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Uso da imuno-histoquimica no diagndstico de leptospirose em primatas
neotropicais

Role of Immunohistochemistry in the Diagnosis of Leptospirosis in Neotropical Primates
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ABSTRACT

Background: Leptospirosis is considered the most widespread zoonosis worldwide, occurring more frequently in tropical
and developing regions. The aim of the present study was to detect the presence of Leptospira spp. in different primate
tissues, using immunohistochemical (IHC) assays, taking advantage of the considerable number of necropsies compatible
with a diagnosis of leptospirosis in neotropical primates at the Animal Pathology Laboratory (APL) of the University of
Passo Fundo (UPF) in the northern region of Rio Grande do Sul.

Materials, Methods & Results: Paraffin-embedded primate tissue samples were selected from necropsy examinations and
subjected to IHC. The streptavidin-biotin-peroxidase method was used with diaminobenzidine chromogen (DAB) to verify
immunostaining. Of thelO1 primates tested for Leptospira spp., 51.48% were positive; taining was distributed between
lung (76.92%), liver (44.23%), and kidney (32.69%) tissue. Analysis of the combined anatomopathological verification
data of the studied organs revealed a high frequency of lesions commonly observed in the tissues of animals exposed to the
pathogen. For complementary diagnosis, an anti-Leptospira spp. antibody test was performed in primates at the UPF-Zoo,
from which a population of the necropsied animals originated. The microscopic agglutination test (MAT) was utilized,
which demonstrated 90.47% positivity in 21 individuals; sejroe and panama were the most frequent serovars.
Discussion: Different intensities of tissue immunostaining were observed. Areas of fragmented or diffuse staining were
considered to indicate equal positivity to that indicated by areas of staining with preserved morphology. Of 52 Leptospira-
positive primates, most presented some degree of staining in lung samples, which shows a high level of involvement for
this organ in primate leptospirosis. Conventional pathological diagnostic methods do not allow fort issue antigen recogni-
tion, thus making the THC technique important to facilitate conclusive antigen sample verification. In the liver, leptospires
were detected mostly between the sinusoids, hepatocytes, and Kupffer cells. In kidney tissues, staining indicated small
agglomerates in the tubular lumen, interstitium, and glomeruli. All these forms of presentation have been previously re-
ported. Considering that we detected the highest number of positive samples in lung tissue, followed by those from liver
and kidney tissue, we argue that the IHC technique, when applied to samples of these three tissues, decreases the chance
of false negatives. Anatomopathological studies of primate leptospirosis are scarce. In dogs, renal lesions are character-
ized by the necrosis and degeneration of tubular epithelium, cellular debris, and hyaline cylinders. In the liver, hepatocyte
cord dissociation and biliary pigment accumulation within the canaliculi and hepatocellular necrosis are observed. These
findings are similar to those from our study. In the lung, diffuse alveolar lesions are reported, with hemorrhage and edema,
in addition to capillaritis. The high frequency of Leptospira-positive animals determined by serological examination was
consistent with the IHC findings, thus confirming the pathogen’s high prevalence in neotropical primate populations in
the studied region. Serological surveys on primate populations have already been carried out and have revealed frequency
and serovar variations between regions. Immunohistochemical examination allows the detection of leptospires in various
tissues and should be used based on the characteristics of the investigated case.
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INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade de vasta
distribui¢do que acomete, além dos animais silves-
tres, animais domésticos € o homem, assumindo um
carater zoondtico e epidémico, com maior frequéncia
em regides de clima tropical e em desenvolvimento
[4]. A ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp.,
bem como um amplo ndmero de sorovares, ja foram
identificados em populacdes de primatas neotropicais,
in situ e ex situ, os quais podem atuar como portadores
assintomaticos [7,16]. Os danos as células endoteliais
de capilares estdo ligados a causa bdsica das mani-
festacdes clinicas e lesdes, envolvendo danos renais,
hepaticos, miocéardicos e pulmonares [15].

O diagndstico postmortem de leptospirose €
um desafio para os patologistas, visto que o método
convencional para o diagndstico, a impregnacgao pela
prata utilizando a técnica de Warthin-Starry (WS) é
passivel de resultados duvidosos [1]. Para casos em
que durante a necropsia nao ha suspeita da doenga,
porém, observam-se lesdes sugestivas através do
exame histopatoldgico, a imuno-histoquimica (IHQ)
¢é indicada e apresenta uma boa especificidade [13].

Foi descrito, no presente trabalho, o diag-
néstico de leptospirose em 52 primatas através da
IHQ, assim como a caracterizacao da distribui¢io da
Leptospira spp., nos tecidos de primatas neotropicais.
Além disso, foi apresentado o perfil sorolégico em
uma populacdo de 21 primatas, fonte de uma boa parte
dos animais necropsiados.

MATERIAIS E METODOS

Imuno-histoquimica

Devido a um nimero significativo de casos
sugestivos de leptospirose observados em primatas ne-
otropicais, necropsiados no Laboratério de Patologia
Animal da Universidade de Passo Fundo (LPA-UPF),
foram estudados, a partir do arquivo de blocos, os
primatas encaminhados para necropsia, entre 0s anos
2000 e 2014. A selecdo dos casos foi baseada nos
seguintes critérios: sintomatologia e/ou lesdes macro/
micro compativeis com leptospirose, disponibilidade
dos blocos de parafina e grau de autélise dos tecidos.

Para realizacdo da IHQ foram selecionados
blocos de figado, rins e pulmio para pesquisa de
Leptospira spp. [9,18]. Sequencialmente, os blo-
cos de parafina foram submetidos ao método da

streptavidina-biotina-peroxidase, acrescentando o
cromégeno diaminobenzidina (DAB) para verificar as
imunomarcagdes. Utilizou-se o anticorpo policlonal
anti-Leptospira HRP conjugado ViroStatl (cédigo
401) na diluigao de 1:100. Os cortes foram contraco-
rados com hematoxilina e analisados em microscopio
optico por dois observadores. O controle positivo foi
inserido a partir de tecido renal de um cao previamente
testado, sorologicamente, e confirmado através da
técnica de THQ.

Verificacdo anatomopatologica

Os dados obtidos na necropsia e no exame his-
topatolégico, com a coloragdo de rotina hematoxilina
e eosina (HE), foram revisados e compilados a fim de
estabelecer uma frequéncia absoluta e relativa para
estas informacgdes.

Inquérito sorologico

Com o intuito de determinar o perfil sorolégico
de uma das populagdes acometidas, da qual foi obti-
do acesso, buscou-se complementar as informagdes
obtidas pela IHQ.

Foram coletadas amostras de sangue de 21
primatas, 17 da espécie Sapajus nigritus, trés Alou-
atta guariba e um Sapajus apella, cativos do Z6o da
Universidade de Passo Fundo (UPF). Para a colheita
das amostras, foi realizado o procedimento padrio
de contencdo fisica, utilizando-se puc¢d e luvas de
couro. A venopuncgao foi realizada através da femo-
ral, obtendo-se 3 mL de sangue de cada animal. As
amostras foram centrifugadas e os soros separados
em aliquotas.

Para a andlise de anticorpos anti-Leptospira
spp., as amostras foram acondicionadas e submetidas
a técnica de Soro Aglutinagdo Microscépica (SAM)
[6], com antigenos vivos, a qual permitiu testar os
seguintes sorovares: andamana, australis, autumna-
lis, bataviae, balun, canicola, castellonis, celledoni,
cynopteri, copenhageni, djasiman, gripphotyphosa,
hardjo, hebdomadis, icterohaemorragiae, javanica,
panama, patoc, pomona, pyrogenes, sejroe, shermani,
tarassovi e wollffi.

Andlise estatistica

A partir dos dados obtidos, através da THQ,
anatomopatologia e sorologia, a estatistica descritiva
foi utilizada para verificar a frequéncia absoluta (total)
e a frequéncia relativa (percentual) dos resultados.
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RESULTADOS

Imuno-histoquimica

Dos 101 primatas que foram testados para Lep-
tospira spp., 52 apresentaram marcacgdo, totalizando
51,48% positivos.

Entre os 52 que apresentaram positividade, 40
apresentaram imunomarcac¢do no pulmio (76,92%),
23 no figado (44,23%) e 17 nos rins (32,69%). Em 24
casos, a marcagdo era, simultaneamente, em dois ou
mais 6rgaos (46,15%). Além destes, 18 apresentaram
imuno-reatividade somente no pulmao (34,61%), oito
no figado (15,38%) e dois nos rins (3,84%).

As marcacdes observadas estavam distribuidas
de forma tnica ou distinta no mesmo tecido conforme
apresentadas na Tabela 1.

Verificagcdo anatomopatologica

Os achados de necropsia consistiram de mu-
cosas pélidas em 63,46% (33/52) dos casos, congestas
21,15% (11/52), ictéricas 19,23% (10/52) ou hiperé-
micas 17,30% (9/52); ictericia no tecido subcutineo

23,07% (12/52) e/ou edema 11,53% (6/52), e liquido
sero-hemorragico nas cavidades 36,53% (19/52).

No pulmio, do total de casos, constatamos
edemaem 71,15% (37/52), congestdao 48,07% (25/52)
e/ou hemorragia pulmonar 25% (13/52). Microscopi-
camente, pneumonia intersticial supurativa 40,38%
(21/52), fibrinossupurativa 25% (13/52) ou nio su-
purativa 13,46% (7/52); atelectasia 19,23% (10/52) e
congestao 15,38% (8/52).

O figado revelou acentuagdo do padrao lobular
em 69,23% (36/52) dos primatas, ictericia 30,76%
(16/52) e/ou areas palidas 23,07% (12/52). Microsco-
picamente, dissociagdo de hepatdcitos 67,30% (35/52),
colestase intra-hepatocitdria 63,46% (33/52) e/ou
intra-canalicular 17,30% (9/52), necrose hepatocelular
46,15% (24/52), degeneracdo 26,92% (14/52) e hepa-
tite periportal ndo supurativa 25% (13/52).

Os rins apresentaram-se congestos 30,76%
(16/52) ou palidos 13,46% (7/52). Ao exame histopato-
l6gico, nefrose com cilindros hialinos 42,30% (22/52) e
nefrite intersticial ndo supurativa 15,38% (8/52) foram
os achados mais frequentes.

Tabela 1. Distribuicdo e frequéncia das imunomarcagdes, detectadas por IHQ, observadas em cada 6rgio analisado dos 52 primatas
infectados por Leptospira spp, necropsiados no LPA da FAMV-UPF, Rio Grande do Sul, Brasil.

Orgio Distribuigdo Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
Intersticio (Fig. 1A) 29/40 72,50%
Pulmao Capilares (Fig. 1B) 12/40 30%
Macréfagos alveolares 12/40 30%
Parede do bronquiolo 1/40 2,50%
Entre sinusoides e hepatdcitos (aderidas 10/23 43,47%
a membrana plasmadtica do hepatdcito)
(Fig.10)
Vasos sanguineos (capilares sinusoides e 4/23 17,39%
vasos sanguineos do espaco porta)
Figado Espaco porta 3/23 13,04%
Junto a inflamacdo periportal 2/23 8,69%
Células de Kupffer 2/23 8,69%
Focos de inflamacio 1/23 4,34%
Nao identificado devido a autdlise 1/23 4,34%
Limen tubular 917 52,94%
Rins Intersticio (Fig. 1D) 4/17 23,52%
Glomérulos 3/17 17,64%
Macréfagos intersticiais 1/17 5,88%
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Inquérito sorologico

O teste sorolégico para pesquisa de anticor-
pos anti-Leptospira spp. demonstrou positividade em
90,47% (19/21) dos primatas, apresentando-se, em sua
maioria, sororreativos para mais de um sorovar e com
titulagdes distintas. Os dois sorovares mais frequentes
para esta populacdo foram o sejroe e panama, com
uma frequéncia de positividade pariforme de 20,83%;
seguida de andamana com 18,75%; autumnalis com
12,50%; wolffi com 8,33%; icterohaemorragiae com
6,25%; copenhageni e tarassovi com 4,17%; celledoni
e castellonis com 2,08%. As reagOes observadas e suas
respectivas diluicdes constam na Tabela 2.

DISCUSSAO

A THQ mostrou-se eficaz no diagndstico de
leptospirose em primatas e deve ser utilizada de acor-
do com as caracteristicas do caso a ser investigado.
Ademais, a IHQ permite concluir o diagnéstico da
enfermidade, além de possibilitar observar, com pre-
cisdo, a distribuicdo do agente nos tecidos testados,
encontrados com maior frequéncia no pulmao.

Diferencas de intensidade nas imunomarcacdes
teciduais foram observadas nos cortes histolgicos
testados para Leptospira spp. Além disso, em algu-
mas amostras, 0s agentes encontravam-se, aparente-
mente, fragmentados ou em marcacdo difusa, sendo
consideradas igualmente positivas aquelas em que o
agente encontrava-se com morfologia preservada, sem

distor¢des. Ambas as situagdes sdo passiveis de positi-
vidade [10,14,17]. Apesar de considerarmos positivas
as imunomarcagdes difusas e as formas fragmentadas,
destacamos a relevancia da avaliacdo do tecido como
um todo, visto que se trata de uma técnica com proba-
bilidade de falhas [21].

No presente estudo, constatou-se que, em
muitos casos, a Leptospira spp. foi observada somente
em um dos 6rgdos testados. No entanto, os demais
também apresentaram lesdes compativeis com leptos-
pirose, embora nestes ndo houvesse imunomarcagdes
[13]. A auséncia da imunomarcacio nao determina a
auséncia do agente no tecido, pois muitas podem ser as
razdes que impedem tais reacdes, como por exemplo, a
distribui¢do ao acaso das leptospiras nos tecidos fixa-
dos, levando a auséncia do agente em alguns campos
observados [10,14].

Entre os 52 primatas que apresentaram posi-
tividade na THQ, a maior parte (76,92%) apresentou
algum tipo de marcagdo no tecido pulmonar, o que
demonstra um alto indice de acometimento deste 6rgdo
pela infeccdo por Leptospira spp. Tais marcagdes
estavam presentes no intersticio, capilares alveolares,
macréfagos e parede do bronquiolo. Nao obstante, os
nossos resultados demonstrem uma maior diversidade
na distribuicao das marcagdes, estes ainda corroboram
com a forma pulmonar grave da leptospirose em huma-
nos, em que as reagdes imuno-histoquimicas revelaram
marcagdes granulares sutis, demonstrando o agente

Tabela 2. Frequéncia de primatas soropositivos, sorovares prevalentes e respectivas diluicdes do teste de soroaglutinagido
miscroscopica (SAM), aplicado em amostras soroldgicas de primatas dos géneros Sapajus sp. e Alouatta sp., cativos do Zoo da

Universidade de Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Dilui¢do
Sorovar
100 200 400
sejroe 8 2 - 10 (20,83%)
panama 8 1 1 10 (20,83%)
autumnalis 4 - 2 6 (12,50%)
icterohaemorragiae - 3 - 3(6,25%)
andamana 5 2 2 9 (18,75%)
celledoni 1 - - 1 (2,08%)
wolffi 4 - - 4 (8,33%)
copenhageni - 2 - 2 (4,17%)
castellonis - 1 - 1 (2,08%)
tarassovi 1 1 - 2 (4,17%)
30 (62,50%) 12 (25,00%) 4 (8,33%) 48 (100%)

4
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Figure 1. IHQ Leptospira spp. A- Pulmao. Imunomarcacao no intersticio (200X). B- Pulmao. Imunomarcagio no intersticio e
macréfagos (400X). C- Figado. Imunomarcacdo difusa entre sinusoides e hepatdcitos (400X). D- Rim. Imunomarcacdo no intersticio
e células tubulares (400X).

engolfado por macréfagos, em septos e alvéolos [18].
Os métodos diagndsticos patolégicos convencionais
nao possibilitam a detec¢do da Leptospira spp. no te-
cido pulmonar, destacando a importancia da IHQ, tanto
no diagnéstico como na evidenciagdo de antigenos do
microrganismo nas dreas afetadas [10].

No figado, detectamos as leptospiras, em sua
maioria, entre sinusoides, hepatdcitos e nas células de
Kupfter. Similarmente, em tecido hepdtico de cobaios,
a presenca de leptospiras foi verificada ndo somente nas
células de Kupffer, mas também aderidas a membrana
plasmatica dos hepatdcitos [5].

As marcacdes que observamos nos tecidos
renais formavam pequenos aglomerados de coloragdo
marrom que, por vezes, encontravam-se dissociados e
filiformes, localizados principalmente no limen tubular
e, ocasionalmente, no intersticio e glomérulos. Estas

formas de apresentagdo, marcagao e disposi¢do foram
similares as observadas em outros estudos [2,14,17].

Quanto aos aspectos anatomopatolégicos
da leptospirose em cdes, os rins foram os 6rgdos
de eleicdo para a execucdo da IHQ e confirmacgio
diagndstica da doencga [19]. Tendo em vista que
detectamos o maior nimero de positivos no pulmao,
seguido do figado e tecido renal, defendemos que a
técnica, quando aplicada a fragmentos desses trés
tecidos, diminui a chance de ocorréncia de falsos ne-
gativos. Ademais, hd uma peculiaridade em relac@o
a patogenicidade para cada sorovar de Leptospira
spp. Tal fator determina variagdes no curso clinico
da enfermidade, assim como nas lesdes e tecidos
acometidos pelo patégeno [4].

As lesdes mais comuns da leptospirose em
diversas espécies, inclusive em fetos, consistem de
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ictericia, acentuacio do padrao lobular hepatico, evi-
denciacdo das estriacdes corticais renais e hemorragia
intestinal. Microscopicamente, na coloracdo de HE,
observa-se dissociacdo de hepatdcitos, degeneracao
e necrose hepatocelular, além de colestase, nefrite
intersticial ndo supurativa e nefrose [19,22]. Estudos
anatomopatoldégicos sobre leptospirose em primatas
sdo escassos. Em cdes, a enfermidade ocorre, prin-
cipalmente, de forma aguda a subaguda com lesdes
renais caracterizadas por degeneracdo e necrose do
epitélio tubular, debris celulares e cilindros hialinos
obstruindo os tibulos e nefrite intersticial ndo supu-
rativa com graus variados de intensidade do infiltrado.
No figado, observa-se dissociacdo dos corddes dos
hepatdcitos e acimulo de pigmento biliar no interior
dos canaliculos, e necrose hepatocelular em alguns
casos. No pulmao de cdes com leptospirose relata-se
lesdo alveolar difusa com hemorragia e edema, além
de capilarite, que consiste de agregados de neutréfilos
no interior de microvasos [19]. Os achados anato-
mopatoldgicos, em nosso estudo, foram compativeis
com leptospirose e corroboram com a maioria dos
achados supracitados.

A alta frequéncia de animais positivos,
determinada pelo inquérito sorolégico, foi consistente
com os dados revelados pelo teste imuno-histoquimi-
co. Assim, foi possivel comprovar a alta prevaléncia
do patégeno em populagdes de primatas neotropicais,
na regifo estudada.

Inquéritos soroldgicos ja foram realizados em
populagdes de primatas, apresentando variacdes de
frequéncia e de sorovares entre regides. Dentre estes,
destacaram-se: ballum, icterohaemorrhagiae, autum-
nalis, pyrogenes, panama, pomona, tarassovi e ca-
nicola [3]; castellonis, copenhageni e grippotyphosa
[7]; cynopteri, andamana, hebdomadis, copenhageni,
patoc, cuica, hardjo, icterohaemorrhagiae, javanica,
grippotyphosa e autumnalis [8]. A biodiversidade da

Leptospira spp. em determinados ambientes é definida
pelo clima, geografia e interagdes bidticas [20].

Embora alguns sorovares considerados mais
patogénicos tenham sido detectados em maior dilui-
¢do, 0s animais encontravam-se assintomdticos no
momento da colheita de material, situacdo semelhante
adescrita anteriormente [11,16]. As razdes pelas quais
alguns pacientes apresentam manifestagdes clinicas
graves e outros a sintomatologia € nula ou moderada,
ainda s@o desconhecidas e podem estar ligadas ndo
somente as caracteristicas do agente, mas também a
fatores relacionados ao hospedeiro como os genéti-
cos, nutricionais e imunitdrios, por exposi¢ao prévia
a Leptospira spp.[12].

A THQ permite detectar leptospiras nos te-
cidos testados e deve ser utilizada de acordo com as
caracteristicas do caso a ser investigado.

CONCLUSAO

A THQ revelou eficdcia no diagndstico de
leptospirose em primatas possibilitando observar,
precisamente, a distribuicdo do agente nos tecidos. A
partir dos dados evidenciados pela IHQ, aliado ao in-
quérito sorolégico, comprovou-se a alta prevaléncia do
patégeno em populacdes de primatas, tendo o pulmao
como o 6rgdo de predilecao.
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