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CHAGAS-JUNIOR, Adenizar Delgado das. Avanços no conhecimento da imunopatogênese 

da leptospirose e a aplicação do método do imprint como ferramenta qualitativa e quantitativa 

de leptospiras. Tese (Doutorado) – Fundação Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gonçalo 

Moniz, Salvador, 2014. 

 

RESUMO 

A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogênicas pertencentes ao 

gênero Leptospira. O modelo da doença em camundongos tem vantagens devido à ampla 

gama de ferramentas genéticas e imunológicas disponíveis para pesquisas básicas. A maior 

limitação na conduta clínica e na pesquisa experimental da leptospirose é o fraco desempenho 

dos métodos disponíveis para detecção direta e para quantificação de leptospiras. Foi incluído 

nesta tese um conjunto de três manuscritos que visam investigar o desfecho da infecção pela 

cepa virulenta de Leptospira interrogans nas linhagens de camundongos selvagens (A, CBA, 

BALB/c e C57BL/6), em camundongos óxido nítrico sintase induzível (iNOS) Knockout 

(KO), camundongos gene ativador de recombinação 1 (RAG1) KO , camundongos CB17 com 

imunodeficiência combinada grave (SCID), e os seus respectivos controles selvagens 

C57BL/6 e BALB/c. Investigar a confiabilidade do método de quantificação do imprint (IM), 

comparando os resultados obtidos com esta técnica aos obtidos com a utilização do PCR em 

tempo real (qPCR) para detectar e quantificar leptospiras em amostras de rim de ratos e 

hamsters experimentalmente infectados. Como esperado, nenhuma das linhagens de 

camundongos selvagens foram suscetíveis à leptospirose letal. A linhagem A e C57BL/6 

exibiram altas cargas de Leptospira nas amostras de rim e as linhagens CBA e C57BL/6 

desenvolveram lesões inflamatórias graves, enquanto a linhagem BALB/c provou ser a mais 

resistente apresentando leptospirose subclínica. Os camundongos iNOS KO e selvagem 

sobreviveram sem sintomas clínicos de leptospirose. A frequência e gravidade das nefrites 

foram significantemente menores nos camundongos iNOS KO. Todos os animais RAG1 KO 

e SCID morreram de leptospirose aguda, enquanto que todos os camundongos selvagens 

sobreviveram. A hemorragia pulmonar foi observada em 57 e 94% dos camundongos RAG 1 

KO e em 83 e 100% dos camundongos SCID, usando doses de inóculos de 10
7
 e 10

6
 

leptospiras, respectivamente. Não houve evidências de hemorragia pulmonar nos controles 

selvagens. Nos modelos de infecção agudo e crônico, houve correlação positiva 

estatisticamente significante (P < 0,05) na quantificação de leptospiras pelos métodos do 

qPCR e do IM. Como conclusão geral, a linhagem de camundongos A pode ser a linhagem de 

escolha em estudos na qual se pretende recuperar um grande número de leptospiras de rins 

colonizados. As linhagens CBA e C57BL/6 desenvolveram, com maior frequência, lesões 

inflamatórias e podem ser as mais adequadas para estudos de leptospirose associados com 

nefrite intersticial. A linhagem BALB/c é a mais indicada para estudar mecanismos que 

envolvam a imunidade inata e/ou a rápida resposta imune adaptativa. A ausência do gene do  

iNOS no modelo murino resultou em uma diminuição significativa da suscetibilidade para o 

desenvolvimento da nefrite intersticial. Além disso, a ausência de linfócitos B e T funcionais 

não impediu a ocorrência de hemorragia pulmonar. Estes dados fornecem fortes evidências de 

que a hemorragia pulmonar na leptospirose não está relacionada apenas a mecanismos 

autoimunes. Para a detecção e quantificação de leptospiras o método do imprint foi 

equivalente ao qPCR. 

Palavras-chave: Leptospirose, Camundongos, Hemorragia pulmonar, PCR em tempo real  

 



 

 

 

CHAGAS-JUNIOR, Adenizar Delgado das. Advances in the understanding of the 

immunopathogenesis of leptospirosis and the imprint method as a qualitative and quantitative 

tool for leptospires. Tese (Doutorado) – Fundação Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz, Salvador, 2014. 

 

ABSTRACT 

Leptospirosis is a zoonosis caused by pathogenic spirochaetes belonging to the genus 

Leptospira. The mouse disease model is advantagous due to the broad array of immunological 

and genetic tools available for basic research. A major limitation in the clinical management 

and experimental research of leptospirosis is the poor performance of the available methods in 

the direct detection and quantification of leptospires. This thesis includes three manuscripts 

that investigate the outcome of infection by a virulent strain of Leptospira interrogans in 

wildtype mice strains: A, CBA, BALB/c and C57BL/6; in iNOS knockout (KO) mice, 

recombination activating gene 1 (RAG1) KO mice and CB17 severe combined 

immunodeficiency (SCID) mice. To investigate whether the imprint method (IM) of 

quantification was reliable we compared it with against real time PCR (qPCR) for the 

detection and quantification of leptospires in kidney samples from rats and hamsters. As 

expected, none of the wildtype mice were susceptible to lethal leptospirosis. The A and 

C57BL/6 strains exhibited high leptospiral loads in the kidney samples and the CBA and 

C57BL/6 strains developed severe inflammatory lesions, whilst the BALB/c strain proved to 

be the most resistant to subclinical leptospirosis. The iNOS KO mice survived with no clinical 

symptoms of leptospirosis. The frequency and severity of nephritis was significantly lower in 

the iNOS KO mice. All of the RAG 1 KO and SCID animals died of acute leptospirosis, 

whereas all of the wildtype mice survived. Pulmonary haemorrhage was observed in 57 and 

94% of Rag1 KO mice and in 83 and 100% of SCID mice, using inoculum doses of 10
7
 and 

10
6
 leptospires, respectively. There was no evidence of pulmonary haemorrhage in the 

wildtype controls. In both the acute and chronic infection models, the correlation between 

quantification by qPCR and the IM was found to be positive and statistically significant (P < 

0.05). In conclusion, the mouse A strain would be the strain of choice in studies requiring the 

recovery of a large number of leptospires from colonized kidneys. The CBA and C57BL/6 

strains developed more inflammatory lesions and would be the most suitable for studies of 

leptospirosis associated with interstitial nephritis. The BALB/c strain appeared to be the most 

suitable for studying mechanisms involving innate immunity and/or rapid adaptive immune 

response. The absence of the iNOS gene in the murine model resulted in a significant 

decrease in susceptibility to the development of interstitial nephritis. Furthermore, the absence 

of functional B and T lymphocytes did not prevent the occurrence of pulmonary hemorrhage. 

These data provide strong evidence that pulmonary hemorrhage in leptospirosis is not only 

related to autoimmune mechanisms. For the detection and quantification of leptospires the 

imprint method was quivalent to that of qPCR. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias patogênicas pertencentes ao 

gênero Leptospira (LEVETT, 2001). É uma doença emergente, com ampla distribuição 

mundial, negligenciada e uma grande ameaça à saúde pública, principalmente em países em 

desenvolvimento e subdesenvolvidos (BHARTI et al., 2003; HARTSKEERL et al., 2011; 

WHO, 2011).  

As leptospiras são espiroquetas que possuem 0,1µm de diâmetro e 6-20µm de 

comprimento, e pertencem à ordem Spirochaetales, família Leptospiraceae, gênero 

Leptospira que é composto por espécies saprófitas e patogênicas (LEVETT, 2001). 

Atualmente são mais de 260 sorovares patogênicos e 60 saprófitas (FAINE, 1999; ADLER, 

2009). Estas bactérias são finas, apresentam alta motilidade, crescimento lento, aeróbias 

obrigatórias e com crescimento ótimo a 30ºC (LI et al., 2000). 

A primeira descrição clínica da doença foi publicada por Weil em 1886 (FAINE, 

1999). Em 1916, Inada e colaboradores isolaram leptospiras e as identificaram como o agente 

causador da leptospirose (INADA  et al., 1916). A leptospirose era conhecida 

tradicionalmente como uma doença ocupacional (LEVETT, 2001), mas também foi 

diagnosticada em pessoas que se envolvem em atividades recreativas, eventos esportivos, 

viagens e turismo de aventura (MCBRIDE et al., 2005). Em países em desenvolvimento a 

doença é um grande problema de saúde para as populações da zona rural, e também se tornou 

um problema nos grandes centros urbanos (MCBRIDE et al., 2005). Um bilhão de pessoas 

vive nas favelas, onde a falta de condições sanitárias básicas tem produzido condições 

ecológicas para que ocorra a transmissão de leptospiras a partir de roedores (KO et al., 1999; 

MCBRIDE et al., 2005). Mais de 500.000 novos casos são relatados todos os anos e com 

taxas de letalidade superiores a 10% (WHO, 1999). Entretanto estes dados provavelmente são 

subestimados devido à falta de programas coordenados de vigilância e diagnóstico da doença 

(MCBRIDE et al., 2005). No Brasil mais de 10.000 casos são relatados anualmente 

(MCBRIDE et al., 2005). Após o surto epidêmico de leptospirose associada à síndrome 

hemorrágica pulmonar severa que ocorreu na Nicaragua em 1995, o mundo começou a 

considerar a leptospirose como uma doença infecciosa emergente (MCBRIDE et al., 2005). 

A infecção de animais e humanos ocorre após o contato direto com a urina ou 

indiretamente através de fontes de águas contaminadas com leptospiras (LEVETT, 2001; 
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FAINE, 1999). A maioria das infecções é assintomática. Todavia, uma fração de casos (5 a 

15%) pode progredir para formas graves como a síndrome de Weil (icterícia, insuficiência 

renal e fenômenos hemorrágicos) e para a síndrome hemorrágica pulmonar grave (LEVETT, 

2001; FAINE, 1999; DAHER et al., 1999). A infecção causa uma prolongada leptospiremia 

até que o hospedeiro possa desenvolver uma resposta imune efetiva, que ocorre uma ou duas 

semanas após a infecção (FAINE, 1957). Quando a infecção é instalada, pode ocorrer a 

evolução para uma doença aguda, o desenvolvimento de imunidade protetora e eliminação do 

agente ou o desenvolvimento do estado de portador crônico. Neste último caso, estudos 

indicam que o lúmen dos túbulos renais, local onde a concentração de anticorpos é baixa, é 

um local de colonização ideal para as leptospiras, sendo provavelmente uma forma de escape 

do sistema imune (ATHANAZIO et al., 2008; FAINE, 1999). Os rins colonizados por 

leptospiras apresentam nefrite túbulo-intersticial, focos inflamatórios, necrose tubular e 

hemorragias. As leptospiras são encontradas em grande número nos túbulos contorcidos 

proximais, glomérulos e interstício (VAN DEN INGH et al., 1986; NALLY et al., 2004; 

COX,  1981).  

O dano pulmonar principal na leptospirose ocorre devido às intensas hemorragias 

intra-alveolares, levando à insuficiência respiratória (NALLY, et al., 2004; PEREIRA et al., 

2005; GOUVEIA et al., 2008). Raras leptospiras são visualizadas nos pulmões, o que sugere 

um mecanismo diferente de patogenia, não correlacionada com a ação direta do 

microrganismo, assim como a presença do agente em tecidos renais e hepáticos não estão 

relacionados com lesão (CRODA et al., 2010; NALLY et al., 2004; VAN DEN INGH et al., 

1986). A severidade das infecções em humanos pode variar de acordo com o sorovar 

infectante, a idade, o estado de saúde e o estado imunológico do paciente (ADLER et al., 

2009; ADLER., 1977).  

Diversos modelos experimentais em animais vêm sendo usados nas pesquisas de 

leptospirose. Porquinhos da índia e hamsters são os roedores de laboratório mais adequados 

para reproduzir a infecção letal aguda (NALLY et al., 2004; SPICHLER et al., 2007; SILVA 

et al., 2008). Enquanto que os ratos representam um modelo de infecção persistente (NALLY 

et al., 2005; ATHANAZIO et al., 2008). Camundongos usualmente desenvolvem um estado 

de portador assintomático persistente, e são reconhecidos como portadores resistentes. 

Entretanto, esta possível resistência dos camundongos ainda não foi estudada detalhadamente 

em uma ampla variedade de linhagens. Os estudos em camundongos apresentam uma série de 

vantagens, devido à existência de uma ampla gama de ferramentas imunológicas e genéticas 
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para serem utilizadas em pesquisas básicas. Contudo, isso tem sido pouco explorado em 

leptospirose. Estudos em linhagens de camundongos transgênicos e/ou mutantes já foram 

desenvolvidos (NALLY et al., 2005; VIRIYAKOSOL et al., 2006; ATHANAZIO et al., 

2008), porém, uma maior utilização destas ferramentas é dificultada pela falta de 

entendimento dos resultados nas infecções experimentais de diferentes linhagens de 

camundongos. Além disso, não é conhecido até que ponto os camundongos desenvolvem 

nefrite intersticial após infecções experimentais com leptospiras. Em um estudo prévio, foram 

observadas discretas alterações inflamatórias em camundongos C57BL/6, ao passo que a 

linhagem BALB/c não desenvolveu nenhuma patologia sub-clínica (ATHANAZIO et al., 

2008). Algumas linhagens de camundongos como a CB17 SCID não produzem linfócitos B e 

T funcionais devido a uma mutação do gene Prkdc que codifica uma proteína quinase DNA 

dependente envolvida na reparação da dupla fita de DNA e recombinação gênica. Um 

anticorpo é composto por duas cadeias leves (L) e duas pesadas (H), e os genes que os 

especificam são localizam-se no locus da cadeia leve e pesada. No loci da cadeia pesada H 

existem três regiões, V, D e J, que se recombinam aleatoriamente, em um processo 

chamado recombinação VDJ, para produzir um único domínio variável na imunoglobulina de 

cada célula B, e os camundongos knockout (KO) para RAG1 não possuem o gene que 

desempenha este importante papel no rearranjo e recombinação dos genes de imunoglobulina 

e moléculas receptoras de linfócitos T durante o processo de recombinação VDJ. Assim, os 

camundongos RAG1 KO são incapazes de gerar linfócitos B e T específicos. Diante disto, 

estes animais podem ser utilizados como importantes ferramentas para o entendimento da 

imunopatogênese da leptospirose experimental. 

A imunidade do tipo humoral é predominante em humanos com leptospirose e na 

maioria das espécies de animais incluindo cães, suínos, porquinhos da índia e hamsters. Esta 

evidência surgiu após uma série de estudos que utilizavam soros convalescentes de humanos 

ou de animais com leptospirose em experimentos de transferência passiva, com antissoro 

produzido experimentalmente, ou com anticorpos monoclonais produzidos diretamente contra 

o lipopolissacarídeo de leptospiras (JOST et al., 1986; ADLER, 2009). Assim, demonstraram 

que existe proteção passiva contra a infecção letal em porquinhos da índia, hamsters, cães e 

macacos. Os anticorpos monoclonais em associação com outros anticorpos específicos 

garantem uma rápida fagocitose da leptospira tanto por macrófagos como por neutrófilos. Este 

fato foi demonstrado in vivo e in vitro. Entretanto, em bovinos os mecanismos de imunidade 

são diferentes, uma vez que animais com altos níveis de anticorpos aglutinantes anti-

http://pt.wikipedia.org/wiki/Locus
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Recombina��o_VDJ&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Imunoglobulina
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Leptospira não estão protegidos contra a infecção. Essa diferença ocorre pois a imunidade 

nestes animais está correlacionada a uma resposta do tipo Th1 mediada por IFN-y (NAIMAN 

et al., 2001). O mais intrigante é que os anticorpos de bovinos suscetíveis são capazes de 

conferir imunidade passiva para hamsters, demonstrando a grande divergência de mecanismos 

imunes nas diferentes espécies (ADLER, 2009). 

 Nally e colaboradores demonstraram em 2004 no modelo experimental, depósitos ao 

longo da membrana basal dos capilares septais de imunoglobulinas e complemento (C3) com 

padrão similar observado na síndrome de Goospasture, sugerindo fenômeno de auto-

imunidade (CAMPANELLA, 1999; NALLY et al., 2004) e, também em menor escala, em 

pacientes humanos com a síndrome hemorrágica pulmonar (CRODA et al., 2009). Entretanto, 

o envolvimento de autoanticorpos na hemorragia pulmonar foi contraposto pela descrição de 

hemorragia pulmonar letal em camundongos com imunodeficiência combinada grave que 

foram infectados experimentalmente, pois os mesmos não possuem células T e B funcionais 

(VIRIYAKOSOL et al., 2006). Os ratos são o modelo de resistência à infecção letal aguda 

(ATHANAZIO et al., 2008), mas similarmente com o observado em camundongos SCID, 

ratos tratados com ciclofosfamida (que suprime a imunidade humoral) também desenvolvem 

hemorragia pulmonar (THIERMANN, 1980).  

A principal lesão tecidual da leptospirose parece ser a lesão endotelial, levando às 

hemorragias nos tecidos (LEVETT, 2001). As hemorragias são uma importante complicação 

da leptospirose e contribuem para a letalidade da doença (TREVEJO et al., 1998; GOUVEIA 

et al., 2008). A hemólise apresenta vantagens para a bactéria, ao disponibilizar ferro e ácidos 

graxos que são essenciais para o seu crescimento (CRODA, 2008). A fonte de ferro mais 

abundante no hospedeiro é o heme e leptospiras são capazes de usar heme e hemoglobina in 

vitro (MAROTTO et al., 1999). O completo mecanismo patogênico da síndrome da 

hemorragia pulmonar grave permanece, até o momento, não totalmente compreendido. 

Questões como quais seriam os fatores determinantes desta variedade de apresentação da 

doença continuam sem uma explicação clara (BHARTI et al., 2003).  

No Brasil, a hemorragia pulmonar constitui o principal fator de risco para o óbito com 

taxas de letalidade para essa forma da doença superior a 50% (KO et al., 1999). Os 

fenômenos hemorrágicos são relativamente frequentes na síndrome de Weil podendo ocorrer 

na pele, mucosas ou órgãos internos (CRODA et al., 2010). As hemorragias pulmonares 

podem variar desde leves, com presença de escarros hemoptoicos, até hemorragias maciças. 
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Também em graus variados de intensidade, podem ocorrer hemorragias gastrintestinais, tais 

como melena, hematemese ou enterorragia (CRODA, 2008). Apesar desse potencial 

hemorrágico da leptospirose ter sido descrito desde 1886 por Weil, a sua fisiopatologia ainda 

é obscura com várias teorias controversas. Apresentando maior evidência da participação das 

citocinas e mediadores inflamatórios na patogenia da doença, estudos tentaram avaliar esse 

padrão de resposta associado a injuria endotelial. Os níveis de TNF-α estão estritamente 

relacionados à severidade do quadro clínico e a letalidade da leptospirose (ANDRADE  et al., 

2008). O peptidoglicano extraído da parede celular de Leptospira interrogans induz a 

liberação de TNF-α de monócitos humanos e ativa a aderência de neutrófilos às células 

endoteliais (YANG et al., 2006). Em resumo, não há dados conclusivos que expliquem qual o 

grande desencadeador dos fenômenos hemorrágicos na leptospirose.  

Em vários estudos as células endoteliais mostram-se como o alvo principal na 

leptospirose associada à hemorragia (CRODA et al., 2010). Dentre os achados patológicos a 

hemorragia e congestão são os achados mais comuns descritos na síndrome hemorrágica 

pulmonar. Infiltrado de monócitos e neutrófilos podem ocorrer, porém de forma discreta. 

Outros achados incluem edema pulmonar, deposição de fibrina, necrose e regeneração de 

pneumócito. Formação de membrana hialina pode ocorrer, em um cenário de dano alveolar 

difuso. O tecido pulmonar geralmente apresenta um menor número de leptospiras quando 

comparados com o fígado, rim ou vasos sanguíneos, porém quando presentes, elas estão 

associadas a células endoteliais, estando no septo alveolar, aderidas às células endoteliais 

capilares (CRODA, 2008). Material granular associado a macrófagos também foi evidenciado 

em tecidos pulmonares (YERSIN et al., 2000).  

Recentemente, para elucidação da patogênese da síndrome hemorrágica pulmonar 

foram feitas investigações principalmente em modelos de estudo animal. Estes estudos focam 

principalmente a provável etiologia imune como o grande desencadeador desta grave forma 

de manifestação da leptospirose. Também foi evidenciada hemorragia alveolar associado à 

leve ou moderado infiltrado inflamatório com predomínio de neutrófilos e macrófagos e 

poucas leptospiras foram observadas no pulmão quando comparados ao rim e fígado 

(CAMPANELLA, 1999). Yang e colaboradores relataram em 2005 o caso de um paciente 

com leptospirose que apresentou apenas tosse e febre e rapidamente desenvolveu insuficiência 

respiratória aguda. Intensa hemorragia pulmonar foi observada após a intubação orotraqueal 

(YANG et al., 2005). Após esse evento o paciente veio a óbito em menos de 16 horas após a 

instalação da insuficiência respiratória. A autópsia revelou hemorragia pulmonar difusa com 
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formação de membrana hialina, aumento de macrófagos na luz alveolar e presença de 

deposição de imunoglobulina no septo alveolar e espaço alveolar (YANG et al., 2005). Os 

autores sugerem que a produção de óxido nítrico e deposição de imunoglobulina podem ser 

responsáveis pelos casos fatais de leptospirose (YANG E HSU, 2005). Avaliando os estudos 

relacionados à patologia e aos mecanismos patogênicos da síndrome hemorrágica pulmonar 

encontrada nos pacientes com leptospirose, percebemos que tais mecanismos ainda são pouco 

conhecidos.  

Uma das principais características da leptospirose é o envolvimento renal com 

peculiaridades específicas. A lesão patológica básica é a nefrite intersticial (LEVETT, 2001). 

Nos rins as principais alterações são: nefrite intersticial e necrose tubular aguda, resultantes da 

migração das leptospiras pelos rins e deposição de antígenos em glomérulos e túbulos. 

Verifica-se a presença de uma proliferação das células mesangiais e nefrite intersticial 

representada por acúmulo de mononucleares, particularmente linfócitos e histiócitos, 

acompanhado de edema, vasodilatação, congestão e tumefação endotelial (SILVA et al., 

2002). A necrose tubular aguda ocorre principalmente nos túbulos distais, caracterizada por 

túbulos dilatados, revestidos por células epiteliais baixas e de citoplasma basófilo, 

representando regeneração epitelial (TANGKANAKUL et al., 2005; REIS et al., 2008). A 

nefrite intersticial induz uma insuficiência renal aguda não oligúrica e frequentemente 

hipocalêmica (ALVES et al., 1986), com elevação da ureia e creatinina, aumento da fração de 

excreção de sódio e alterações variáveis no exame de urina, tais como leucocitúria, hematúria, 

proteinúria e cristalúria (FONSECA et al., 2006).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre de vida curta sintetizado a partir da L-arginina 

pela reação catalítica da óxido nítrico sintase (NOS). As isoformas de NO de mamíferos 

incluem: duas enzimas expressas constitutivamente (cNOS), as neuronais (nNOS) e endotelial 

(eNOS) e uma isoforma NOS induzível (iNOS) (ALDERTON et al., 2001). As isoformas 

cNOS são reguladas a nível pós-traducional, enquanto a isoforma iNOS é regulada 

primariamente por taxa de transcrição (AKTAN, 2004; STUEHR, 1999). Em baixas 

concentrações o NO é vasodilatador e microbicida, e em altas concentrações pode ser 

citotóxico (KLEINERT, 2004). Já foi demonstrado que existe uma associação entre altos 

níveis séricos de NO e o grau de comprometimento renal em pacientes com leptospirose grave 

(MACIEL et al., 2006). A produção renal de NO poderia estar envolvida em falhas de 

transporte nas células tubulares renais (CERQUEIRA et al., 2008). Estudos anteriores 

relataram a ativação de uma ampla gama de genes inflamatórios, tais como os de fator de 
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transcrição NF-kB, iNOS, proteína de quimiotração de monócitos -1 (MCP-1) e fator de 

necrose tumoral alfa por células renais tubulares em resposta à exposição a produtos 

derivados de Leptospira spp. Estes achados têm sido interpretados como sendo um gatilho 

molecular para a nefrite intersticial (YANG et al., 2002; YANG et al., 2006). A deficiência 

genética de iNOS não foi investigada in vivo. O NO secretado durante a resposta imune atua 

como um radical livre e gera produtos tóxicos contra bactérias. Assim, em teoria, a deficiência 

genética de iNOS pode alternativamente promover cargas mais elevadas de leptospiras no 

sangue e nos tecidos ou causar menos lesões inflamatórias nos rins. A correlação entre a 

expressão de iNOS no tecido renal e as alterações histopatológicas não foi explorada na 

leptospirose. 

O método diagnóstico considerado padrão-ouro na detecção de Leptospira spp. é o 

isolamento em cultura. Porém, este método tem pouca sensibilidade, apresenta alto risco de 

contaminação e é dificultado pelo crescimento lento das leptospiras que pode levar de quatro 

a seis meses de incubação (WHO, 2003; FAINE, 1999). A detecção direta de leptospiras pela 

microscopia de campo escuro é muito menos sensível e frequentemente resulta em falso 

positivos, devido a erros de interpretação (LEVETT, 2001). A utilização de PCR 

convencional ou em tempo-real (qPCR) para detecção de Leptospira spp. tem resultado em 

melhorias significativas na especificidade e sensibilidade do diagnóstico (AHMED et al., 

2009). No entanto, a utilização generalizada de PCR na detecção de leptospiras tem sido 

comprometida pelo risco de contaminação com DNA exógeno, conferindo o risco de 

resultados falso-positivos (YANG, 2004), assim como os relatos de sensibilidades variáveis 

(BOURHY et al., 2011). Ensaios prévios de qPCR que utilizam genes alvo comuns a todas 

Leptospira spp. como os genes rrs (16S rDNA) (SMYTHE et al., 2002), gyrB (SLACK et al., 

2006), e secY (AHMED et al., 2009), ou genes patogênicos específicos incluindo os genes 

lipL32 (LEVETT, 2001), ou ligA e ligB (PALANIAPPAN et al., 2005) têm sido utilizados. A 

lipL32 é altamente conservado entre os sorovares patogênicos e é ausente nos saprófitos. 

Durante alguns anos a lipL32 foi descrita como a maior proteína da membrana externa das 

leptospiras  (HAAKE et al., 2000; HAAKE et al., 2004). Recentemente foi descrito que a 

lipL32 localíza-se a baixo da superfície celular das leptospiras, e este fato, vem para explicar a 

dificuldade encontrada para desenvolver uma vacina com a lipL32, devido ao difícil acesso 

dos componentes imunológicos à essa lipoproteína (HAAKE et al., 2013). Estes experimentos 

têm sido utilizados para monitorar a colonização renal em infecções experimentais 

(PALANIAPPAN et al., 2005; LOURDAULT et al., 2009), para avaliar a excreção de 
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leptospiras na urina de cães (ROJAS et al., 2010), e para confirmação de casos em seres 

humanos durante investigações de surtos (LAROCQUE et al., 2005; SEGURA et al., 2005; 

THAIPADUNGPANIT et al., 2011). Na avaliação de candidatos a vacinas e nas interações 

Leptospira-hospedeiro, a detecção e quantificação de leptospiras são essenciais. O qPCR 

tornou-se a ferramenta molecular padrão para fins de quantificação devido à sua alta precisão 

(LOURDAULT et al., 2009). No entanto, nem todos os laboratórios tem acesso à tecnologia 

do qPCR e os métodos microbiológicos padrão para quantificação não são aplicáveis para 

leptospiras (FAINE, 1999). Nós desenvolvemos previamente um método de 

imunofluorescência em imprints (IM) de tecidos para detecção direta de leptospiras 

patogênicas por microscopia (CHAGAS-JUNIOR et al., 2009). Esta técnica é utilizada 

rotineiramente para detecção da presença de leptospiras em modelos experimentais de 

leptospirose em nossos laboratórios (BANDEIRA et al., ; SANTOS et al., ; MURRAY et al., 

2009). Levando em consideração que uma das grandes limitações na pesquisa experimental da 

leptospirose é o fraco desempenho dos métodos disponíveis para detecção direta e 

quantificação de leptospiras, e sabendo que o método do imprint demonstra ser eficaz na 

detecção de leptospiras. Avaliamos essa importante ferramenta como uma possível forma de 

quantificação de leptospiras em tecidos, devido a sua fácil aplicação e implantação em 

laboratórios que não possuem à sua disposição equipamentos sofisticados como as máquinas 

de PCR em tempo real.  
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2  OBJETIVOS 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Estudar diferentes desfechos da infecção experimental com L. interrogans em linhagens de 

camundongos selvagens, knockout e imunodeficientes, e avaliar a aplicabilidade do método 

do imprint como ferramenta quantitativa de leptospiras. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1  Investigar a frequência de doença aguda letal, a frequência e intensidade de lesões 

renais, a carga renal de leptospiras, os títulos de anticorpos aglutinantes séricos, os níveis 

séricos de IgG específicos anti-Leptospira nas linhagens de camundongos selvagens A, CBA, 

C57BL/6 e BALB/c infectados com inóculos alto (10
6
) e baixo (10

3
) de L. interrogans 

sorovar Copenhageni cepa Cop; 

 

2.2.2. Investigar diferenças no desfecho (sobrevida, resposta imune e carga de leptospiras) da 

infecção em camundongos selvagens ou deficientes para o gene da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS); 

 

2.2.3. Investigar diferenças no desfecho (sobrevida, carga de leptospiras e frequência de 

hemorragia pulmonar) da infecção em camundongos imunodeficientes para células B e T 

(animais SCID), em camundongos gene ativador de recombinação 1 (RAG1) KO e nos 

controles selvagens; 

 

2.2.4. Investigar se o método do imprint é eficiente na quantificação de leptospiras, 

comparando-o com a técnica padrão-ouro (qPCR) para quantificação de leptospiras;  
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ARTIGO 1 

 

Título 

 

 

 

Different outcomes of experimental leptospiral infection in mouse strains with distinct 

genotypes 

Cleiton S. Santos, Júlio O. Macedo, Mauricio Bandeira, Adenizar D. Chagas-Junior, Alan J. 

A. McBride, Flávia W. C. McBride, Mitermayer G. Reis1, and Daniel A. Athanazio 

 

Publicado no Journal of Medical Microbiology (2010), 59, 1101–1106. 

 

Neste estudo, relatamos o desfecho da infecção por L. interrogans sorovar Copenhageni em 

quatro linhagens murinas selvagens amplamente usadas em pesquisa básica: A, CBA, 

BALB/c e C57BL/6. Os desfechos avaliados foram sobrevida, presença de lesões renais, 

carga de leptospiras nos rins, títulos de anticorpos aglutinantes séricos e níveis séricos de IgG 

específica anti-Leptospira.  
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Attenuated Nephritis in Inducible Nitric Oxide Synthase Knockout C57BL/6 Mice and 

Pulmonary Hemorrhage in CB17 SCID and Recombination Activating Gene 1 
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Maurício Bandeira, Cleiton S. Santos, Everton C. de Azevedo, Luciane Marieta Soares, Júlio 
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A. McBride, Flávia W. C. McBride, Mitermayer G. Reis, and Daniel A. Athanazio 

 

Publicado na revista Infection and Immunity, July 2011, p. 2936–2940 Vol. 79, No. 7 

 

 

 

Neste artigo estudamos a evolução da infecção pela L. interrogans sorovar Copenhageni em 

camundongos óxido nítrico sintase induzível (iNOS) knockout (KO), camundongos gene 

ativador de recombinação 1 (RAG1) KO, camundongos CB17 com imunodeficiência 

combinada grave (SCID), e os respectivos controles selvagens C57BL/6 e BALB/c com o 

objetivo de investigar a imunopatogênese da nefrite intersticial em camundongos iNOS KO e 

da hemorragia pulmonar em camungongos incapazes de produzir linfócitos B e T viáveis. 
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McBride, Alan J. A. McBride 
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Neste estudo comparamos o método do imprint com o PCR em tempo real (qPCR) que é a 

técnica padrão-ouro na quantificação de leptospiras, para investigar se a técnica do imprint 

além de eficiente na detecção, também seria eficiente na quantificação leptospiras em 

amostras renais de ratos e hamsters experimentalmente infectados com L. interrogans. 
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4  DISCUSSÃO 

 

Nesta seção são discutidos os resultados dos três artigos que fazem parte desta tese. 

Com base em nossas observações no primeiro artigo, o conceito geral de que os camundongos 

são relativamente resistentes à leptospirose grave foi comprovado em nossos experimentos. 

Como esperado, nenhuma das linhagens de camundongos desenvolveu a leptospirose letal. 

Entretanto, nossas avaliações indicaram que certas linhagens podem ser utilizadas em estudos 

de infecção experimental com leptospiras. As linhagens de camundongo A e C57BL/6 

exibiram cargas de Leptospira significantemente maiores nas amostras de rim, quando 

comparadas ao grupo controle, o que pode ser vantajoso nos experimentos que visão fazer a 

recuperação de leptospiras dos túbulos renais, pois um grande número de leptospiras é 

necessário em tais estudos. As linhagens A, CBA e C57BL/6, tendem a desenvolver mais 

lesões inflamatórias, sugerindo que podem ser as linhagens mais adequadas para estudos da 

nefrite intersticial. Além disso, a linhagem C57BL/6 exibiu significantemente mais lesões 

renais quando a dose de infecção foi maior, quando comparada com as outras linhagens 

avaliadas. Isto está de acordo com um estudo anterior, onde foi demonstrada maior 

suscetibilidade da linhagem C57BL/6 comparada com a linhagem BALB/c (ATHANAZIO et 

al., 2008). 

Nossos dados demonstraram que a linhagem A exibiu uma das maiores cargas de 

leptospiras nos rins e níveis significantemente menores de imunoglobulinas do tipo G anti- 

Leptospira. Em contraste, os camundongos BALB/c exibiram significantemente menos lesões 

renais e uma menor carga de Leptospira (independentemente da dose), juntamente com altos 

níveis de IgG, e de modo significativo, quando comparada com a linhagem A na dose 

infectante maior. Do mesmo modo, níveis altos e significantes de IgG foram observados na 

linhagem C57BL/6 quando comparada com a linhagem A com a dose infectante menor. A 

carga de leptospiras nos rins de ambas as linhagens foi comparada e embora a frequência de 

nefrite intersticial tenha sido maior na linhagem C57BL/6, isto não foi significante com a 

dose infectante menor. Entretanto, foi significativo quando somente as nefrites severas foram 

avaliadas em ambas as doses infectantes nas comparações das linhagens A e C57BL/6. É 

possível que os baixos títulos observados no MAT da linhagem BALB/c seja devido à rápida 

eliminação das leptospiras no estágio inicial da infecção. Contudo, os níveis de IgG 

observados no grupo de BALB/c parecem contradizer essa conclusão. Dados sobre 

leptospirose experimental em camundongos são esporádicos e fragmentados. Experimentos de 



41 

 

 

imunização passiva e transferência de subpopulações de células B esplênicas para 

camundongos BALB/c tratados com ciclofosfamida têm sugerido que a imunidade humoral é 

fundamental na resistência natural à doença. Camundongos nude atímicos não demonstraram 

diferença na suscetibilidade quando comparado com animais selvagens (ADLER et al. 1977).  

Modelos murinos transgênicos e mutantes têm sido usados em estudos de leptospirose, 

entretanto até agora a maioria dos estudos tem explorado somente o papel da imunidade inata. 

Camundongos C3H/HeJ que não possuem o receptor Toll-like (TLR)-4 têm sido usados na 

avaliação de proteínas recombinantes candidatas a vacina (KOIZUMI et al. 2004). 

Camundongos C57BL/6 duplamente deficientes para TLR2 e TLR4 também demonstraram 

ser altamente suscetíveis à doença letal (CHASSIN et al., 2009). Camundongos C57BL/6 

deficientes em TLR-2 demonstraram ser resistentes ao efeito tóxico do LPS de Leptospira, 

mas o papel de TLR-2 na proteção inata do hospedeiro não foi avaliado (WERTS et al., 

2001). Além disso, camundongos C3H e C3H/HeJ com imunodeficiência combinada grave 

são altamente suscetíveis à infecção letal (NALLY et al., 2005; VIRIYAKOSOL et al., 2006). 

Recentemente, as linhagens BALB/c e C3H/HeJ foram usadas como modelos de resistência e 

suscetibilidade, respectivamente (DA SILVA et al., 2009). Resultados semelhantes para 

camundongos selvagens têm sido demonstrados na leishmaniose, onde a linhagem C57BL/6 

foi resistente, enquanto camundongos BALB/c são suscetíveis à infecção (BARRAL-NETTO 

et al., 1987). Nossos resultados indicam as linhagens recomendadas para futuras pesquisas na 

leptospirose experimental. Além disso, a disponibilidade de uma ampla gama de linhagens de 

camundongos geneticamente manipulados abre uma ampla gama de possibilidades para 

análises da patogênese na leptospirose. 

No segundo artigo desta tese observamos que a perda do gene iNOS em camundongos 

não teve efeito aparente na sua sobrevivência ou desenvolvimento de anticorpos aglutinantes 

ou IgG específicos contra Leptospira spp. Em teoria, a produção comprometida de óxido 

nítrico durante a resposta imune contra leptospirose poderia estar relacionada com a 

observação de cargas ligeiramente maiores de leptospiras nas amostras de tecidos. Entretanto, 

não foi observada uma carga de leptospiras significantemente maior. A única diferença 

significativa observada entre Inos KO e o camundongo C57BL/6 selvagem foi que os animais 

transgênicos não desenvolvem nefrites intersticiais com o mesmo grau ou severidade que o 

controle selvagem. Este resultado está de acordo com a hipótese de que a expressão dos 

marcadores pró-inflamatórios pelas células tubulares renais in vitro após exposição a produtos 

de Leptospira spp. pode estar relacionado com o desenvolvimento de nefrite intersticial 
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(YANG et al., 2002; YANG et al., 2006). O presente estudo confirma relatos anteriores, que 

utilizaram camundongos de outras linhagens (C3H e C3H/HeJ), onde a imunodeficiência 

resulta em alta suscetibilidade à infecção aguda, progredindo rapidamente para o óbito 

(NALLY et al., 2005; VIRIYAKOSOL et al., 2006). Do mesmo modo, a imunodeficiência 

resultou em altas cargas de leptospiras nos órgãos-alvo, como observado na necropsia, de 

acordo com relatos anteriores em camundongos C3H/SCID (NALLY et al., 2005). Nós 

observamos nos órgãos-alvo patologias típicas associadas com leptospirose, incluindo danos 

tubulares agudos e detrabeculação de hepatócitos, semelhante com a patologia descrita em 

humanos e em outros modelos de leptospirose letal, como em hamsters (SILVA  et al., 2008).  

Não existem dados suficientes para atribuir que a patogênese da hemorragia pulmonar 

na leptospirose está relacionada a um único mecanismo. Além disso, é razoável assumir que 

as formas pulmonares graves resultam de uma resposta multifatorial aos efeitos tóxicos 

diretos após a exposição às leptospiras, aos efeitos de inflamações sistêmicas na parede 

alveolar, aos distúrbios hemostáticos e à uremia (MEDEIROS et al., 2010). Nally e 

colaboradores descreveram uma deposição linear de anticorpos e complemento no modelo de 

porquinho da índia, sugerindo que os autoanticorpos poderiam ter um importante papel na 

patogênese da leptospirose associada à hemorragia pulmonar (NALLY et al., 2004). 

Entretanto, a avaliação original do soro anti-anticorpos da membrana glomerular basal em 

pacientes com leptospirose, com ou sem hemorragia pulmonar, não encontrou associação 

entre anticorpos anti-membrana basal glomerular e doença pulmonar. Não houve diferença 

nos níveis de anticorpos anti-membrana basal glomerular entre os soros do grupo de pacientes 

na fase aguda ou na fase convalescente, quando comparado ao grupo controle (CRODA, 

2008). Além disso, Craig e colaboradores não encontraram evidências para anticorpos anti-

membrana basal glomerular em 40 pacientes com leptospirose (CRAIG et al., 2009). No 

presente estudo, camundongos que não são capazes de produzir linfócitos B e T funcionais 

desenvolveram hemorragia pulmonar grave. Estes achados sugerem que a autoimunidade não 

é o mecanismo mais importante para hemorragia pulmonar na leptospirose experimental, ao 

menos no modelo murino e/ou na infecção por L.interrogans do sorovar Copenhageni.  

No terceiro artigo observamos que os ratos infectados com leptospiras desenvolveram 

uma infecção crônica não letal, como descrito previamente (ATHANAZIO et al., 2008; 

BONILLA-SANTIAGO et al.). Como esperado, os ratos não foram a óbito, e os mesmos 

foram eutanaziados no dia 28 pós-infecção (pi). Amostras de rim foram coletadas para serem 

avaliadas pela cultura (CI), imprint (IM) e PCR em tempo real (qPCR). Ao contrário dos 
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ratos, os hamsters desenvolveram a leptospirose letal aguda, corroborando com dados 

anteriores nós observamos que os sintomas e a morte por leptospirose geralmente ocorrem a 

partir do dia 8 pós-infecção nestes animais (SILVA et al., 2007; CHAGAS-JUNIOR et al., 

2009). Portanto, os hamsters foram eutanasiados no dia 8 pi e amostras de rim foram 

coletadas para serem avaliadas quanto a presença e quantidade de leptospiras. Todos os três 

métodos foram capazes de detectar leptospiras nos rins de todos os hamsters infectados 

(10/10) e entre 58% (7/12, qPCR) e 67% (8/12, CI e IM) dos ratos infectados (tabela 1). 

Observamos que dois dos ratos não estabeleceram a infecção crônica, e como esperado os 

controles foram negativos para a presença de leptospiras. 

A quantificação da carga de leptospiras nos modelos animais foram determinadas por 

qPCR, com base no pressuposto de que um genoma corresponde a uma espiroqueta. O 

coeficiente de correlação da curva padrão foi 0,999 e a eficiência foi 92,4%, Fig. 1A. O limite 

de detecção do ensaio de qPCR, com base em diluições seriadas do DNA genômico de 

Leptospira, foi estimado em 4 genomas equivalentes por reação ou aproximadamente 50 

leptospiras por µg DNA. Isto é semelhante aos estudos prévios com o uso de lipL32  em 

ensaios de qPCR (ROJAS et al., 2010). No modelo hamster, a carga de leptospiras variou de 

3,6 x 10
3
 a 4,9 x 10

4
 (média de 2,4 x 10

4
) leptospiras por µg de DNA e de 7 a 269 (média de 

138) leptospiras no IM. O qPCR e o IM demonstraram correlação positiva e significante (rs = 

0,65 e P = 0,02), ver Fig. 2. As cargas de leptospiras observadas entre os ratos foram 

menores, variando de 50 a 825 (média = 163) leptospiras por µg de DNA e de 3 a 33 (média = 

9) leptospiras para o qPCR e IM, respectivamente. A correlação entre os dois métodos foi a 

maior observada rs = 0,70 e P = 0,01 (Figura 2). Os coeficientes de correlação observados em 

hamsters e ratos neste estudo indicaram que existe um nível moderado de correlação entre os 

dois métodos. 

Nota-se que a carga de leptospiras no modelo rato foi inferior ao esperado, com uma 

média de 163 por µg de DNA renal ou uma média de 9 leptospiras por campo microscópico, 

dependendo do método utilizado. Anteriormente, estimamos uma carga de leptospiras no rim 

de ratos (7-9 dias pi) de 9 leptospiras por campo microscópico utililizando microscopia de 

imunofluorescência (ATHANAZIO et al., 2008), semelhante ao observado no presente 

estudo, observando os imprints. No entanto, como o rato é o um dos principais hospedeiros 

das leptospiras nas regiões urbanas, espera-se encontrar altas cargas de leptospiras nos rins 

para ser excretada no meio ambiente e permitir uma transmissão eficaz da doença (ADLER, 

2009). Um estudo prévio encontrou concentrações de até 10
7 

leptospiras/ml de urina 28 dias 
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pi (NALLY et al., 2005). Uma possível explicação seria que as maiores concentrações de 

leptospiras são encontradas nos túbulos renais e não ao redor do tecido renal na infecção 

crônica. A metodologia aplicada neste estudo não determina a carga de leptospiras nos 

túbulos renais, pois as secções de rim usadas provavelmente só incluem secções transversais. 

Certamente, uma limitação deste estudo é que a concentração de leptospiras na urina de ratos 

infectados não foi determinada. 

Os resultados demonstrados neste estudo reforçam a aplicabilidade do método do 

imprint para detectar leptospiras em modelos experimentais de leptospirose comumente 

usados e confirma os resultados do estudo original sobre o imprint (CHAGAS-JUNIOR, et 

al., 2009). Desde o seu desenvolvimento, a técnica do imprint é rotineiramente empregada em 

nossos laboratórios, em especial para avaliar o estado de colonização de animais usados em 

avaliações de potenciais candidatos a vacina. A principal desvantagem do estudo original foi a 

falta de uma comparação com o ensaio de qPCR para comparar a sensibilidade de detecção e 

quantificação da carga de leptospiras. Esta questão foi abordada neste estudo. Em termos de 

detecção de leptospiras (positivo ou negativo), ambos os ensaios qPCR e o IM foram 

comparados com o método padrão-ouro, a cultura, nos modelos hamster e rato (Tabela 1). 

Observe que uma potencial limitação do IM e do qPCR é a sua incapacidade de distinguir 

entre leptospiras viáveis e não viáveis e isso é particularmente relevante na determinação da 

imunidade esterilizante conferida por candidatos a vacina. 

No entanto uma vantagem do IM é permitir a contagem leptospiras em imprints de 

amostras de tecidos. Entretanto, não era conhecido como a contagem de leptospiras 

encontrada no IM correlacionava-se com a quantificação absoluta de leptospiras encontrada 

no qPCR. Portanto, este estudo avaliou como os dois métodos covariariam em uma análise de 

correlação em dois modelos animais de leptospirose. Os valores determinados pelo qPCR e 

pelo IM foram analisados e uma correlação significativamente positiva foi observada entre os 

métodos no modelo hamster e no modelo rato de leptospirose (Figura 2). A melhor correlação 

foi encontrada no modelo rato. A aplicação do método do imprint poderá auxiliar em estudos 

que necessitem da avaliação da carga de leptospiras nos mais diversos tecidos. Auxiliando 

assim no conhecimento desta doença de grande importância para a saúde pública.  
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5  CONCLUSÕES 

 

 A linhagem de camundongos A pode ser a linhagem de escolha em estudos na qual se 

pretende recuperar um grande número de leptospiras de rins colonizados; 

 As linhagens CBA e C57BL/6 desenvolveram com maior frequência lesões 

inflamatórias e podem ser as mais adequadas para estudos de leptospirose associados 

com nefrite intersticial; 

 A linhagem BALB/c é a mais indicada para estudar mecanismos que envolvam a 

imunidade inata e/ou a rápida resposta imune adaptativa; 

 A ausência do gene do óxido nítrico sintase induzível no modelo murino teve um 

efeito mínimo sobre o desfecho da infecção por leptospiras, exceto pela diminuição 

significativa da suscetibilidade para o desenvolvimento da nefrite intersticial; 

  A ausência de linfócitos funcionais B e T não impede a ocorrência de hemorragia 

pulmonar. Estes dados fornecem fortes evidências de que a hemorragia pulmonar na 

leptospirose não está relacionada apenas a mecanismos autoimunes; 

 Para detecção e quantificação de leptospiras o imprint equivale ao PCR em tempo real;  

 Houve moderada correlação entre o imprint e o PCR em tempo real nos modelos de 

infecção agudo e crônico;  

 O imprint é um método de detecção barato que pode ser facilmente estabelecido no 

laboratório; 

 O fato de apenas leptospiras intactas serem contadas no imprint é um bom indicativo 

que as mesmas sejam viáveis; 

 O imprint é uma valiosa ferramenta para uso na avaliação de pontos secundários, tais 

como imunidade esterilizante, durante os ensaios de candidatos a vacina e na 

determinação de leptospiras em amostras clínicas; 
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