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Introducéo:

A leptospirose € uma zoonose cosmopolita causada pela espiroqueta
patogénica do género Leptospira spp. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude,
essa é a doenca transmitida por animais mais difundida no mundo todo, uma vez
gue acomete homens e animais através do contado com a agua, urina e tecidos
animais infectados. Um dos principais obstaculos na prevencao dessa doenca € a
dificuldade no diagndstico precoce, jA& que na fase inicial ela pode ser
assintoméatica ou confundida com outras doencas febris comuns.

Em vista da dificuldade no diagnostico clinico da leptospirose, faz-se
necessario o diagnostico laboratorial usando amostras de fluidos ou tecidos de
pacientes para a deteccdo de anticorpos e/ou antigenos especificos que sao
produzidos durante a infec¢cdo (COUTINHO, 2005).

Sabe-se que existem varias proteinas expostas na superficie da membrana
dessa bactéria que interagem com o sistema imune (CULLEN et al., 2004,
CULLEN et al. 2005) e que desempenham um papel na viruléncia da bactéria. As
proteinas conhecidas como Leptospiral immunoglobulin-like sdo expressas
somente na membrana de leptospiras patogénicas e elas sofrem expresséo
diferencial in vivo e in vitro de acordo com a osmolaridade do meio externo.

A imunohistoquimica é um recurso diagnéstico para a identificacdo de
constituintes teciduais ou celulares através da interacdo antigeno-anticorpo. Este
trabalho visa a padronizacédo dessa técnica para detectar a expressao de adesinas
presentes exclusivamente na membrana de leptospiras patogénicas tal como a
LigA e LigB, além de testar a eficacia de anticorpos monoclonais especificos
contra essas proteinas.



Metodologia
1. Antigenos e anticorpos:

Neste trabalho foram utilizadas cepas virulentas de Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 e a L. interrogans sorogrupo Canicola
cepa kito para a inoculacdo dos animais. As cepas foram mantidas em meio EMJH
e a sua viruléncia foi mantida através da passagem em hamsters. Os anticorpos
monoclonais (MAbs) utilizados neste trabalho foram previamente produzidos pelo
laboratorio de Imunologia Aplicada do Centro de Biotecnologia da UFPel
(SEYFFERT, 2007) sob a forma de ascite. Os MADbs utilizados reagem
especificamente com as proteinas LigA e LigB.

2. Amostras teciduais:

As leptospiras virulentas foram inoculadas por via intraperitoneal em
hamsters e posteriormente as amostras teciduais foram removidas, colocadas em
formol tamponado e entédo os rins e pulmdes foram fixados em blocos de parafina,
cortados e colocados em laminas previamente silanizadas. A inoculagdo dos
animais e a posterior coleta dos 6rgaos foi realizada na Fiocruz - Salvador no
Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular.

3. Imunohistoquimica:

As laminas foram submetidas a diversos banhos, conforme a seguir.
Inicialmente, submersas em xilol e acetona por 5 minutos cada, seguido pela
hidratacdo das laminas que consiste em colocar em alcool absoluto, alcool 70%,
alcool 50% e alcool 30% por 3 minutos em cada solucdo e depois lavar em agua
destilada e 2x em PBS.

Posteriormente, foi utilizado o kit LSAB2 (DakoCytomation) de acordo com
0 protocolo proposto pelo fabricante com pequenas alteracdes. Brevemente, foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com peréxido de hidrogénio (3%)
por 15 - 20 minutos. Apds a lavagem com agua destilada foram colocados cada
um dos MADbs (ascite sem diluicdo) e o controle negativo (PBS) e deixados em
incubagdo por 1h em camara umida a 37<C. A reacao foi revelada pela utilizacao
de anticorpo anti-mouse biotinilado por 15 minutos e apl0s a lavagem foi
adicionado conjugado de estreptoavidina ligada a peroxidase de raiz forte. Como
cromogeno foi utilizado tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) por 10
segundos.

A contracoloracéo foi realizada com hematoxilina durante 7 minutos, e por
fim, foi realizada a desidratacdo das laminas passando progressivamente de
alcool até o xilol e a montagem das laminas com entellan para fixar a laminula.

Resultados e discussao



Os tecidos obtidos de hamsters artificialmente contaminados com 1x10°
leptospiras.mL™ foram utilizados como amostras para observacdo da express&o
das proteinas Ligs.

Conforme se observa na figura 1, houve reacao positiva visualizada através
da marcacao em marrom claro nos cortes nos quais um ou outro anticorpo foi
utilizado especialmente na luz dos tubulos renais e nos alvéolos pulmonares.

Figura 1: Cortes histol6gicos de rim (A-E) e pulmao (F-G). Cortes A,D e F: MADb LigAniZl;
Cortes B, E e G: MADb LigBni5; Cortes C e H: Controle negativo de rim e pulm&o respectivamente

Diversos autores (BOENISCH, 2001 e Miller, 2001) relatam que o uso de
técnicas de recuperacdo de epitopos pode ser muito Gtil na melhoria das reac6es
visualizadas pela imunohistoquimica. Nenhum dos dois anticorpos testados
demonstrou melhoria na rea¢do quando foi utilizada a recuperacédo de antigenos
nos cortes (dados ndo mostrados).

O Laboratério de Imunologia Aplicada possui outros MAbs contra esses
mesmos antigenos e que deverao ser futuramente ser testados.

Conclusodes

A imunohistoquimica mostrou ser um método de facil execucdo e que
demanda pouco tempo de preparacdo depois que a técnica foi padronizada. Os
dois MAbs testados demonstraram reacdes positivas em tecidos animais
infectados e devem ser futuramente utilizados em experimentos para a



determinacdo do perfil de expressdo das proteinas Ligs em diferentes modelos
experimentais e tempos de infeccéo.
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