra que 

há participação da EMT no processo de fibrose renal na leptospirose crônica. A 

descrição de EMT em modelos experimentais de fibrose renal (obstrução ureteral 

unilateral ou nefrectomia 5/6) nos indica que este é um dos mecanismos envolvidos 

(GRANDE et al., 2015; LIU, 2006; LOVISA et al., 2015). Apesar de a fibrose renal em 

modelos de infecção crônica por Leptospira spp. ser bastante descrita (FANTON 

D’ANDON et al., 2014; FERRER et al., 2018; MATSUI et al., 2016) a análise de EMT 

nestes modelos ainda não é bastante explorada. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 A infecção de células HK-2 por L. interrogans induziu a ocorrência da transição 

epitélio-mesenquimal mediada pelas vias de comunicação celular ativação TGF-β1 e 

a via do Wnt/β-catenina. As alterações morfológicas celulares compatíveis com EMT 

e a produção excessiva de proteínas de matriz extracelular, principalmente 

fibronectina, demonstram a importância do processo na infecção destas células por 

sorovares virulentos de L. interrogans. A descrição de EMT in vitro em células HK-2 

após infecção por L. interrogans pode explicar a ocorrência de quadros de fibrose 

renal em hospedeiros, susceptíveis ou reservatórios, após a infecção ou leptospirose 

aguda.   

 A identificação da ocorrência de EMT em células dos túbulos contorcidos 

proximais e fibrose renal em camundongos C57BL/6 demonstra que, mesmo animais 

considerados resistentes à doença clínica apresentam lesão leve a moderada e que, 

novamente, o processo de EMT parece ser o indutor da fibrose renal observada 

nesses animais.  

 Assim, conclui-se que a infecção por L. interrogans em células HK-2 e em 

modelo murino, é capaz de induzir alterações compatíveis com EMT e tais alterações 

estão relacionadas com a ocorrência de fibrose renal nos rins de animais acometidos 

pela infecção pelo patógeno, abrindo novos caminhos para o entendimento das lesões 

crônicas causadas pela infecção e a possibilidade de desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas direcionadas à redução da ocorrência de EMT e, consequentemente, da 

fibrose renal.  
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