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RESUMO

Avaliacéo da resposta imune em ovinos co-infectados com
Corynebacterium pseudotuberculosis e Haemonchus con tortus
Linfadenite caseosa € uma doenca infecciosa crbnica que afeta principalmente
caprinos e ovinos, e é caracterizada pela formacdo de lesdes caseosas nos
linfonodos externos e internos, assim como em alguns 6rgaos. Visando esclarecer a
influéncia do Haemonchus contortus, na modulacédo imune da Linfadenite Caseosa,
esse trabalho consistiu em dois modelos experimentais de co-infeccédo (I e 1) nos
guais ovinos infectados com a linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis foram
comparados ao grupo de animais co-infectados. A resposta imune celular foi avaliada
pela expressdo de IFN-y e a imunidade humoral pela producdo de IgG-anti-C.
pseudotuberculosis, durante 90 (I) e 240 dias (Il). As metodologias diferiram quanto a
dose de bactéria inoculada (10°CFU-I, 4,4x10’CFU-Il), administracéo da larva L3 do
helminto (naturalmente infectados (I), 12 mil L3/animal via oral (II) e antigenos
secretados para estimular a cultura de sangue periférico (Fracdo Q5(I) e Antigeno
total TPP (Il). Os antigenos utilizados foram obtidos de cultivo de C.
pseudotuberculosis seguida pela técnica de separacédo e purificacdo em trés fases e
cromatografia de troca i6nica. Os resultados encontrados com a citocina mostrou
producdo significativa desta em ambos 0s experimentos, especialmente sob o
estimulo de TPP e que a expresséo decresceu em diferentes propor¢gdes no grupo
dos co-infectados em todos os tempos analisados, denotando provavel modulacdo
negativa da resposta classica Thl, em ovinos com LC. A resposta imune humoral foi
intensa para os grupos infectados com C. pseudotuberculosis (Cp e CpxHc), sem
diferencas na producdo de IgG no experimento (ll), enquanto no experimento (I) a

cinética de 1gG no grupo CpxHc foi mais elevada quando comparado ao grupo Cp.

As Palavras-Chaves: Linfadenite Caseosa, Haemonchus contortus, co-infeccéo,
antigenos secretados, imunomodulagéo.
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ABSTRACT

Evaluation of immune response in co-infected sheep with Corynebacterium
pseudotuberculosis and Haemonchus contortus

Caseous Lymphadenitis is a chronic infectious disease that mainly affects sheep and
goats, and is characterized by the formation of caseous lesions on the external and
internal lymph nodes, as well as in some organs. In order to clarify the influence of
Haemonchus contortus, in immune modulation of caseous lymphadenitis, this work
consisted of two experimental models coinfection (I and II) in which sheep infected
with C. pseudotuberculosis virulent strain were compared to group of animals infected
with both infections. The cellular immune response was measured by IFN-y
expression and the humoral immunity by the production of IgG anti-C.
pseudotuberculosis, for 90 (1) and 240 days (lI). The methods differed the dose of
inoculated bacteria (107CFU-I, 4,4x107CFU-Il), L3 larvae administration of helminth
(naturally infected (I) 12 000 L3 / animal infected orally (Il) and secreted antigens to
stimulate the peripheral blood culture (Q5 fraction () and full antigen TPP (II). The
antigens used were obtained from cultivation C. pseudotuberculosis followed by
separation and purification technique of three-phase and ion exchange
chromatography. The results with the cytokine showed significant production of this in
both experiments, especially under the stimulus of TPP and the expression
decreased in different proportions in the group with both infections in all analyzed
times, denoting likely negative modulation of Thl classic answer, in sheep with LC.
The humoral immune response was intense for the groups infected with C.
pseudotuberculosis (Cp and CpxHc), no differences in IgG production in the
experiment (I) as in experiment (I) the IgG kinetic CpxHc in group was higher
compared the Cp group.

The key words: Caseous Lymphadenitis, Haemonchus contortus, co-infection,
secreted antigens, immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

A linfadenite caseosa € uma doenca crbnica infecciosa de pequenos
ruminantes, cujo agente etioldgico é a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
coco-bacilo Gram positivo, patégeno intracelular facultativo de fagécitos, relacionado
filogeneticamente ao Mycobacterium tuberculosis (BATEY, 1986a; PASCUAL et al.,
1995). O principal fator de viruléncia € uma exotoxina, que é uma fosfolipase D
(HODGSON, 1999).

A transmissdo da doenca ocorre principalmente através da pele ferida, mas
também pelo aleitamento por fémeas contaminadas e por aerossois (BATEY, 1996Db).
A bactéria, ao penetrar no organismo do hospedeiro € carreada pelas vias linfaticas
aferentes para os linfonodos superficiais e drenantes, onde granulomas
caracteristicos sdo produzidos. Os linfonodos mais acometidos sdo pré-escapular,
parotideo, submandibular, supramamario e popliteo (UNANIAN et al. 1985; BROWN,
OLANDER e ALVES, 1987). A enfermidade resulta na diminuicdo da producéo de
carne, leite, desvalorizagdo da pele e aumento do custo de mao-de-obra destinado
ao tratamento das lesdes superficiais (ALVES E OLANDER, 1999).

A imunidade contra Corynebacterium pseudotuberculosis envolve tanto
aspectos da imunidade celular quanto da imunidade humoral e embora esta Ultima
seja intensa, sozinha € incapaz de debelar a infeccdo (BATEY, 1986a; VALE et al.,
2003).

As proteinas secretadas por Corynebacterium pseudotuberculosis parecem ter

um papel fundamental na indugdo de uma resposta celular protetora (BURRELLS et
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al.,, 1995). Segundo Andersen e colaboradores (1991), o crescimento de M.
tuberculosis resulta na liberagdo de proteinas excretadas no meio, ativamente
liberadas, nos primeiros dias da cultura. Em seguida sdo liberadas proteinas
secretadas que atravessam a membrana citoplasmatica e se localizam externamente
a parede celular, sendo liberadas gradualmente durante o crescimento bacteriano.
Kaufmann e Hess (1999) sugeriram que antigenos secretados de M. tuberculosis,
seriam mais eficazes que os antigenos soméaticos para compor uma vacina e para
utilizacdo em testes diagndsticos para bactérias intracelulares.

Dentre os parasitos de maior impacto negativo na ovinocultura destaca-se o
Haemonchus contortus, que corresponde de 75% a 100% dos resultados
encontrados em exames de contagem de ovos por grama de fezes. (MORTENSEN
et al., 2003). As Infecgbes por H. contortus podem apresentar diferentes cursos
clinicos, que vao desde casos crbnicos em animais velhos com baixa carga
parasitaria a surtos agudos e frequentemente fatais nos animais jovens ou aqueles
animais que ndo foram expostos previamente ao parasito. O principal mecanismo
patogénico esta relacionado a alimentacdo hematdfaga dos estagios pré-adulto e
adulto na mucosa do abomaso, o que leva a anemia, palidez na mucosa, edema
submandibular (devido a hipoproteinemia), perda de apetite, da motilidade intestinal,
diarreia, fraqueza, inapeténcia, emagrecimento e morte de animais altamente
infectados (ROWE et al., 1988; RAHMAN e COLLINS, 1990).

Animais geneticamente resistentes a infeccdo pelo H. contortus, apresentam
uma forte resposta imune do tipo Th2, sugerindo que os linfécitos TCD4+ com este

perfil sdo decisivos na resisténcia natural a infeccdo pelo parasito (GILL et al., 2000;
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PENA et al., 2006). O papel dos eosindfilos tem sido frequentemente associado
também & resisténcia ao H. contortus (MILLER, 1996; MUNOZ-GUZMAN et al.,
2006). Juntamente com a imunidade humoral, caracterizada pela formacdo de
anticorpos das classes IgG, IgM, IgA e IgE, sendo essa Ultima a mais importante,
observa-se também a imunidade celular (WATSON, 1986; MILLER, 1996).

Assim, a significativa patogenicidade destas duas enfermidades, ambas de
expressivas prevaléncias nos rebanhos pequenos ruminantes do Nordeste brasileiro,

reflete o prejuizo gerado ao bom desempenho geral do rebanho.

Levando-se em conta que um desvio de resposta imune para o perfil Th2
provocado pela infeccdo com este helminto pode se tornar num fator de progressao
da linfadenite caseosa, neste trabalho avaliou-se aspectos da resposta imune gerada
contra Corynebacterium pseudotuberculosis em ovinos co-infectados com o
mencionado Haemonchus contortus, buscando-se esclarecer possiveis mecanismos
de interferéncia do helminto na acdo patogénica desta bactéria e na consequente

evolucdo da doenca nestes animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ALINFADENITE CASEOSA

Doenca de pequenos ruminantes trata-se, como inicialmente comentado, de
uma enfermidade infecto-contagiosa crbnica, tendo a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis como seu agente etioldgico. A infeccdo por este microrganismo
afeta também outros animais, como equinos e bovinos, nestes casos hdo como uma
linfadenite. Como doenca ocupacional pode atingir seres humanos (BENHAM et al.,
1962; CAMERON E MINNAR, 1969; LOPEZ et al., 1966; BATTEY E TONGE, 1968;
BATEY, 1986a; PEEL et al., 1997). No Nordeste brasileiro ocorre com alta
prevaléncia nos rebanhos caprinos e ovinos, resultando em graves prejuizos
econdmicos para esta regido, especialmente para as populagdes rurais que
dependem destes animais como cultura de subsisténcia (MOURA COSTA et al.,
1973; COSTA FILHO, 1974; UNANIAN et al., 1985; BROWN et al., 1987; RIBEIRO et

al., 1988; MEYER, 2003).

A doenca caracteriza-se por um quadro de granulomas nos linfonodos, com
material necrotico de cor esbranquicada (AYERS, 1977), que nédo leva a morte, mas
compromete 0 seu desempenho, uma vez que resulta em reducdo do peso e da
producdo do leite, causa danos a pele, dificulta a comercializacdo da carcaca,
podendo comprometer exportacdo e importacdo de animais (UNANIAN et al., 1985;

RIBEIRO et al., 1988; ALVES e OLANDER, 1999). O tratamento com antibigticos é
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dificultado pelo fato de drogas ndo penetrarem nos granulomas, nao atingindo niveis
bactericidas. A drenagem dos granulomas superficiais leva a contaminacao da pele e
do ambiente, facilitando a disseminacdo (NAIRN e ROBERTSON, 1974). Os
granulomas internos sdo de dificil diagnostico podendo constituir focos de

disseminacéo da doenca (ELLIS et al.,1987).

2.2. O AGENTE ETIOLOGICO

2.2.1. Aspectos taxondmicos

Nocard, em 1888, isolou uma bactéria de uma linfangite bovina e trés anos
depois Preisz e Guinard isolaram um germe similar de um abscesso renal de
ovelhas. Novamente Nocard em 1893, isolou 0 mesmo microrganismo a partir de
uma enfermidade cutanea similar ao mormo, em equinos. Preisz em 1894 descreveu
melhor o agente, comparando-o com o bacilo diftérico, denominando-o Bacillus
pseudotuberculosis ovis. A Sociedade Americana de Bacteriologia, no ano de 1923,
passou a adotar a expressdo Corynebacterium como nome do género, sendo o
microrganismo renomeado Corynebacterium ovis. A partir da sexta edicdo do Manual
Berguey em 1948, passou-se adotar a denominacdo atual de Corynebacterium
pseudotuberculosis (BENHAM, SEAMAN e WOODBINE, 1962; MERCHANT e

PACKER, 1975; CORREA e CORREA, 1992).

O género Corynebacterium pertence a familia Actinomycetae, assim como 0s

géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Os resultados de hibridizacao
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DNA-DNA, assim como o estudo da sequéncia do RNA ribossémico, mostram que
Corynebacterium pseudotuberculosis pertence ao mesmo grupo de C. diphteriae e C.

ulcerans (TAKAHASHI et al., 1997).

2.2.2. Caracteristicas morfologicas, tintorias, bio quimicas e de

crescimento

Morfologicamente esta bactéria apresenta pleiomorfismo, entre elas as
cocoides, bacilares ou de bastonetes, podendo ainda se agrupar formando uma
estrutura conhecida como palicada ou letra chinesa. Quanto ao tamanho, mede entre
1-3 pm de comprimento por 0,5-0,6 um de largura. E uma bactéria séssil, desprovida
de flagelos, pélos, esporos e céapsulas, embora apresente fimbrias (BAIRD &
FONTAINE, 2007; BASTOS et al., 2012).

Quando submetida a coloracdo de Gram, apresenta-se positiva, embora
algumas vezes com padrdo irregular. Quanto as reaclBes bioquimicas, C.
pseudotuberculosis apresenta uma ampla capacidade fermentativa (glicose, frutose,
manose, maltose e sacarose), produzindo &cido, mas ndo gases. Apresenta
atividade enzimatica positiva para catalase, urease e fosfolipase D, sendo esta ultima
um dos seus principais fatores de viruléncia. Contudo, é negativa para oxidase,
esculina, hidrolise de gelatina, digestdo da caseina e fermentacdo da lactose
(MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006a; BAIRD & FONTAINE, 2007). Pode
apresentar variabilidade quanto a algumas caracteristicas bioquimicas, fato que de

acordo com Songer e colaboradores (1988), pode ser é atribuido a existéncia de



20

biovares e ao uso de diferentes métodos por diferentes pesquisadores. Assim,
guanto a reducdo de nitrato, existem cepas que apresentam esta capacidade (biovar
equi) e outras nao (biovar ovis), sendo estas Ultimas comumente isoladas de
caprinos e ovinos (MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006a; RUIZ et al.,
2011). C. pseudotuberculosis é uma bactéria mesofilica, cuja temperatura ideal de
crescimento é 37°C e o pH ideal esta entre 7,0 e 7,2 (MERCHANT & PACKER,

1975).

Este microrganismo é exigente do ponto de vista nutricional, crescendo bem em
meios enriquecidos como agar sangue, agar BHI ou caldo BHI ou meios enriquecidos
com soro animal. O crescimento bacteriano em meio liquido ocorre como uma
pelicula na superficie, sem turvacdo do meio, que pode ser desfeita pela agitacdo
formando-se flocos que precipitam (MERCHANT & PACKER, 1975; MUCLKE &
GYLES, 1982). A pelicula € atribuida aos lipideos de superficie e a formacéo de uma

pelicula mais densa foi atribuida a uma maior viruléncia (JOLLY, 1966).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

Apesar do processo patogénico provocado por C. pseudotuberculosis néao
estar completamente definido, alguns fatores de viruléncia foram identificados, a
exotoxina fosfolipase D, lipideos de parede (WALKER et al.,, 1994; PEPIN et al.,
1999), as proteinas ligadas ao metabolismo do ferro (BILLINGTON et al., 2002), os

acidos corinomicolicos (WILLIAMSON, 2001; BILLINGTON et al., 2002; DORELLA et
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al., 2006a; BAIRD & FONTAINE, 2007; TROST et al., 2010; AQUINO DE SA et al.,

2013) e Cp40 (WALKER et al., 1994).

2.3.1. Lipideos de Parede

Segundo Jolly (1966), a presenca desta camada lipidica dificulta a fagocitose da
bactéria, aumentando sua viruléncia, enquanto que para Batey (1986a) e Songer et

al. (1990), esta substancia esté relacionada a citotoxidade.

Uma relacdo entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede de C.
pseudotuberculosis foi demonstrada em infecgcOes experimentais, tanto em
camundongos como em ovinos (BURREL, 1978; MUCLKE e GYLES, 1983). Nos
dois casos houve alta relacao entre conteudo lipidico das linhagens testadas e sua
capacidade de formar granulomas. Os lipideos celulares das bactérias tém
caracteristicas patogénicas e este fator de viruléncia esta associado a formacao de

granulomas (WILLIAMSON, 2001).

2.3.2. Exotoxina

A fosfolipase D é uma proteina catibnica de 31 kDa capaz de hidrolisar a
esfingomielina, um importante componente de membrana citoplasmatica, em colina e
fosfato de ceramida (JOLLY, 1965b; CARNE E ONON, 1978). Enquanto a colina é
liberada, o fosfato de ceramida fica associado a membrana. Esta acdo da fosfolipase

D compromete as células do epitélio vascular, aumentando a permeabilidade e
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favorecendo a disseminagdo do microrganismo a partir do local inicial da infecgéo

(CARNE e ONON, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983).

Sua capacidade de lisar eritrocitos de carneiro em sinergismo com as enzimas
colesterol oxidase e a fosfolipase C produzidas por Rhodococcus equi, decorre da
acao da fosfolipase D sobre a esfingomielina produzindo colina e fosfato de
ceramida. Este, por sua vez, sofre a acdo da fosfolipase C de Rhodococcus equi,
produzindo ceramida. A degradacédo de esfingomielina a ceramida resulta em lise

celular (BROWN e OLANDER, 1987)

As propriedades de hemodlise em sinergia com a colesterol-oxidase e a
fosfolipase C de Rhodococcus equi e a capacidade de resisténcia a hemalise pela
toxina beta estafilococica (BURRELL, 1979; SONGER, 1997, SONGER et al., 1988),
permitiram a elaboracdo de dois testes sorolégicos para deteccao de anticorpos anti-
exotoxina (teste da inibicdo da acdo anti-hemolisina e teste da inibicdo da hemolise
sinérgica), além do teste para dosagem da exotoxina no sobrenadante de cultura
(ZAKIl, 1968; KNIGHT, 1978). Estas atividades enzimaticas foram relacionadas com a

toxicidade da fosfolipase D em camundongos (SUTHERLAND E SPEIJERS,1989).

2.3.3. Proteinas ligadas ao metabolismo do ferro

O papel de genes Fag A, B, C e D de C. pseudotuberculosis, tem sido objeto
de estudo (BILLINGTON et al., 2002). Dentre estes genes, foram registrados quatro
gue compde o operon fag ABC, o qual é responsavel pela expressédo de proteinas

envolvidas na captacdo de ferro (transportador ABC) que contribuem para a
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persisténcia bacteriana em modelo de infeccdo caprina. Estes genes sao regulados
pela disponibilidade de ferro do ambiente, sendo mais bem expressos em condi¢des
de restricdo de elemento quimico. Este sofisticado mecanismo foi amplamente
descrito em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo possivel encontrar
diversos trabalhos publicados sobre as bases moleculares da captacéo de ferro, e as
moléculas envolvidas sdo comumente denominadas de sideréforos (HEINRICHS et
al., 1999). Observou-se que particularmente o gene mutante do Fag B diminuia a

viruléncia dessa bactéria em caprinos (GRIFFITHS, 1990).

2.3.4. Acidos Corinomicélicos

Formam uma camada cerosa protetora, revestindo a parede celular da bactéria,
protegendo-a contra a digestdo enzimatica intracelular, capacitando sua
sobrevivéncia e proliferagdo no interior dos macrofagos. Estes &cidos teriam ainda
um papel citotéxico reconhecido pela inducédo de necrose hemorragica em cobaias,
morte de macréfagos em camundongos e a caseificagdo do tecido infectado
(WILLIAMSON, 2001; BILLINGTON et al., 2002; DORELLA et al., 2006a; BAIRD &

FONTAINE, 2007; TROST et al., 2010; AQUINO DE SA et al., 2013).

2.3.5.CP 40

Em 1994, Walker e colaboradores identificaram uma proteina de 40 kDa que
apresentou poder protetor importante em ovelhas inoculadas com duas doses de 100
Mg da mesma, adsorvida em hidroxido de aluminio. A andlise dos resultados de

western blotting mostrou que o soro dos animais vacinados continha anticorpos que
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reconheceram apenas o antigeno de 40 kDa. Em 1995, Wilson, Brandon e Walker
clonaram e sequenciaram o gene da referida proteina, caracterizando um produto de
379 aminoacidos que apresentou atividade proteolitica e inativacdo por inibidores
especificos de serina proteases. Os pesquisadores propuseram o nome CP40 para
designar esta proteina de C. pseudotuberculosis. A molécula CP40 é naturalmente
secretada em culturas liquidas (WALKER et al., 1994; WILSON et al., 1995).

Droppa (2013) também observou a expressao desta molécula e, testando o seu
poder imunogénico em camundongos Balb/c e C57BL/6, relatou uma significativa
capacidade de induzir a producédo de anticorpos dependentes tanto de um estimulo
Th1l como de Th2.

No primeiro sequenciamento do genoma de  Corynebacterium
pseudotuberculosis, Trost e colaboradores (2010) designaram o gene codificador da
CP40 com a sigla cpp e mencionaram que esta enzima de Corynebacterium
pseudotuberculosis poderia eventualmente contribuir para a viruléncia do
microrganismo por causa de sua agdo proteolitica, mas a atividade enzimatica da
CP40 néao foi detectada em sobrenadantes de culturas e sua funcéo in vivo ndo é
conhecida (WILSON, BRANDON & WALKER, 1995).

Embora a proteina CP40 tenha sido inicialmente descrita como uma serina-
protease, a auséncia de atividade proteolitica em sobrenadantes de culturas de
Corynebacterium pseudotuberculosis, a falta de semelhanca da molécula com outras
serina-proteases (WILSON, BRANDON & WALKER, 1995), o estudo in silico da
organizacdo dos dominios da proteina e dados filogenéticos prévios acerca das

glicosil-hidrolases, sugerem fortemente que a CP40 é uma endoglicosidase
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semelhante ao dominio alfa da enzima EndoE de Enterococcus faecalis (COLLIN &
FISCHETTI, 2004). Este dominio hidrolisa glicanos presentes na RNAse B e IgG, o
gue poderia ser importante na patogénese e persisténcia de E. faecalis em infec¢des
humanas (COLLIN & FISCHETTI, 2004).

Por estas razdes, Trost e colaboradores (2011) propuseram que 0 gene cpp seja

renomeado como ndoE.

2.3.6. Outros possiveis fatores de viruléncia

A partir de trabalhos recentes que identificaram cerca de 49 moléculas com
provaveis papéis na patogenicidade deste microrganismo (SOARES et al., 2012;
CORREA, 2014), foi possivel destacar fatores de viruléncia em diversas categorias
funcionais da ortologia génica. Nesse sentido relaciona-se 0 conjunto composto
pelos produtos dos genes spaC (pilina para adeséo), nanH (sialidade para invasao
celular), sodC (resposta ao estresse oxidativo) e pknG (autofosforilacéo, sinalizacao).
Contudo, faz-se necessaria a valida¢do dos resultados obtidos in silico em testes in

vitro e in vivo.

2.4 ANTIGENOS DE C. pseudotuberculosis

Ellis e colaboradores (1991a) ao estudarem os antigenos ligados a bactéria,
através da mesma técnica, avaliaram soros de ovinos naturalmente infectados

utilizando como antigeno as proteinas extraidas do sonicado da cultura, encontrando
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onze antigenos com os referidos pesos moleculares: 20 KDa, 22,4 KDa, 31,6 KDa,

35,5 KDa, 36,3 KDa, 39,8 KDa, 45,7 KDa, 56,2 KDa, 63,1 KDa, 79,4 KDa e 100 KDa.

Walker e colaboradores (1994) pesquisaram novos antigenos capazes de
conferirem protecdo contra a linfadenite caseosa pela utilizacdo de sondas de células
secretoras de anticorpos. Seus resultados sugerem que 0s antigenos secretados por
Corynebacterium pseudotuberculosis podem ser os responsaveis pela indugcdo de
uma resposta celular protetora. Além da fosfolipase D, outros antigenos secretados
por Corynebacterium pseudotuberculosis foram identificados por estes
pesquisadores, dentre eles o jA& mencionado CP 40. Este antigeno ao ser utilizado
como vacina em ovelhas conferiu uma reducdo de 82% na proporcdo de ovelhas
infectadas. Este nivel de protecdo é bastante favoravel quando comparado com o
obtido com as vacinas comerciais.

Alguns estudos tém demonstrado que as proteinas secretadas sdo as

candidatas mais promissoras para o desenvolvimento de vacinas (HORWITZ, 2000).

Os antigenos utilizados nas pesquisas até hoje sdo geralmente obtidos da lise
bacteriana, inativacdo da célula inteira, tratamento com solventes ou detergentes ou
utilizacéo direta do sobrenadante de cultura. A identificacdo de moléculas antigénicas
reconhecidas por anticorpos em estudos sorolégicos, principalmente pelo ELISA e
“western blotting”, tem demonstrado aspectos importantes da cinética da infec¢ao ou
para o diagnostico desta enfermidade (VALE, 2001; MOURA COSTA, 2002).

Usando o concentrado do sobrenadante da cultura, Moura Costa (2002)
observou antigenos com pesos moleculares da ordem de 20 KDa, 25,1 KDa, 31,6

KDa, 39,8 KDa e 63,1 KDa. A mesma autora analisando as fracoes antigénicas
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contidas nos sobrenadantes de culturas de C. pseudotuberculosis em Meio
Quimicamente Definido (MQD), através de “western blotting”, reconhecidas pelos
soros dos animais infectados e normais, evidenciou 0s pesos moleculares e
frequéncias de reconhecimentos que se segue: 125kDa (100%), 112kDa (91,6%),
108kDa (95,8%), 85kDa (91,6%), 78kDa (95,8%), 73kDa (95,8%), 67kDa (95,8%),
62kDa (87,5%), 43kDa (75%) 39kDa (95,8%), 31kDa (87,5%) e 15kDa (45,8%).
Entre 8 a 11 antigenos com pesos variando entre 16 e 125 kDa (16, 20, 27, 30, 36,
40, 43, 58, 64, 68 e 125 KDa) foram reconhecidos por animais infectados usando-se
como antigeno o sobrenadante da cultura obtida pela combinacéo de trés processos
de extracdo e de purificacdo de macromoléculas, técnica de TPP (PAULE et al.,
2004b). Dentre tais fracdes, destacaram-se aquela designada por Q5, com banda
imunodominante com cerca de 21 KDa de peso molecular reconhecida através do
western blotting. O estudo destas fragbes tem sido dificultado pela pequena
proporcdo representada pelas mesmas em relacdio ao conteudo total

excretado/secretado por C. pseudotuberculosis.

Meyer e colaboradores (2005) avaliaram a producdo de IFN-y pelas células
sanguineas de caprinos infectados por C. pseudotuberculosis, em resposta aos
antigenos, somatico e secretado desta referida bactéria, de modo a avaliar a
resposta imune celular. Os resultados mostraram uma significante diferenca entre os
dois antigenos. O antigeno somatico induziu baixa producdo de IFN-y nos animais
infectados e sadios, ao passo que o0 antigeno secretado induziu alta producdo de

IFN-y apenas nos animais infectados.
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Vale (2005) produziu anticorpos monoclonais contra fracdes do antigeno
secretado por Corynebacterium pseudotuberculosis. Testando o0 reconhecimento
antigénico destes anticorpos por “western blotting” frente ao antigeno somético e
secretado deste microrganismo, esta pesquisadora evidenciou a especificidade
destes anticorpos para uma fracdo protéica de 75 kDa. Esta molécula, por ser
reconhecida tanto na fragdo somética quanto na secretada, supfe-se que esteja
inicialmente ancorada a membrana e que depois seja secretada. Além disso, 0
tratamento de camundongos com anticorpos monoclonais contra esta referida fragéo
conferiu uma protecao significativa contra um desafio com 10* UFC de uma linhagem
virulenta desta bactéria, demonstrado pelo aumento na sobrevida dos camundongos
tratados em relacao aos animais do grupo controle.

Em 2005 Vale conseguiu obter fragcbes cromatograficas utilizando colunas
MonoQ, a partir do extrato obtido pela técnica TPP mencionada acima. Testando
estas fracbes, a referida autora demonstrou que uma delas, denominada Q5,
apresentava uma maior capacidade de estimular a producao in vitro de IFNy a partir
de culturas de células esplénicas de camundongos Balb/c. Ainda testando esta
fracdo também como estimulo para a produgdo de citocinas também a partir de
culturas de células esplénicas murinas, Rodrigues (2009) demonstrou que ela induzia
uma expressiva producdo de TNF-a e IL-4, quando comparada com o antigeno o
antigeno secretado bruto, enquanto que a producdo de INF-y e IL-10 foi igualmente
estimulada por ambos os antigenos.

A busca de novos antigenos de C. pseudotuberculosis com potencial para uso

em vacinais vem sendo constantemente realizada por diversos grupos de pesquisa
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do mundo. No Brasil, através de colaboracdes entre pesquisadores da Universidade
Federal da Bahia e da Universidade Federal de Minas Gerais, proteinas secretadas
por diferentes linhagens desta bactéria (obtidas de ovinos, caprinos, equinos,
bovinos, bubalinos e camelideos) foram caracterizadas por espectrometria de
massas, sendo estabelecido o exoproteoma do microrganismo (PACHECO et al.,
2011). Associado ao estudo protebmico, as andlises in silico tem acelerado a
identificacdo de potenciais alvos antigénicos para uso em vacinas; desta forma,
estabeleceu-se o pan-exoproteoma da espécie (SANTOS et al., 2012), e um trabalho
de vacinologia reversa resultou na identificacdo de 49 alvos antigénicos da bactéria
(SOARES et al., 2012), possibilitando se destacar alguns novos fatores de viruléncia

ja referidos anteriormente.

2.5. TRANSMISSAO E SINAIS CLINICOS

A transmissédo de Corynebacterium pseudotuberculosis ocorre pelo contato do
animal sadio com elementos contaminados do meio ambiente, e outros animais
doentes com granulomas superficiais ou pulmonares com exsudacao (ELLIS et al.,
1987), instrumentos ou solu¢des de banho, o solo ou a vegetacdo, bem como as
fezes de animais infectados (CARNE, 1932; NAIRN E ROBERTSON, 1974).
Segundo Augustine e Renshaw (1986) esta bactéria sobrevive até oito semanas no

meio ambiente sem, no entanto, se multiplicar. A persisténcia deste microrganismo
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no ambiente parece ser o principal fator responsavel pela sua transmissdo no

rebanho.

A infeccdo normalmente ocorre por meio da pele ou ferimentos na membrana
mucosa, seguida pela dissemina¢do da bactéria para os linfonodos superficiais, nos
guais 0s abscessos caseosos se desenvolvem e ocorre a necrose. A disseminacao
da bactéria também pode atingir os érgdos viscerais, particularmente os pulmdes
(BATEY, 1986a). A invasdo de oOrgaos internos pode ocorrer pela passagem da
mucosa vaginal ou digestiva e pela liberagdo do patdgeno na corrente sanguinea
(BROGDEN et al.,, 1984a, CAMERON, 1972a). A localizacdo dos granulomas
depende, principalmente, da via de entrada do microrganismo, que por sua vez esta

diretamente relacionada ao sistema de manejo utilizado (VALE, 2005).

O padrdo de distribuicdo dos abscessos no corpo (principalmente na regiao
anterior) e o fato de que boa parte desses abscessos continha C. pseudotuberculosis
indica que a infeccdo através da pele pode ser importante nos caprinos do nordeste
brasileiro devido ao tipo de exploracdo extensiva em pastagens com vegetacao
espinhosa. Além disso, uma baixa incidéncia de abscessos pulmonares e
mediastinais quando comparado com 0s abscessos cutaneos, além da auséncia de
abscessos nos linfonodos mesentéricos sugerem que o0s tratos, respiratério e
digestério sdo uma rota menos importante de infec¢do no manejo extensivo

(UNANIAN, SILVA e PANT, 1985).

O desenvolvimento simultdneo de lesdes pulmonares pode ser devido a

disseminacdo da bactéria por via hematdgena. A bactéria penetra a partir de lesées
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na pele podendo atingir a circulagédo linfatica ou venosa e assim chegar aos pulmdes
pela artéria pulmonar (NAIRN e ROBERTSON, 1974). No entanto, Ellis e
colaboradores (1987) demonstraram que Corynebacterium pseudotuberculosis é
capaz de penetrar nos pulmdes do hospedeiro por inalacdo, podendo ainda ser
inoculado na forma de aerossois oriundos de animais com infecgbes pulmonares
para a pele lesada de animais recentemente tosados (PATON et al., 1995).

O contato ou mesmo o consumo da vegetacdo nativa contaminada, que é
espinhosa e traumatica para a pele e mucosa oral, pode desempenhar um papel
importante na transmissdo da linfadenite caseosa no nordeste brasileiro (MEYER,
2003).

Os sinais clinicos e lesdes podem nao ser observados até muitos meses apos o
inicio da infeccdo. A doenca se manifesta de duas formas: a linfadenite caseosa
externa (abscessos nos linfonodos superficiais e tecidos subcutaneos) e a linfadenite
caseosa interna (abscessos localizados internamente nos 6rgdos e linfonodos,
especialmente os pulmdes, figado, rins, e linfonodos mediastinal, bronquial e
lombar). Ambas as formas podem se desenvolver simultaneamente (BATEY, 1986a).
A linfadenite caseosa interna pode causar diminuicdo da fertilidade, emagrecimento
gradual e pode ser responsavel por condenacdo da carcaca na hora do abate. A
linfadenite caseosa externa pode causar a ruptura de abscessos e a contaminagao
do meio ambiente, além de permitir a introducdo de microrganismos causadores
desta doenca em animais saudaveis e levar a deprecia¢do no valor das peles devido

as lesdes causadas pela ruptura desses abscessos (BATEY et al., 1986b).
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2.6. PREVALENCIA DA LINFADENITE CASEOSA

Corynebacterium pseudotuberculosis estd muito difundido pelo mundo,
principalmente em alguns paises como Austrélia, Argentina, Nova Zelandia, Africa do
Sul e regifes ocidentais dos Estados Unidos, onde hd uma grande criacdo de ovinos
(MERCHANT E PACKHER, 1980). Foi descrita também em paises que possuem
significativa populacdo de caprinos e ovinos como Gra-Bretanha, Noruega, Holanda
e Brasil (ANDERSON E NAIRN, 1984), Egito, india, Turquia, Sud&do, Franca e

Canada (BATEY et al., 1986Db).

A literatura apresenta resultados discrepantes para a prevaléncia desta
enfermidade em rebanhos caprinos e ovinos. Em caprinos do Semiarido nordestino,
os trabalhos Costa Filho (1974) e de Unanian e colaboradores (1985) revelaram
respectivamente percentuais de 30% de animais clinicamente doentes e de 12%
guando a amostragem foi composta de animais de abatedouros (abscessos internos)
Ainda de acordo com estes Ultimos autores, 0s percentuais cresciam para 42%
guando o estudo envolveu animais de criacdo extensiva (abscessos superficiais).
Ainda no Brasil, Brown e colaboradores (1987) observaram uma incidéncia de 14%
em animais de abatedouros. indices variaveis de prevaléncia sdo observados em
diferentes Estados da federacdo. Por exemplo, foram registradas prevaléncias de 24
a 50% em caprinos no Estado de Pernambuco (RIET-CORREA et al., 2007), 15,9%
em ovinos abatidos na Paraiba (SOUZA et al., 2011), 12,2% em ovinos
assintomaticos e 32,5% em animais com sinais sugestivos de LC no Rio de Janeiro,

8,09% em ovinos na regido sul (BELCHIOR et al., 2006), 59,8% em amostras de
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ovinos abatidos em S&o Paulo (DANIEL et al., 2009), 78,9% em caprinos no Estado
de Minas Gerais (SEYFFERT et al., 2010), 43,7% em ovinos deste mesmo Estado
(GUIMARAES et al., 2011) e 44% numa criacdo comercial de ovinos do Distrito

Federal (CARMO et al., 2012).

No Estado da Bahia, Meyer (2003), numa ampla investigacdo soroldgica,
constatou prevaléncia variando de 9,2% a 72,2% em 1996 animais de 19 municipios
da zona semiarida do Estado da Bahia. Este pesquisador registrou um percentual
médio de 46,66%. Dentre as trés microrregides estudadas, Baixo e Médio Séo
Francisco evidenciaram prevaléncia de 58,01%, Piemonte da Diamantina e a
microrregido Nordeste apresentaram prevaléncias de 37,76% e 31,67%,
respectivamente. O autor acredita que as variagbes percentuais apresentam um
comportamento relativamente homogéneo, quando se leva em conta a mesma
regido, e que provavelmente, estas diferencas nos percentuais estejam relacionadas
com o tamanho da populagdo caprina e com as densidades populacionais, que séao
maiores na regido do Baixo e Médio Sdo Francisco. Ainda na Bahia, Bastos e
colaboradores (2011) registraram uma soroprevaléncia de 55,3% em ovinos de uma
fazenda comercial com um rebanho de 2500 animais e Nascimento (2012) observou

sorologia positiva em 22,1% de reprodutores ovinos em exposi¢cdes agropecuarias.

A alta incidéncia da linfadenite caseosa no Nordeste do Brasil se deve ao tipo
de vegetacdo encontrada, a caatinga, a qual é caracterizada por arbustos

espinhosos e pequenas arvores (UNANIAN, SILVA e PANT, 1985).
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A cronicidade da patogenia associada a sintomatologia pouco
especifica, bem como a presenca de outros agentes etioldgicos, responsaveis
também pela formacdo de piogranulomas, como Arcanobacterium pyogenes,
Streptococcus spp e Staphylococcus spp tem contribuido para disseminacdao da
enfermidade. Contudo, a maioria dos inquéritos epidemiolégicos baseia-se em
animais provenientes de abatedouros, o que pode ocasionar uma reducdo do

numero dos animais clinicamente doentes (UNANIAN et al. 1985)

2.7. IMPORTANCIA ECONOMICA

A forma visceral (abscessos nos 6rgaos internos) € a causa da significante
perda econbmica na industria de caprinos e ovinos devido a condenacdo de
carcacas. A forma superficial (abscessos nos linfonodos periféricos) leva a formacéao
de cicatrizes que desvalorizam a pele. Outras causas de perdas econdmicas incluem
desvalorizacdo do produto devido a reducédo no ganho de peso e da producéo de 13,

além da reducéo na producao de leite e da eficiéncia reprodutiva (PATON, 1997).

No nordeste brasileiro, regido que concentra aproximadamente 90% do
rebanho caprino e 40% do rebanho ovino nacional e onde a venda de pele é uma
importante fonte de renda para o pequeno produtor local, estimou-se que a presenca
de defeitos superficiais reduziria o valor mercadologico das peles em até 40%

(MOURA COSTA et al., 1974; FIGUEIREDO et al., 1982).
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2.8. IMUNIDADE

A imunidade estabelecida frente a este microrganismo, bactéria intracelular
facultativa, € complexa e envolve tanto mecanismos da resposta imune inata, quanto
adaptativa. Na resposta imune inata, os neutréfilos e macrofagos sdo as principais
células envolvidas no inicio da infecgdo e a presenca destes tipos celulares pode ser
critica no estabelecimento de uma resposta protetora a infeccdo primaria e também
secundaria a LC (HARD, 1969; JOLLY, 1965a; LAN et al. 1999). Uma vez que, estas
células sdo as responsaveis em realizar a fagocitose e destruicdo dos
microrganismos invasores (NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares
patogénicas sendo resistentes a degradacéo dentro dos fagécitos, principalmente por
alterar a producdo de oxido nitrico destas células, tendem a causar infecgles
cronicas, dificeis de serem erradicadas (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983),
necessitando entdo do auxilio de uma resposta imune adaptativa que favoreca a
acao da fagocitose para eliminar/conter o microrganismo, no caso C.
pseudotuberculosis. Desta forma, um envolvimento das células T CD4%,
subpopulacédo Thil, torna-se uma importante ferramenta (JOLLY, 1965b; LAN et al.,
1998).

A incapacidade do macréfago em eliminar o agente patogénico pode ser
atribuida a auséncia de producédo do éxido nitrico quando submetidos a estimulacdo
com antigenos de C. pseudotuberculosis, como sugeriram os estudos de Bogdan e
colaboradores (1997), com macrofagos pulmonares ovinos. Considerando a

importancia do oxido nitrico na eliminacdo de patdgenos intracelulares, a nao
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producdo deste agente em resposta aos componentes bacterianos explicaria o
desenvolvimento de infec¢bes exclusivamente cronicas observadas em pequenos
ruminantes (GREEN et al., 1991). Estes dados sdo corroborados com os resultados
de Oliveira Neto (2012), trabalhando com camundongos knockout da enzima
sintetase do oxido nitrico.

Lan e colaboradores (1999), investigaram o papel do receptor de complemento
do tipo 3 (CR3), na defesa primaria e secundaria do hospedeiro contra C.
pseudotuberculosis. Este receptor € expresso por macrofagos, neutrdfilos, linfécitos
T e B e desempenham papel chave na adesdo, extravasamento, migracdo e
fagocitose. O tratamento de camundongos com anticorpo monoclonal anti-CR3,
resultou em multiplicagcdo da bactéria nos 6rgaos e aumento da mortalidade nos
animais infectados.

Por apresentar um largo espectro de proteinas secretadas/excretadas e
proteinas somaticas (ELLIS et al.,, 1991) e por ser um patégeno intracelular
facultativo a imunidade a C. pseudotuberculosis parece ser complexa e tem sido
atribuida a dois mecanismos basicos: o mediado por células e o humoral (BATEY,

1986b; ZAKI, 1976).

2.8.1. Imunidade Humoral

A resposta imune por anticorpos e a identificacdo de fragbes antigénicas
responsaveis pela imunidade protetora foram investigadas por diversos autores. A
resposta imune para a infeccdo natural por C. pseudotuberculosis tem mostrado

incluir um forte componente humoral, com deteccéo de anticorpos circulantes para
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um grande numero de antigenos (ELLIS et al., 1991). Os pesos moleculares desses
antigenos variam entre 22 e 120 KDa; 5 e 200 kDa e, em menor proporcédo, 68, 64,
43 e 22 KDa identificadas pela técnica de “western blotting”, utilizando-se antigenos
somaticos e secretados (VALE et al., 2003; PAULE et al., 2003 e 2004b). No entanto,
esta forte resposta humoral € incapaz de eliminar a infeccao (VALE et al., 2003).

A importancia da defesa humoral tem sido estudada através da avaliagdo da
eficacia de vacinas a base de toxoide, de toxina geneticamente modificada (por
inducdo em laboratério ou por mutacdo espontéanea) ou de material secretado em
meio de cultura, onde se observa que apd6s o desafio o niumero e tamanho de
linfonodos comprometidos sé@o reduzidos em animais vacinados, além da reducéo do
namero de animais que apresentam granulomas (MOURA-COSTA et al, 2008;
DORELLA et al, 2008; D’FONSECA et al, 2008; ZAKY, 1976). Testes realizados com
a fragcdo, tanto em caprinos (ANDERSON E NAIRN, 1984; BROWN et al., 1986;
ALVES E OLANDER, 1999) como em ovinos (PATON et al., 1995), mostraram niveis
de protecdo proximos ou acima de 80%. Por outro lado, estudos comparando a
eficacia de vacinas incorporando as fracbes secretadas, soméaticas ou as duas,
mostraram que a incorporagdo da fragdo somatica ndo modificava o indice de
protecéo ja induzido pela fragédo toxdide (BURRELL, 1978b).

A fosfolipase D, como dito anteriormente, € uma potente exotoxina de 31,4
KDa que permite que a bactéria se dissemine pelo organismo do hospedeiro ao
aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos (CARNE e ONON, 1978).

Segundo Yozwiak e Songer (1993), anticorpos anti-fosfolipase D presentes antes da
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infeccdo exercem efeito protetor dificultando a disseminacdo da bactéria para os
linfonodos.

A resposta imune humoral é uma resposta intensa e presente em animais
imunizados e naturalmente infectados (DORELLA, 2006). Esta resposta por
anticorpos € regulada por citocinas produzidas em decorréncia da interacdo do

antigeno com as células imunocompetentes (MCINTYRE et al., 1993).

2.8.2. Imunidade Celular

Os primeiros ensaios que destacaram a importancia da resposta celular na
protecdo contra infecgcbes por C. pseudotuberculosis mostraram que no modelo
murino a resolucdo da infeccdo estava associada a presenca de macréfagos
ativados dentro da lesdao (JOLLY, 1965b). Hogdson e colaboradores (1992)
registraram alta producgéo de IFNy por ovinos desafiados com linhagens virulentas de
C. pseudotuberculosis. Outros experimentos confirmaram o envolvimento da
resposta celular, mais especificamente, da indu¢cdo de uma resposta Thl, que é
comprovadamente importante na resisténcia contra bactérias intracelulares
facultativas (KAUFMANNN, 1993).

Estudos tém demonstrado a importancia de citocinas no combate a
Corynebacterium pseudotuberculosis (LAN et al,. 1998). A IL-12 é conhecida pela
capacidade indutora do perfil Thl, na estimulagdo de TNFa e INFy por células CD4+,
CD8+, NK e macréfagos (TRINCHIERI, G. E SCOOT, P., 1995). Em infec¢cdes
causadas por C. pseudotuberculosis foi demonstrado, através da técnica de RT-PCR

semiquantitativa, o aumento dos niveis de TNFa e IL-1, associado a baixas
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concentracdes de IL-4 em ovinos experimentalmente infectados (PEPIN et al., 1997).
Nestes animais verificou-se alta expressdo de citocinas inflamatérias como IL-1 e
TNFa no sitio de inoculacdo, enquanto que a expressao de citocinas associadas as
células T, como IL-12 e IL-4, foi mais intensa no linfonodo drenante. Com base nos
resultados deste estudo, os autores sugeriram que o desenvolvimento do granuloma
poderia ser consequéncia de células Thl, Th2 e de citocinas como INF-y IL-12, IL-4,
TNFa e MCP-1, cujos niveis estavam elevados durante a sua formacao.

As células T CD4 e, principalmente os seus clones Thl, sdo responsaveis pela
producdo de IFNy e TNFa, citocinas que aumentam a atividade bactericida dos
macrofagos. O papel protetor das células T CD8 esta relacionado a sua capacidade
de produzir IFNy e lisar células infectadas. Em murinos, a administracdo de
anticorpos anti-CD4 ou anti-CD8 aumentaram a letalidade e levaram a reducéo de
interferon y, sugerindo que ambas as sub-populacdes de linfécitos sdo essenciais no
processo de resisténcia a C. pseudotuberculosis (LAN et al., 1999).

O IFNy é uma citocina extremamente pleiotrépica e muito importante na
regulagcdo da resposta imune e nos processos inflamatérios. A modulacdo da
resposta imune pelo controle da expressédo das moléculas de MHC classes | e Il por
diversos tipos de células, a ativacdo e regulacdo da diferenciacdo de fagdcitos e a
habilidade para regular a ativacéo e a diferenciacdo das células T CD4+ estabelecem
o IFNy como um componente chave na determinacdo do tipo de funcdo que é
desenvolvida durante o curso da resposta imune (ABBAS et al., 2012). A sua

expressao in vitro em culturas de sangue periférico de caprinos infectados com C.
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pseudotuberculosis foi bem maior quando o estimulo foi feito com antigenos sollveis
do que com antigenos secretados por este microrganismo (MEYER et al., 2005).

Um estudo realizado por Mohan e colaboradores (2001), no qual foram
utilizados camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis como um
modelo para a tuberculose latente, demonstrou evidéncias de que o TNFa é
essencial na prevencao da reincidéncia da tuberculose. Esta evidéncia € confirmada
em seu experimento ao utilizar camundongos tratados com anticorpos monoclonais
gue neutralizavam o TNFa. Estes camundongos tratados com o anti-TNFa tiveram
uma reativacdo fatal da doenca, com severa deterioracdo histopatoldgica, reducao
na expressao da enzima oOxido nitrico sintase nos pulmdes, o0 que contribuiu com o
aumento da carga bacteriana e reincidéncia da doenca. Além disso, observou-se que
houve um aumento na expressdo de IL-10 nos pulmdes, o0 que potencialmente
favoreceu a progressdo da doenca devido a atenuacdo da atividade anti-
micobacteriana dos macrofagos e devido a modulagdo da resposta histopatoldgica
do hospedeiro pela regulacdo da expressao de citocinas inflamatdrias, quimiocinas e
receptores de quimiocinas.

A citocina IL-10 foi originalmente descrita como uma citocina produzida por
células Th2 e mediadora de efeitos antiinflamatérios, atuando primariamente em
células fagociticas e em células apresentadoras de antigenos (FIORENTINO, BOND
e MOSMANN, 1989).

A citocina IL-10 inibe nas células fagociticas e células apresentadoras de
antigenos a transcricao e a producao de citocinas pré-inflamatorias, tais como TNF e

IL-12, a expressdo do MHC de classe Il, moléculas co-estimulatorias, bem como a
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producédo de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio (OSWALD et al., 1992;
MOORE et al., 2001).

Além de inibir os mecanismos bactericidas intracelulares, a IL-10 previne a
apoptose mediada pelo TNF sobre macrofagos infectados por Mycobacterium
tuberculosis, possibilitando, entdo, a manutencgéo da infeccao cronica (ROJAS et al.,

1999).

A IL-10 e a IL-4 sdo citocinas do perfil Th2, possuindo um carater
antiinflamatorio (ABBAS, LINCHTMAN E PROBER, 2012). No entanto, a IL-10 pode
também ser produzida por células Thl atuando como uma citocina regulatoria ao
impedir a exacerbacdo de uma resposta inflamatéria danosa ao hospedeiro
(TRINCHIERI, 2001). Esta citocina pode bloquear a acdo ou producédo de IL-12, TNF-
a, INFy, IL-4 e GM-CSF e a expressdo de moléculas co-estimulatorias (CD80 e
CD86) e MHC classe lI, limitando a magnitude de ativacdo e efeitos das citocinas
liberadas por células T durante a resposta imune especifica (PESTAKA et al., 2004).
A sua producdo in vitro em modelo murino de infeccdo experimental com C.
pseudotuberculosis tem sido observada quando culturas de células esplénicas
destes animais sé@o estimuladas por diferentes fragdes do antigeno secretado (VALE,

2005, RODRIGUES, 2009).

A citocina IL-12 tem sido descrita como uma citocina pré-inflamatoria secretada
por macrofagos e células B em resposta a infeccbes bacterianas. A IL-12 induz a
secrecao IFNy pelas células T e células NK. Além disso, esta citocina € capaz de

induzir a secrecdo tanto de IFNy como IL-10 pela mesma célula T, tanto que a
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utilizacdo de anticorpos monoclonais contra a IL-12 aboliu a geracdo desse sub-tipo

de células (POHL-KOPPE et al., 1998).

As células aderentes da cavidade peritoneal de camundongos C57black/6,
guando estimuladas com antigenos secretados de C. pseudotuberculosis produziram
IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10, INFy e TNFa quando infectados com 107 da estirpe atenuada
e as citocinas IL-1q, IL-6, IL-10, INFy e GM-CSF, quando infectados com 102 da
estirpe selvagem. Desta forma, foi possivel identificar a produgédo de citocinas proé-
inflamatorias por esta linhagem de camundongo. Ao avaliarmos as citocinas apés a
infeccao com 102 da bactéria C57 foi identificado, nos camundongos C57black/6 uma
intensificagdo na producgéo de IL-13, IL-22 e IL-27. Somando-se a estes resultados a
producao de INF-y visto nos animais C57black/6, esta linhagem tem a producéo de
citocinas voltadas para a um perfil Thl. As duas evidéncias podem contribuir com o
carater resistente dos animais C57black/6 a infeccdo de C. pseudotuberculosis
(FRAGA, 2012).

A relacdo das linfocinas produzidas pelas células T CD4+ com o
desenvolvimento do granuloma e a persisténcia da bactéria no hospedeiro foram
sugeridas por Pépin et al. (1991) que observou uma grande producdo de IFN-y e
baixa producéao de IL-4.

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram que os granulomas sdo formados
internamente de um centro necrético cercado até a periferia por uma zona de
macrofagos e uma zona de linfécitos, limitado externamente por uma capsula
fibrotica. A zona de linfocitos é rica em linfécitos TCD4+ e B, ao lado da capsula

fibrotica (WALKER et al., 1991; PEPIN et al., 1994).
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A organizacdo e composicao celular dos granulomas provocados pela infeccéo
por C. pseudotuberculosis sdo similares nas infec¢cbes por outras bactérias
intracelulares como Mycobacterium tuberculosis (FLYNN et al., 1993) ou Listeria
monocytogenes (NAKANE et al., 1989). Dentre os pontos em comuns, destacam-se
a predominancia dos linfécitos T CD8 (MODLIN et al.,1983) que atuariam
diretamente como células citotoxicas, ou como ativadoras de macrofagos via IFN-y
(KAUFMANN, 1988), ou ainda, indiretamente, podendo apresentar um fendtipo

supressor (MODLIN et al., 1983).

2.9 HAEMONCHUS CONTORTUS

O nematdédeo gastrointestinal Haemonchus contortus infecta ruminantes,
particularmente caprinos e ovinos, resultando em perdas econémicas evidenciadas
através da alta taxa de mortalidade e comprometimento no desempenho produtivo,
gue sdo decorrentes do atraso no crescimento, da queda na producéo leiteira e da
baixa fertilidade (ALLONBY e URQUHART, 1975; CHARLES et al., 1989).

Esse nematdédeo pode ser encontrado em todo o mundo, embora as infecgbes
sejam mais frequentes e intensas em areas com climas quentes e Umidos
(RADOSTITS et al., 2000). O parasito nos pequenos ruminantes possui um ciclo
evolutivo direto, com um periodo de desenvolvimento no meio ambiental,
denominado de fase de vida livre, que inicia-se com a liberacdo dos ovos nas
pastagens, através das fezes e o desenvolvimento em larvas infectantes (L3), com

uma duracdo de aproximadamente sete dias. E a fase parasitaria, que ocorre no
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hospedeiro, inicia-se com a ingestdo das larvas infectantes junto com a pastagem,
evoluindo no tubo digestivo, onde o maior nimero de parasitos adultos € encontrado
na mucosa da regido fundica do abomaso (RAHMAN e COLLINS, 1990).

As infeccdes por H. contortus podem apresentar diferentes cursos clinicos, que
vao desde casos cronicos em animais velhos com baixa carga parasitaria a surtos
agudos e frequentemente fatais nos animais jovens ou aqueles animais que nao
foram expostos previamente ao parasito. O principal mecanismo patogénico esta
relacionado a alimentacdo hematofaga dos estagios pré-adulto e adulto na mucosa
do abomaso, o que leva & anemia, palidez na mucosa, edema submandibular (devido
a hipoproteinemia), perda de apetite, da motilidade intestinal, diarreia, fraqueza,
inapeténcia, emagrecimento e morte de animais altamente infectados (ROWE et al.,
1988; RAHMAN e COLLINS, 1990; HOSTE, 2001).

Como ja afirmado anteriormente, animais geneticamente resistentes a infeccao
pelo H. contortus, apresentam uma forte resposta imune do tipo Th2, sugerindo que
os linfocitos TCD4+ com este perfil sdo parte integrante da resisténcia natural a
infeccdo pelo parasito, podendo atuar sinergicamente com 0s anticorpos, assim
contribuindo para expressdo da imunidade adquirida no hospedeiro (GILL et al.,
2000; PENA et al., 2006). O papel dos eosindfilos tem sido frequentemente
associado também a resisténcia ao H. contortus (MILLER, 1996; MUNOZ-GUZMAN
et al., 2006). Juntamente com a imunidade humoral, caracterizada pela formacao de
anticorpos das classes IgG, IgM, IgA e IgE, sendo essa Ultima a mais importante,

observa-se também a imunidade celular (WATSON, 1986; MILLER, 1996).
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A implantacdo correta de medidas de manejo podem, em algumas situacgoes,
ser mais importante do que o uso de anti-helminticos, jA& que o entendimento da
dindmica populacional dos nematdédeos nos animais e nas pastagens faz parte da

estratégia de controle (FAKAE et al., 1999).
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3. JUSTIFICATIVA

O Brasil hoje € o 8° maior produtor de caprinos e ovinos no mundo, com
rebanho superior a 30 milhdes de cabecas. A maioria da populacdo de caprinos e
ovinos do Brasil é concentrada nas zonas arida e semi-arida do Nordeste, tornando-
se uma importante fonte de renda para pequenos produtores dessa regido, que
obtém através da venda da carne, leite e pele a garantia para sua sobrevivéncia
(RIBEIRO et al., 1988). O Estado da Bahia é caracterizado por possuir o maior
rebanho caprino nacional, com 4,5 milhdes de cabeca predominantemente de corte,
caracterizada pelo sistema de producdo extensiva e as vezes ultra-extensiva. O
rebanho de ovinos no Estado ocupa a segunda posi¢cdo no ranking nacional, com
guase 3 milhdes de animais (ANCO, 2010).

O Nordeste é a regido brasileira onde se observa a maior frequéncia da
Linfadenite Caseosa e de nematddeos gastrintestinais, principalmente Haemonchus
contortus, devido a grande concentracdo destes pequenos ruminantes e a falta de
orientacdo adequada aos seus criadores, quanto a sanidade de seus rebanhos. Os
prejuizos estdo relacionados ao retardo na producdo, custos com tratamentos

profilaticos e curativos e, em casos extremos, a morte dos animais (MACRAE, 1993).

O aprofundamento do conhecimento dos mecanismos imunologicos, do papel
de biomoléculas antigénicas ou ndo, e de variacdes de viruléncia do agente por

interferéncia de outras enfermidades, é muito importante para o avanco de técnicas
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para o diagnostico e para o desenvolvimento de vacinas que sejam capazes de

induzir uma imunidade protetora contra a Linfadenite Caseosa.

Desta forma, este estudo procurou avaliar interferéncia do nematédeo H.
contortus na possivel modulagdo imune contra C. pseudotuberculosis em ovinos,
frente aos antigenos secretados por C. pseudotuberculosis, na infeccdo com a
linhagem selvagem, que é encontrada naturalmente no ambiente de criacdo dos
animais. Uma vez que a infeccdo por C. pseudotuberculosis desenvolve uma

resposta Thl predominante e que o helminto H. contortus, bastante frequente nos

pequenos ruminantes na regido Nordeste, induz uma expressiva estimulagcédo Th2.
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OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a indugdo de resposta imune humoral e celular contra o
Corynebacterium  pseudotuberculosis em ovinos co-infetados com
Haemonchus contortus.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar, através de dosagem in vitro de IFN-y, a partir de culturas de sangue
periférico estimuladas com os antigenos TPP e Q5, a resposta celular de
ovinos infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis e Haemonchus
contortus.

Avaliar, através da mensuracédo dos niveis séricos de IgG, a resposta humoral
de ovinos infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis e
Haemonchus contortus.

Apresentar o estado da arte sobre a estimulacdo do perfil Th2 de resposta
imune na infeccdo de pequenos ruminantes com o Haemonchus contortus,
bem como sobre a regulacdo negativa exercida por este padréo de resposta

sobre o perfil Th1l.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Os ovinos utilizados nos experimentos foram animais sem raga definida (SRD),
com idade entre trés e seis meses de idade, de ambos 0s sexos, com sorologia
negativa para C. pseudotuberculosis e inicialmente livres de Haemonchus contortus.
Os grupos foram mantidos nas condicdes de criacdo intensiva, na unidade

experimental do Laboratério de Imunologia, em Salinas da Margarida, BA.

5.2. APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA - Comité de Etica no Uso Animal do

Instituto de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA), sob protocolo n° 071/2014.

5.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para fim de melhor compreensédo, os animais submetidos a experimentacao

foram agrupados em dois distintos delineamentos experimentais, conforme

descricdo que se segue.
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5.3.1. Experimento |
Utilizou-se trés grupos experimentais, totalizando treze animais:
- Ct (Grupo Controle): trés animais livres de Hc (Haemonchus contortus e
de helmintos em geral) e Cp (Corynebacterium pseudotuberculosis);
- CpxHc (Grupo de Co-infecgdo): cinco animais co-infectados com Hc e Cp
no dia zero;
- Cp (Grupo infectado com C. pseudotuberculosis ): cinco animais

infectados com linhagem selvagem Cp no dia zero.

A inoculacdo do C. pseudotuberculosis foi realizada através da via
subcutanea, na regido pré-escapular direita com 10’ CFU (Unidades Formadoras de
Colbnias). Os animais do grupo de co-infeccdo n&do foram inoculados com
Haemonchus contortus, pois haviam se infectado naturalmente no ambiente,

informacé&o confirmada por OPG e coprocultura.

5.3.1.1. Acompanhamento da resposta imune
O acompanhamento da resposta ocorreu nos dias 0, 15, 30, 60, 90, com coletas
de sangue para:
» Cultura de sangue total com estimulo com os antigenos Q5, para a dosagem
de IFN- y ovino.
» Avaliacdo de anticorpos IgG especificos contra Corynebacterium

pseudotuberculosis por ELISA indireto.
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» Coleta de fezes para OPG e coprocultura.

5.3.2. Experimento Il

Utilizou-se trés grupos experimentais, cada um contendo cinco animais:

- Hc (Grupo infectado com H. contortus ): cinco animais positivos apenas
para Hc (Haemonchus contortus e de helmintos em geral) e Cp (Corynebacterium
pseudotuberculosis);

- CpxHc (Grupo de Co-infeccdo): cinco animais co-infectados com Hc e Cp no
dia zero;

- Cp (Grupo infectado com C. pseudotubercullosis ): cinco animais

infectados com linhagem selvagem Cp no dia zero.

A inoculagédo do C. pseudotuberculosis foi realizada través da via subcutanea,
na regiao pré-escapular direita, numa dose de 4,4x107 CFU. E a inoculacdo do
Haemonchus contortus foi realizada por via oral utilizando as larvas infectantes (L3),
totalizando 12 mil L3/12 mL por animal, que foram obtidas a partir de coprocultura de

fezes de ovinos infectados com o parasito (MUNOZ-GUZMAN et al., 2006).

5.3.2.1. Acompanhamento da resposta imune
O acompanhamento da resposta ocorreu nos dias 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 240 com coletas mensais de sangue para:
» Cultura de sangue total com estimulo com o antigeno TPP, para a

dosagem de IFN- y ovino.
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» Avaliagdo de anticorpos IgG especificos contra Corynebacterium
pseudotuberculosis por ELISA indireto;

» Coleta de fezes para OPG e coprocultura.

5.4. LINHAGENS BACTERIANAS

Em ambos os experimentos utilizou-se uma linhagem virulenta/selvagem de
Corynebacterium pseudotuberculosis, utilizada para as infeccbes e para o preparo
dos antigenos BHI e TPP e uma linhagem avirulenta/atenuada para o preparo do
antigeno Q5. As linhagens sdo provenientes da Cole¢do de Microrganismos do
Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA e foram semeadas em meio de infusdo de

cérebro e coracédo (BHI) e a seguir cultivadas a 37°C, por 48 horas.

5.5. ANTIGENOS DE C. pseudotuberculosis

= Antigeno secretado em meio de Infusdo de Cérebro e Coracao — BHI da
linhagem virulenta
O cultivo bacteriano foi centrifugado e o sobrenadante aliquotado e guardado a

-200° até o momento de ser usado para 0 acompanhamento soroldgico.

= Obtencao do Antigeno Secretado Total (TPP)
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A linhagem virulenta de C. pseudotuberculosis foi semeada em meio BHI a
37°C, 72 h. As suspensOes bacterianas foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C
durante 30 min. e o sobrenadante coletado foi posteriormente filtrado. Este
sobrenadante foi precipitado com 30% de sulfato de amonia, a temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. Em seguida o pH foi ajustado com HCI para o pH 4.0,
sendo, entdo, adicionado o n-butanol PA (1:2). Apos forte agitagdo em vortex por
1min e repouso por 1h, o precipitado protéico foi coletado e centrifugado a 13509
durante 10 minutos (PAULE et al., 2004a). A interface precipitada foi coletada e
dissolvida em volumes pequenos de tampao PBS 10mM (500pul de extrato para 5 mL
de tampédo) e em seguida, dializada em tampéo fosfato (0,5M; pH 7,4) por 48h em

camara fria, trocando o tampé&o a cada 12h.

» Cromatografia para obtencéo da fracdo Q5

A partir da amostra de TPP, proveniente do cultivo da linhagem atenuada, o
fracionamento do antigeno secretado de C. pseudotuberculosis foi feito por
cromatografia de troca ibnica de alta performance. Este procedimento foi realizado
em coluna de troca anidnica (Mono Q HR 5/5), onde dentre outras fracdes obteve-se
a fracdo Q5.

O procedimento foi iniciado com a didlise da amostra a ser aplicada na coluna,
overnight a 5°C em tampao fosfato 50mM, pH 7,4. Apds a dialise, a coluna Mono Q
HR 5/5 foi eluida com tampéo fosfato 50mM, pH 7,4 e uma vez que a coluna estava
equilibrada, foi feita a aplicacdo da amostra, obtendo-se o primeiro pico composto

por proteinas que ndo se ligaram na coluna (Q1). Um gradiente de eluicao feito com
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injecao de NaCl 1M na proporcao de 10% para 90% do tampao fosfato 50mM, com a
subsequente obtencdo da fragdo Q2. A proporcdao da solucdo com NaCl foi
aumentada até 60%, que corresponde ao ultimo pico (fracdo Q7). A fracdo Q5 foi
obtida com 40% do tampé&o contendo NaCl 1M; apos dialise com PBS 10mM este

material foi liofilizado.

5.6. ELISA INDIRETO PARA Corynebacterium pseudotuberculosis

O protocolo empregado para a realizacdo do ELISA foi descrita por Reboucas
et al. (2013). As placas foram sensibilizadas com sobrenadante da cultura de 48h de
C. pseudotuberculosis em caldo BHI, diluido 1:100, em tamp&o carbonato
bicarbonato 0,1KM, pH9,6, sendo incubadas a 4°C por 12-16h. O bloqueio foi
realizado com PBS 0,1% Tween-20 (PBS-T) contendo 2% de caseina hidrolisada,
durante duas horas a temperatura ambiente. As amostras de soro foram diluidas em
PBS-T contendo 1% de caseina hidrolisada na proporcéao de 1:100 e incubadas por 1
hora. Apos lavagens em PBS-T, foram adicionadas imunoglobulinas de asno anti-IgG
de ovino conjugada a peroxidase (Bethyl) dluidas em 1:20.000 em PBS-T. Apoés
incubacgdo a 37°C por 45 minutos, foi adicionado o cromogeno tetrametilbenzidina
(TMB), sendo a reacao interrompida pela adicdo de H.SO4 apds 20 minutos. A leitura
foi feita em leitor de microplacas (Microplate Reader BIO-RAD Model 550), utilizando
filtro de 450-630 nm de comprimento de luz. O ponto de corte utilizado foi 0,250 de

D.O.
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5.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os antigenos foram submetidos a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida.
O sistema utilizado foi o descontinuo, composto de um gel de empilhamento
constituido por 4% de acrilamida - bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 10% SDS, 0,05% de
persulfato de amdnia, 0,05% de “temed” e contendo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. Esse gel
foi colocado sobre um gel de corrida constituido por 12% de acrilamida -
bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 10% SDS, 0,05% persulfato de amodnia, 0,05% de

“temed”, contendo ainda Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8.

A eletroforese foi realizada em tampao de migracdo contendo Tris 0,124 M,

glicina 0,96 M, 0,5% de SDS, pH 8.3 durante, 1 hora, numa corrente de 30mA.

5.8. WESTERN BLOTTING

O antigeno utilizado no western blotting foi o TPP de uma linhagem virulenta
na concentracdo de 50ug/poco. Este antigeno foi submetido a eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida. O sistema utilizado foi descontinuo, composto de um gel
de empilhamento constituido por 4% de acrilamida - bisacrilamida (29,2% / 0,8%),
10% SDS, 0,05% de persulfato de aménia, 0,05% de temed e contendo tris-HCI 0,5
M, pH 6,8. Esse gel foi colocado sobre um gel de corrida constituido por 12% de
acrilamida - bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 1,5M tris-HCI pH 8,8, 10%SDS , 0,05%

persulfato de aménia, 0,05% de TEMED, contendo ainda tris-HCI 1,5 M, pH 8,8.
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A eletroforese foi realizada em tamp&o de migracdo contendo tris 0,124 M,
glicina 0,96 M, 0,5% de SDS, pH 8,3 durante 2 horas, numa corrente de 30mA. As
proteinas separadas foram transferidas eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose (Millipore), em tampéo de transferéncia contendo tris 0,25 M, glicina
0,193 M e 20% de metanol. Apés a transferéncia, a membrana foi corada com uma
solucdo aquosa de vermelho Ponceau S, descorada em agua destilada e cortada em
tiras de aproximadamente 3mm. Estas membranas foram blogueadas com PBS-T
(Tampéo salina fosfato contendo Tween 20 a 0,05%) em 5% de leite desnatado
overnight a 4°C. As tiras contidas nos tubos de ensaio foram lavadas com PBS-T, por
5 vezes. Os soros de ovinos imunizados foram diluidos em uma diluicdo de 1:50 em
PBS-T 20 contendo 1 % de leite desnatado e incubados durante 1 hora a 37° C.
Passado o periodo de incubacdo, as tiras foram lavadas por cinco vezes e em
seguida colocou-se em cada tubo 1ml anticorpo de coelho anti-lgG ovino conjugado
com peroxidase diluido 1:100 em PBS-T 20. As tiras foram incubadas na posicao
horizontal por 1h a 37°C e entdo lavadas por mais cinco vezes com PBS-T, para
posterior adicdo de 3mL de solucédo reveladora (0,3% de 4 cloro a-naftol em metanol
em uma diluicdo de 1:5 em PBS, sendo acrescentado 0,33uL de H2O- para cada mL
da solucéo) em cada tubo por 30 Amin e a reacédo foi interrompida com a adicdo de

agua destilada.
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5.9. AVALIACAO DA PRODUCAO DE IFN y

A dosagem de IFNy foi feita a partir do sobrenadante de cultura de sangue
total. As amostras de sangue colhidas (5mL em tubos heparinizados) em cada tempo
amostral foram dispostas em placas de 24 pocos sendo para cada animal utilizados
trés pocos com 1 mL cada. O primeiro poco sem adi¢cdo de estimulo correspondeu
ao controle negativo, o segundo teve adi¢cdo do mitdgeno pokeweed (PWM), controle
positivo e o terceiro teve como estimulo 40ug dos antigenos Q5 ou TPP. O
sobrenadante foi coletado apds centrifugacdo das amostras durante 5 minutos a
8000rpm e entdo submetidos a avaliacdo da producdo de IFN-y através de teste

comercial imunoenzimético especificol (Kit Ovine IFN- y, Mabtech, Suécia).

5.10. EXAMES PARASITOLOGICOS

= Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Os exames coproldgicos serdo realizados imediatamente apds coleta das
amostras fecais. Para a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de
nematoddeos gastrintestinais, sera empregada a técnica (GORDON e WHITLOCK,

1939) modificada (WHITLOCK, 1948).
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= Coprocultura

O cultivo de larvas infectantes de terceiro estadio de H. contortus sera realizado

pelo método de coprocultura descrita por Ueno (1995).

5.11. DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo proteica dos antigenos foi determinada pelo kit de dosagem de

proteinas da marca Bio-Rad (método modificado de LOWRY).

5.12. ANALISE ESTATISTICA

Uma vez verificado que as varidveis estudadas tinham distribuicdo normal,
optou-se pela utilizagdo de testes estatisticos paramétricos por dependerem do
conhecimento da distribuicdo da variavel na populacdo. As tendéncias centrais dos
grupos independentes, dois a dois, foram comparadas pelo ANOVA. Todas as
analises dos dados obtidos foram feitas com o programa SPSS (Statistical Package

for Social Sciences), versdo 12.0 para Windows.
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6. RESULTADOS

= Experimento |
6.1. ANALISE ELETROFORETICA DA FRACAO Q5 EM SDS-PAG E

Conforme visualizado na figura 1, Q5 apresenta cinco bandas proteicas que

variam de aproximadamente 20 a 75 kDa.

' «—119,8
«—99,1
' «—52,8

' «—37,5

L «—19,4

69

Q5 PM

Fig. 1 — Eletroforese da fracéo
Q5 em gel desnaturante de
poliacrilamida a 12%, corado com
nitrato de prata. Os nameros se
referem aos pesos moleculares
em kDa. PM: Peso Molecular,
Q5: Fragdo Q5
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6.2. PRODUCAO IN VITRO DE IFN-y EM CULTURA DE SANGUE TOTAL

FRENTE AO ESTIMULO ANTIGENICO Q5, AO LONGO DA INFEC CAO.

Foi dosada a citocina IFN-y, em sobrenadantes de culturas de sangue total de
ovelhas, no tempo 0, 15, 30, 60 e 90 dias de infeccdo com a linhagem selvagem de

Corynebacterium pseudotuberculosis, sob o estimulo da fracdo Q5.

500 1
450 A

400

350

300 Cp
750 1 B CpxHC
200 - mCt
150

100 -

50 1

o NS | | .

Dia® Dia15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Fig. 2 — Producam vitro de Interferon-gama (IFN) por células do sangue periférico
apos estimulo com 4@ de da fracdo Q5 em ovinos infectados com a liemag
virulenta, ao longo de 90 dias de acompanhamentapdGCp (n=5): Animais
infectados com 10CFU, Grupo Cp x Hc (n=5): Animais co-infectadosmnce.
pseudotuberculosisl0’ CFU e H. contortus (naturalmente infectados) e Grupo

controle (n=3): Animais inoculados com solucaorea0,9%
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Nesta figura observa-se a expresséao da citocina IFN-y nos tempos 0, 15, 30, 60
e 90 dias de infeccdo, sob o estimulo da fracdo antigénica Q5, obtida de uma
linhagem atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis.

No tempo zero, a dosagem foi basal para todos os grupos como era esperado.
O grupo dos animais infectados com C. pseudotuberculosis apresentou uma maior
expressao da citocina quando comparado com o grupo de co-infeccdo em todos o0s
tempos pos-infeccdo, entretanto sem diferenca estatisticamente significante.

No tempo de 30 dias observou-se diferenca estatisticamente significante entre
todos os grupos experimentais, mantendo o padréo de expressédo observado a partir
dos 15 dias de infeccdo, com expressao aumentada de IFN- y no grupo infectado
com C. pseudotuberculosis ao comparar com o grupo de co-infec¢éo (p<0,05).

Nos tempos de 30 e 60 dias de infeccdo o grupo de co-infeccdo apresentou
maior expressao desta citocina quando comparada ao tempo zero (p<0,05). O grupo
representado pelos animais co-infectados apresentou uma queda estatisticamente
significante aos 90 dias de infecgcdo quando comprados aos 30 dias de infeccdo
(p<0,05). Reducédo semelhante observou-se no mesmo grupo no tempo 90 dias
guando comparada ao tempo de 60 dias de infeccdo (p<0,05).

Ambos o0s grupos experimentais apresentaram maior producdo da referida
citocina em relacdo ao grupo controle (p<0,05).

Os valores referentes aos controles negativos, que ndo receberam estimulo e
aos controles positivos, estimulados com o mitbgeno PWM funcionaram a contento,

garantindo a qualidade das culturas de sangue periférico. No entanto ndo foram
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incluidos nos graficos, pois titulos discrepantes comprometeriam a interpretacao

clara dos dados.

6.3. PRODUCAO DE IgG TOTAL PELOS OVINOS AO LONGO DA

INFECCAO.

0.5
0.45
0.4

0.35

0.3
DO 0.25 Cp
0.2 mCpxHc
0.13 mCt
0.1
0.05
. ml i i i |

Dia 0 Dia 15 Dia 33 Dia 60 Dia 20

Fig. 3 — Cinética da producéo de IgG total espeifintiC. pseudotuberculosis
em ovinos ao longo de 90 dias de observacao. Gepp@m=5): Infectados com
a linhagem selvagem 1@FU, Grupo Cp x Hc (n=5): Co-infectados c@n
pseudotuberculosi¢10’ CFU) e H. contortus(infeccdo natural) e Grupo Ct
(n=3): Controle inoculado com solucdo salina 0,9®LISA Indireto

sensibilizado com antigeno BHI. Ponto de cortézatilo foi 0,250 D.O.
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Ao analisar a producéo de IgG ao longo do tempo, observou-se que nao existe
diferenca estatisticamente entre 0s grupos no tempo zero e que 0 grupo controle
apresentou niveis basais durante os 90 dias de infeccao.

Os dois grupos de infeccdo apresentaram producdo expressiva de IgG anti-
Corynebacterium, mas com diferenga estatistica entre eles somente aos 60 dias
apos infeccao (p<0,01).

Nos dias 30, 60, 90, constataram-se diferencas estatisticamente significantes
guando comparados os grupos controle e infectado com C. pseudotuberculosis
(p<0,01). Ao comparar o grupo de co-infeccdo com o grupo controle houve diferenca
aos 60 (p<0,01), 90 dias de infeccéo.

Foi observado na andlise entre os tempos, diferenca estatisticamente
significante no grupo Cp, em todos os pontos pdés-inoculacdo em relacao ao tempo
zero, sendo 15, 30 (p<0,05), 90 dias (p<0,01). No grupo de co-infeccdo essa

diferenca so6 ocorreu entre os dias 0 e 60 (p<0,05).

6.4. ACOMPANHAMENTO DA INFECCAO PELO H. contortus

A Figura 4 apresenta os resultados da contagem de ovos liberados nas fezes
dos animais dos grupos Cp, Co-infeccdo e Controle. Levando-se em conta o ponto
de corte de 700 ovos por grama de fezes, 0 grupo co-infeccéo ja apresentou valores

superiores a este limite no dia 15, enquanto os grupos, infectados com C.
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pseudotuberculosis e controle, se mantiveram abaixo do ponto de corte ao longo do

experimento.
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Figura 4 — Medianas dos valores de OPG nos animais dos grupos Cp, CpxHc e Ct, ao

longo de 90 dias de infeccao (ponto de corte = 700).
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6.5. ANALISE ELETROFORETICA DA FRACAO TPP EM SDS-PA GE

O antigeno TPP, como pode ser observado na figura 5, apresenta 23 bandas

protéicas que variam de aproximadamente 6 até 196 kDa.

PM TPP
14 —p-

T
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nm —pg
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Figura 5 — Eletroforese do antigeno TPP
em gel desnaturante de poliacrilamida a
12%, corado com Azul de Comansie. Os
nameros se referem aos pesos
moleculares em kDa. PM: Peso
Molecular, TPP: antigeno TPP.
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6.6.PRODUCAO IN VITRO DE IFN-y EM CULTURA DE SANGUE TOTAL FRENTE

AO ESTIMULO ANTIGENICO TPP, AO LONGO DA INFECCAO.

800 -
700 A
600

500 -
Cp
Pg/mL| 400 - W Hc

W CpxHc
300

200 A

100 -

-

Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia90 Dia120 Dia150 Dia180 Dia240

Fig. 6 — Producédn vitro de Interferon-gama (IFN} por células do sangue
periférico apos estimulo com 40ug de da fracdo &RPovinos infectados com a
linhagem virulenta, ao longo de 240 dias de acoim@aento. Grupo Cp (n=5):
Animais infectados com 4,4x1@FU, Grupo Cp x Hc (n=5): Animais co-infectados
com C. pseudotuberculosi4,4x10 CFU eH. contortus(12 mil L3) e Grupo Hc

(n=5): Animais infectados coi. contortug(12 mil L3).

No tempo zero todos 0s grupos apresentaram niveis extremamente baixos

como era esperado. Desde o dia 15 os grupos Cp e CpxHc apresentaram grande
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aumento na expressao de IFN-y quando comparados ao tempo zero (p<0,001) até o

ltimo ponto experimental.

Os valores de IFN-y expressados pelo grupo infectado com C.
pseudotuberculosis nos tempos de 60, 90, 120, 150 e 180 dias foram superiores aos
15 dias (p<0,001). A partir deste ponto a producao declina. Esta producéo crescente
também apresentou diferencas estatisticas quando compara-se 90 (p<0,01), 120,

150 e 180 dias (p<0,001) com 60 dias pés-inoculo.

Aos 90 dias de infeccdo, a producéo desta citocina foi significativamente mais
elevada que 15 (p<0,001), 30 (p<0,01) e 60 dias (p<0,05). O pico observado aos 150
dias foi superior a producédo correspondente a 90 dias de infeccdo (p<0,05) e o
oposto foi visto com a diminuigdo significativa aos 240 dias quando comparado ao

tempo de 90 dias (p<0,001).

A producdo da citocina em estudo nos tempos de 120, 150 e 180 dias foi
superior aos tempos anteriores de 15, 30, 60 dias, bem como ao ultimo tempo

experimental (p<0,001).

Na andlise entre os tempos, o grupo Cp x Hc apresentou diferencas
estatisticamente significantes entre o 15° dia e os dias 60, 90, 120, 150 e 180

(p<0,001).

Observou-se diferencas também entre 60 dias de infeccdo e 120, 180 e 240
(p<0,001). Os tempos de 90, 120, 150 e 180 dias apresentaram diferencas

mensuraveis quando comparados aos 30 e 240 dias (p<0,001).
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Em todos os pontos experimentais pés-infeccdo, os animais infectados com C.
pseudotuberculosis apresentaram maior expressao desta citocina em relacdo aos

animais co-infectados (p<0,001), 90 dias (p<0,05), 180 dias (p<0,01).

O grupo Hc, livre de Corynebacterium pseudotuberculosis, se manteve em

niveis basais ao longo de todo experimento.

Os valores referentes aos controles negativos, que ndo receberam estimulo e
aos controles positivos, estimulados com o mitgeno PWM funcionaram a contento,
garantindo a qualidade das culturas de sangue periférico. No entanto ndo foram
incluidos nos graficos, pois titulos discrepantes comprometeriam a interpretacéo

clara dos dados.
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6.7. PRODUCAO DE IgG TOTAL PELOS OVINOS AO LONGO DA INFECCAO.

0,70 - - = .
0,60 - ] .
0,50 -+
0,40 A Cp
W Hc
0,30 7 W CpxHc
0,20 -
0,10
0,00 K———= . . : : : . :
Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia90 Dia120 Dia150 Dia180 Dia187 Dia 240

Fig. 7 — Cinética da producao de IgG total espeifintiC. pseudotuberculosiem
ovinos ao longo de 240 dias de observacdo. GrupanEp): Infectados com a
linhagem selvagem 4,4xACFU, Grupo Hc (n=5): Infectados com 12 mil lari&se
Grupo Cp x Hc (n=5): Co-infectados cdi pseudotuberculosigl,4x10 CFU) eH.
contortus(12 mil L3). ELISA Indireto sensibilizado com aggho BHI. Ponto de corte

de 0,250.

As D.Os no dia zero se apresentaram baixas para todos os grupos, sendo que
os grupos Cp e Cp x Hc aumentaram expressivamente aos 15 dias de infeccao e
mantiveram seus valores elevados até o Ultimo ponto experimental, em relacdo ao

tempo zero (p<0,001).
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Os dois grupos infectados com C. pseudotuberculosis, apresentaram produgéo
de 1gG muito similares em todos os tempos experimentais. Mas, ambos 0s grupos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados com o

grupo Hc, em todos os tempos poés-inoculagdo (p<0,001).

Na analise entre os tempos, observou-se diferencas no grupo Cp aos 15, 30 e
90 dias quando comparados ao tempo zero e no grupo Hc entre os dias zero e 180

(p<0,05).

6.8. ACOMPANHAMENTO DA INFECCAO PELO H. contortus

Os resultados da contagem de ovos liberados nas fezes dos animais do grupo
Cp, se comportou de maneira semelhante ao primeiro experimento (livre de
Haemonchus), enquanto os animais experimentalmente infectados com H. contortus
apresentaram valores semelhantes ao grupo de Co-infeccdo, ambos acima de 700

ovos por grama de fezes.

6.9. WESTERN BLOTTING

Os resultados obtidos através da transferéncia eletroforética do gel de
poliacrilamida para o papel de nitrocelulose, seguida de reacdo imunoenzimética se

encontram na figura 8. O padrdo de peso molecular utilizado consiste de valores que
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variam de 10 a 220 KDa e a partir deste, calculou-se as trés bandas imunorreativas

com pesos de 30, 72 e 120KDa.
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Fig. 8 —Western Blottingdas amostras de
infectados comC. pseudotuberculosig4,4x10 CFU) e co-
infectados (Cp 4,4x¥0CFU/Hc 12 mil L3, dos tempos 0, 30,
90, 180 de infeccdo, realizado com antigeno TPPume
linhagem virulenta. PM corresponde ao padrdo deo pes

molecular que varia de 10 a 220 KDa.
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7. DISCUSSAO

A importancia do IFNy na resposta imune celular contra a progressao clinica
da doenga ja foi anteriormente descrita (LAN et al., 1998 e PEPIN et al., 1997). Em
um estudo utilizando a dosagem de IFNy como um possivel marcador para o
diagnéstico da Linfadenite Caseosa em caprinos e ovinos, pesquisadores do nosso
grupo também encontraram associacao entre altos niveis de IFNyem animais com
granulomas (REBOUCAS et al., 2011). O INFy também atua ativando principalmente
0s macrofagos e induzindo a expressao de moléculas apresentadoras de antigenos -
MHC de classe | e Il, sendo a sua producdo estimulada principalmente pela IL-12
(ALLIE et al., 2009; BRANDAO et al, 2011; DIAS et al., 2011, PERRY et al, 1997;

NOLL, et. al., 1996).

7.1. AVALIACAO DA REATIVIDADE IN VITRO DE CELULAS DO SANGUE

PERIFERICO

Paule et al. (2003), mostraram a producao de IFNy em caprinos utilizando
antigenos secretados. Logan et al. (2005) demonstraram em bovinos infectados com
M. bovis, que altas concentracdes de IFNy indicam momentos ou periodos de

proliferagdo do microrganismo.
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Resultados preliminares mostraram que células dos camundongos infectados
com a linhagem selvagem, sob a acdo dos estimulos antigénicos em estudo,
apresentaram um pico com 15 dias de infeccdo para as citocinas TNFa, IFNy, IL-10 e
IL-4, decrescendo aos 35 dias. Nos animais deste grupo, os antigenos secretados,
total e fracionado, apresentaram resultados muito semelhantes quanto ao padréo e
guantidade de citocinas produzidas “in vitro”, havendo diferencas estatisticamente
significantes somente nos niveis de TNFa e IL-4 produzidos, sendo que a fracdo Q5
induziu maior producéo de ambas as citocinas. Este grupo experimental desenvolveu
a doenca, com formacao de granulomas, perda de peso e alto indice de mortalidade.
Esta forte resposta inflamatdria inicial observada nesses camundongos foi
evidenciada pela elevada producdo de TNFa, sob a agdo dos dois estimulos.
(RODRIGUES, 2009)

O antigeno Q5 induziu maior expressdo da citocina IFNynos animais
inoculados com a cepa selvagem de C. pseudotuberculosis quando comparado aos
animais co-infectados em todos os tempos pés-infeccado sugerindo uma modulacdo
da resposta imune pelo H. contortus. Apesar desta diferenca estar nitidamente
evidente no grafico 2, diferenca estatisticamente significante so6 foi observada aos 30
dias de infeccao, provavelmente devido ao desvio padrao nestes grupos, nos demais
tempos experimentais.

Esta ampla variabilidade de resposta celular de IFNy é observada nos animais
experimentais em cada ponto de coleta e ao longo do periodo experimental.
Conforme os trabalhos de Prescot e colaboradores (2002), bem como de Sunil e

colaboradores (2008), nesta ampla variabilidade individual dos valores de IFNy
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produzido in vitro por células sanguineas, alguns animais elevam seus valores
enquanto que outros decrescem os valores em um mesmo ponto de coleta; além de
ocorrerem discrepancias entre os valores de diferentes animais inoculados num
mesmo dia e com a mesma dose bacteriana, as flutuagbes ocorrem também ao
longo da propria cinética de resposta de cada individuo. Estas flutuagcfes ocorreriam
segundo estes autores, devido a fatores como a fase da doenca, severidade da
infeccdo, grau de disseminagdo bacteriana no organismo, ao status de saude do
animal, bem como a heterogeneidade genética.

Considerando que animais geneticamente resistentes a infeccdo pelo H.
contortus, apresentam uma resposta imune do tipo Th2 intensa, podendo atuar
sinergicamente com 0s anticorpos, assim contribuindo para expressao da imunidade
adquirida no hospedeiro (GILL et al., 2000; PENA et al., 2006), os achados no
presente trabalho, apesar da jA& mencionada limitacdo pelo tamanho da amostra (e
consequente menor expressao do tratamento estatistico) sugerem que esta resposta
imune predominantemente Th2 esteja envolvida na modulacdo negativa na producao
de IFNy.

Adicionalmente a esta imunidade humoral intensa, caracterizada pela
formacdo de anticorpos das classes IgG, IgM, IgA e IgE, sendo essa ultima de
grande importancia na defesa anti-helmintica, observa-se também mecanismos de
imunidade celular que certamente também contribuem na resisténcia contra este
helminto (WATSON, 1986; MILLER, 1996). Embora a resposta anti-helmintica ndo

tenha sido avaliada neste trabalho, fica claro que tal resposta pode ser montada,
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tendo em vista 0os mensuraveis niveis de IFNyobservados nos grupos de co-
infeccao.

A busca por antigenos imunodominantes de C. pseudotuberculosis vem sendo
constantemente realizada por diversos grupos de pesquisadores do mundo. Neste
sentido, comumente se constata na literatura a utilizagdo de caldo BHI (Brain heart
infusion) para o cultivo e obtencédo de antigenos secretados pela bactéria (BINNS et
al., 2007; MOURA-COSTA et al., 2008). Antigenos secretados sao considerados até
mais eficazes que os antigenos somaticos para compor uma vacina contra bactérias
intracelulares (KAUFMANN e HESS, 1999).

Ao analisar a producgéo da citocina estudada, diante do estimulo do antigeno
secretado total (TPP), a modulacdo imune foi evidenciada em todos os tempos pos-
inoculagéo, com diferencas estatisticas robustas, no grupo de co-infecgéo.

O antigeno TPP revelou altos niveis de interferon-gama, especialmente no
grupo Cp, confirmando os achados de Meyer e colaboradores (2005), onde
verificaram altos indices de producédo de IFN-y pela inducdo do antigeno secretado
TPP, e baixa producdo quando os leucécitos foram estimulados com antigeno
somatico.

Vale (2005) cujos preparados antigénicos, somatico e secretado, estimularam
in vitro a producgéo de IFN-y e IL-12 em altas concentracdes, que sdo citocinas do
perfil Thl, enquanto que IL-4, citocina tipica do padrdo Th2, foi produzida em baixas
concentracdes em resposta a tais estimulos antigénicos. Estes resultados estdo de

acordo com dados da literatura, que demonstram ser o perfil de resposta
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predominantemente Thl, aquele responsavel pela eliminacdo de bactérias
intracelulares (LIM et al., 2004; FORTUNE et al., 2004).

Em relacdo a resposta imune celular observada, estudos anteriores ja haviam
demonstrado em modelo murino que o perfil de resposta celular Thl, com
abundancia de linfocitos CD4+ secretantes de IFN-gama, é capaz de conferir
imunidade protetora contra infeccdes secundarias por C. pseudotuberculosis (Lan et
al., 1999a). Sugere-se que esta participacdo do IFN-gama na protecdo contra o
microrganismo também ocorra em caprinos (PAULE et al.,, 2003) e ovinos
(PRESCOTT et al., 2002; SUNIL et al., 2008).

Por apresentar um grande espectro de proteinas antigénicas secretadas e
sométicas (PAULE et al., 2004a) e ser um patégeno intracelular facultativo de
fagocitos mononucleares (BATEY, 1986), a elaboracdo de uma resposta imune
envolve componentes celulares e humorais (ELLIS et al., 1990; PAULE et al., 2003).
Alguns estudos indicam que a resposta imune celular do tipo Thl apresenta uma
maior capacidade protetora para ovinos e caprinos em relacdo a resposta Th2
(SIMMONS et al., 1998; ALVES e OLANDER, 1999).

Considerando que a estimulacdo com os antigenos secretados foram
realizados em experimentos distintos, sendo individuos e doses de infeccéo
diferentes, nao foi possivel comparar o efeito indutor da resposta celular através de
ferramentas da estatistica.

Entretanto os niveis elevados de IFN-y sob estimulo de TPP se mantiveram
crescentes até os 180 de infeccdo, e apOs este tempo mesmo com decréscimo,

apresentou producao expressiva. Ja a fracdo Q5, apresentou producdo mais discreta
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e com queda mais precoce, ainda que o acompanhamento tenha ocorrido apenas até
os 90 dias.

Trabalhos anteriores tém mostrado que para o controle de outras infeccdes
persistentes e por microrganismos de parasitismo intracelular, similares a causada
por C. pseudotuberculosis, células T regulatérias produzem tanto IFN- y quanto IL-10
estimuladas pela IL-12 (TRINCHIERI, 2001; POHL-KOPPE et al., 1998).

A producdo de interferon-gama foi evidenciada precocemente, aos 15 dias
apos infeccdo. Trabalhos anteriores indicam que niveis significantemente elevados
desta citocina ja podem ser detectados a partir de 35 dias apos a infeccdo
(PRESCOTT et al., 2002; SUNIL et al., 2008). Contudo, estes trabalhos, ambos do
mesmo grupo de pesquisa canadense, utilizaram uma dose de 4x107 células de C.
pseudotuberculosis para a infeccdo experimental, além de utilizarem estimulos
antigénicos baseados em lisados bacterianos (50 pg) e células bacterianas
inativadas (1,5x107 células) para induzir a resposta celular in vitro. Possivelmente, as
diferencas de resultados podem estar associadas as diferencas de protocolos
experimentais.

Baseado em todas as evidéncias revisadas neste estudo, pode-se entender
gue o efeito imunomodulador induzido pela presenca da parasitose, pode ser uma
das explicacbes para o aumento da mortalidade nos pequenos ruminantes co-
infectados, considerando que além da alteracdo do perfil imunolégico Thl
predominante protetor para o animal, existe a propria debilidade do animal quando
acometido por ambas enfermidades. Este parasita é o maior responsavel pelo rapido

desenvolvimento da resisténcia em nematédeos de pequenos ruminantes
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(SANGSTER, 2001) provavelmente devido ao seu alto potencial biotico
(ECHEVARRIA E TRINDADE, 1989), grande variabilidade genética e por albergar o
alelo que causa a diminuicdo da susceptibilidade a uma droga (BLACKHALL et. al.,

1998).

7.2. A PRODUGCAO DE ANTICORPOS AO LONGO DA IMUNIZAC AO

A imunidade humoral também é importante no combate a Corynebacterium
pseudotuberculosis, pois possivelmente dentre outras moléculas, a sua exotoxina,
gue pode ser neutralizada por anticorpos, é de fundamental importancia para a sua
disseminacéo no hospedeiro (BATEY, 1986a).

A cinética de IgG anti-C. pseudotuberculosis especifica do experimento |
demonstrou nitida producdo desta imunoglobulina nos grupos Cp (p<0,01) e de co-
infeccdo em relagdo ao tempo zero, a partir da infeccdo. Devido a heterogeneidade
entre individuos do mesmo grupo ja discutida nesta tese € que 0 grupo composto por
animais co-infectados sO0 apresentou diferenca estatisticamente significativa no
tempo de 60 dias, quando comparado ao tempo zero.

O pico na expresséo de IFN-y sob os estimulos de TPP e Q5 teve inicio aos
15 dias pos-inoculagédo, assim como foi visto na producdo de IgG. A resposta por
anticorpos € regulada pelas citocinas produzidas em decorréncia da interacdo do
antigeno com as células imunocompetentes (MCINTYRE et al., 1993; SNAPPER et

al., 1997).
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E importante destacar que embora a producio de anticorpos seja importante
para evitar a disseminacao da bactéria, a presenca, sobretudo no microambiente do
granuloma, de citocinas como IFN-y pode limitar a doenca e reduzir a disseminacao
deste microrganismo (PEPIN et al., 1997). Por outro lado, de acordo com este autor,
a fosfolipase D ndo participa dos eventos iniciais que levam a formacdo do
granuloma, mas parece ser importante dentro dele, para a persisténcia cronica
destas lesdes.

No experimento | os animais co-infectados apresentaram titulos de IgG
superiores aos animais infectados apenas com C. pseudotuberculosis aos 30, 60
(p<0,01) e 90 dias de infec¢cdo, momentos em que 0s niveis ultrapassaram o ponto
de corte, sugerindo que a resposta anti-helmintica Th2 intensa influenciou na
producéo desta imunoglobulina no grupo Cp x Hc, principalmente no 60° dia.

Ja no segundo experimento a producao de anticorpos foi bastante elevada nos
grupos Cp e Cp x Hc desde o 15° dia de infec¢do, no entanto sem diferenca entre
estes grupos, em todos os tempos estudados.

As bandas evidenciadas no blot ndo alteraram a interpretacdo da avaliacédo da
resposta por anticorpos, o que concorda com os resultados de ELISA, onde ndo sao
observadas diferencas significativas entre os valores de densidade 6tica obtidos para
a lgG sérica especifica para Cp nos dois principais grupos experimentais.

Elevados titulos de IgG constatados no segundo experimento estdo de acordo
com os achados encontrados por Cerqueira (2006), que estudando a avaliacdo da
resposta humoral em caprinos infectados com diferentes linhagens de C.

pseudotuberculosis através de diferentes testes ELISA indiretos, observou que a
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linhagem atenuada e a selvagem apresentaram uma resposta humoral elevada
guando comparadas pelo ELISA utilizando TPP como antigeno.

Em contrapartida, quando comparadas pelo teste ELISA com a fragdo Q5 a
linhagem selvagem desenvolveu um perfil de resposta bem superior, talvez por se
tratar de um antigeno mais puro comparado com o antigeno secretado total. Apesar
do ELISA com antigeno purificado diferenciar os animais infectados com as
diferentes linhagens bacterianas (CERQUEIRA, 2006), o ELISA com antigeno
secretado total também apresentou expressiva capacidade de discriminar os grupos
compostos por animais infectados, corroborando com os resultados obtidos por
Carminati (2005).

As diferencas das respostas imunes, celular e humoral existentes entre
esses autores se devem, provavelmente, as diferentes concentragfes e linhagens
bacterianas utilizadas na infeccao.

Tais resultados sao coerentes com a relacdo estabelecida entre C.
pseudotuberculosis e o seu hospedeiro, pois apesar do padrédo intracelular de
proliferacdo (PASCUAL et al., 1995), produtos secretados por este microrganismo,
como a exotoxina, sdo essenciais para o sucesso do parasitismo, cuja neutralizacao
é feita especialmente por anticorpos (ZAKI, 1976). Estes achados também tém sido
descritos na infeccdo por outros microrganismos onde mecanismos celulares e

humorais sdo importantes para conter o processo patolégico (DINIZ et al., 2004).
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8. CONCLUSOES

v A fracdo secretada Q5 e 0 antigeno TPP possuem estruturas antigénicas
responsaveis pelo reconhecimento e ativacdo de componentes celulares e

humorais da resposta imune.

v' Em ambos os experimentos, a infeccdo de ovinos apenas com a linhagem
selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis foi capaz de induzir uma
expressiva tendéncia de aumento da expressao in vitro de IFN-y quando
comparada com o efeito induzido nas mesmas condigbes nos animais co-

infectados.

v' Apesar desta modulacdo percebida na resposta imune celular através da
avaliacdo da expressdo de IFN-y, o grupo co-infeccdo apresentou niveis

satisfatorios desta citocina apoés infeccgéo.

v' Apesar do tamanho amostral ndo permitir confirmacgéo estatistica em todos os
pontos observados, sob estimulo de Q5, este resultado sugere uma possivel
modulacdo negativa da resposta imune promovida pelo parasita H. contortus

sobre a resposta Thl contra este microrganismo.
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No primeiro experimento, o grupo dos animais co-infectados apresentou
diferenca estatisticamente significativa na resposta por IgG especifica contra
C. pseudotuberculosis no 60° dia de infeccdo, com niveis mais altos que
aqueles apenas infectados com este microrganismo, 0 que sugere uma mais

forte ativacdo Th2 neste grupo.
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9. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

- Para a realizacao do presente trabalho padronizou-se, com muito bons resultados,
a utilizacdo da fracdo antigénica Q5 de Corynebacterium pseudotuberculosis como
estimuladora in vitro da producdo de interferon-y, a partir de culturas de células do

sangue periférico ovino.

- A demonstracdo de que ocorre modulacdo negativa da resposta Thl pela intensa
estimulacdo Th2 induzida pela infeccdo pelo Haemonchus contortus, aponta a
necessidade de se identificar nestes pequenos ruminantes, como provaveis alvos, a
possivel acdo de moléculas envolvidas neste processo, como a ja identificada Ym1

em outros modelos experimentais.
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11. APENDICE

Apresenta-se a seguir um artigo com os resultadbdas no presente trabalho de Tese, no
momento sendo traduzido para ser submetido a ghlic na revista Veterinary Research
(Artigo 1) e uma revisdo sobre a resposta imuneizidé pelo helmintoHaemonchus

contortuse a regulacao negativa sobre a resposta Thl,gibese pela co-infeccdo onde um
dos patogenos € um helminto. Esta revisdo estaostaduzida e formatada para ser

submetida a publicagdo no periodico Veterinary R&co
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ARTIGO 1

Aspectos da resposta imune em ovinos experimentalnte co-infectados
com Corynebacterium pseudotuberculosis e Haemonchus contortus.

Gabriele Rodrigués Daniele Dantds Marcos Silvd, Bruno Basto$ José Tadeu Reyrag
Roberto Meyer

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avalipossivel regulacdo negativa induzida por
mecanismos Th2, desencadeados pelo helmiiaemonchus contortusobre a resposta por
células do perfil Thl, importante para conter a&égho pelo cocobacilGorynebacterium
pseudotuberculosjsna infeccdo ovina concomitante por estes doiagias. Para tanto,
avaliou-se a resposta Thl em duas diferentes diexlige infeccdo experimental, utilizando-
se como indicador a producéo vitro de interferony, que é a citocina mais tipica do seu
perfil, a partir de culturas de células do sangerfgrico de ovinos co-infectados com estes
dois parasitas, comparando-se com a sua produggiopesmas condicdes, em animais apenas
infectados com a referida bactéria e usando-se estiimulo dois preparados antigénicos com
diferentes graus de pureza. Os resultados evidantiama tendéncia de reducéo na producao
desta citocina nos animais co-infectados em relagdoeles infectados apenas com
Corynebacterium pseudotuberculosi®s dois protocolos experimentais. Quanto a réspos
por anticorpos da classe 1gG especificos contra dmictéria, avaliada pelo teste
munoenimatico ELISA e powestern blat ndo se observou diferencas entre 0s grupos
infectados apenas com o bacilo ou com a duplagétec
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Palavras-chaveCorynebacterium pseudotuberculosis, Haemonchusodoist co-infeccao,

resposta imune Th1-Th2, regulacdo negativa.

Introducao

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infectdagpaosa crbnica causada por um
cocobacilo Gram+, Corynebacterium pseudotuberculosigue acomete principalmente
pequenos ruminantes. Apresenta alta prevalénciadeersas regides do Brasil, como
demonstrado através de estudos soro-epidemiologiBY ER, 2003; BASTOSt al, 2011,
GUIMARAES et al 2011). Embora nestes animais a resposta por ogmiE seja
intensamente dirigida contra a fosfolipase D, umataxina hemolitica e importante fator de
viruléncia deste microrganismo (JOLLY, 1965; BROWNDLANDER, 1987), por se tratar
de uma bactéria intracelular facultativa, a respostne celular é, sem duvida, essencial para
conter a infec¢cdo no interior de macrofagos (FRAGB12, SOUZA, 2014)Haemonchus
contortusé um helminto hematofago do estdbmago de ruminadeeslistribuicdo mundial e
altamente prevalente em rebanhos ovinos criad@hgixamente também em varias regides
do Brasil (MELO, 2005). Este verme induz a produgd® citocinas Th2, como as
interleucinas 4, 5 e 13 (GIL&t al, 2000; ALBA-HURTADO e MUNOZ-GUZMAN, 2013),
além de uma forte resposta por anticorpos, comadetacdo de mastécitos e citotoxicidade
por eosindfilos dependentes da IgE, especialmeatemncosa do abomaso, nicho do
parasitismo por este verme (MEEUSEN e BALIC, 2001).

Seguindo os trabalhos pioneiros de Missmann, que propunham a existéncia
perfis celulares e de citocinas Thl e Th2 parantrote da resposta imune (MOSSMANHN
al, 1986), pesquisadores liderados por Alan Sher wakEH Pearce mostraram no modelo
murino de co-infec¢do, que o platelmirdchistosoma mansomodulava negativamente a
resposta Thl anti-viral (PEARG& al, 1991; SHERet al, 1991; ACTORet al, 1993) ou a
resposta contra o toxoide tetanico (SABiNal, 1996). Muitos outros estudos com infecgbes
concomitantes realizados ao longo da década de, ¥8@@cialmente envolvento helmintos,
corroboraram estes achados, culminando com odhosbde Maria Yazdanbakhsh, uma das
pioneiras na proposicdo da “Hipétese da Higiene” AZWANBAKHSH, 1999;
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YAZDANBAKHSH et al, 2001, 2002). Outras tantas publicacbes desde erafe o presente
acrescentaram novas contribuicdes, em diferentetelo® de co-infecgbes, particularmente
entre helmintos e microparasitas, como recentexpsrimentos de Osborne e colaboradores
(2014), bem como os de Reese e colaboradores (2Gdd)em trabalhos complementares
utilizando o modelo murino helminto-virus, comecarolocar luzes nos mecanismos entre a
hiperativacdo Th2 e a inibicdo Th1l, identificandoléculas e seus papéis, como a Ym1, um
dos produtos da ativacdo alternativa de macréfdgpsndente de STAT-6.

Com base nas altas prevaléncias e da ctéegia entre o helminttHaemonchus
contortuse a bactériaCorynebacterium pseudotuberculosiss rebanhos ovinos e caprinos
em varias regides do mundo, incluindo algumas esgiirasileiras, especialmente as criacoes
do semi-arido nordestino (MACIEL, 2006), e levarsioem conta a ja mencionada resposta
Th2 montada pelo verme e a importancia de mecasisild para a defesa contra esta
bactéria, no presente trabalho buscou-se avaltarresposta em ovinos co-infectados por
estes parasitas, utilizando-se como indicador duygé@oin vitro de interferony, a partir de
culturas de sangue periférico, usando-se como @sticois preparados antigénicos com
diferentes graus de pureza.

Material e Métodos
Animais

Os ovinos utilizados nos experimentos foram aninsai® raga definida (SRD), com
idade entre trés meses e seis meses de idade, as\lsex0s, com sorologia negativa para
Corynebacterium pseudotuberculogidivres ou infectados naturalmente céfaemonchus
contortus Os grupos foram mantidos nas condicdes de criag@msiva, na unidade

experimental do Laboratério de Imunologia, em Salida Margarida, Bahia, Brasil.
Grupos experimentais

Os animais foram agrupados e submetidogsadilstintos delineamentos experimentais,
conforme a descricdo seguinte:
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Experimento I, realizado com trés grupos.r@g controle (Ct), foi composto por trés
animais livres déHaemonchus contortus deCorynebacterium pseudotuberculgsisgrupo
Cp infectado poCorynebacterium pseudotuberculosis dia 0, por via subcutanea, na regiao
pré-escapular direita, com LGFU, composto por cinco animais; e o grupo denéee;io
(Cp x Hc), comcinco animais previamente infectados cdfaemonchus contortuge
infectados comCorynebacterium pseudotuberculosi® dia zero. Neste experimento o
acompanhamento da resposta imune ocorreu nos,di&s 80, 60, 90, com coletas de sangue
para cultura com estimulo com o antigeno Q5 paabicana producadn vitro de interferony
e para avaliagdo da producdo de anticorpos IgG cémps contra Corynebacterium
pseudotuberculosipor ELISA indireto e, coletas de fezes para deteagdo de OPG e
coprocultura.

No experimento Il utilizou-se trés grummn cinco animais: grupo Hc, composto por
animais infectados com Haemonchus contortus livres de Corynebacterium
pseudotuberculosi® grupo CpxHc, com ovinos co-infectados chiaemonchus contortus
Corynebacterium pseudotuberculosis dia zero; e o grupo Cp, com ovinos apenas adest
comCorynebacterium pseudotuberculosis dia zero.

A inoculacdo deCorynebacterium pseudotuberculodis realizada através da via
subcutanea, na regido pré-escapular direita, nursa de 4,4x10CFU. A infeccdo com
Haemonchus contortuti realizada por via oral utilizando as larvaseatantes (L3), de
acordo com o proposto por Mufioz-Guzman e colaboesd@006). E o acompanhamento da
resposta imune ocorreu nos dias 0, 15, 30, 60,2®m,150, 180 e 240, com coletas mensais de
sangue para: cultura de sangue total com estinauto @ antigeno TPP, para a dosagam
vitro de IFN-vy, para avaliacdo dos niveis séricos de anticorg@ éspecificos contra
Corynebacterium pseudotuberculop@ ELISA indireto e powestern blog, para a coleta de

fezes para OPG e coprocultura.
Obtencao de bactérias e antigenos

Em ambos os experimentos utilizou-se linhagem gelva de Corynebacterium
pseudotuberculosipara as infec¢des e a linhagem atenuada o preparantigenos, ambas

provenientes da Colecdo de Microrganismos do Lafwoade Microbiologia do Instituto de



115

Ciéncias da Saude da UFBA. Foram semeadas em méMudao de cérebro e coracdo (BHI)
e a seguir cultivadas a 37°C, por 48 horas. Pamacalacdo, apos centrifugacéo e lavagem
ajustou-se para a quantidade de CFU a ser inocutada o teste imunoenzimatico ELISA
utilizou-se o sobrenadante destas culturas (artiggh) obtido conforme Carminatti et al
(2003); para a estimulacao das culturas de sangperdeiro experimento utilizou-se a fracéo
antigénica Q5, obtida segundo Rodrigues (2009%iriente, para a estimulagdo das culturas
do segundo experimento e para@stern blotusou-se a fracdo antigénica TPP (PALHLE,
2004)

Avaliacdo da producéoin vitro de interferon-y

Foi realizada a partir do sobrenadante de cultileasangue total, mantidas por 48 horas,
segundo Reboucas e colaboradores (2011). Como jeionado, para o experimento |

utilizou-se como estimulo a fracao antigénica @% experimento Il a fracdo TPP.

Avaliacdo da producdo de anticorpos da classe IgG sgecificos para
Corynebacterium pseudotuberculosis

Os niveis séricos de IgG foram determinados pedaierimunoenzimatico ELISA e o
reconhecimento de fracdes antigénicas foi realizattavés dewestern blgt ambos

procedimentos segundo o protocolo de Reboucasbaraldores (2013).
Contagem de ovos por grama de fezes e cultivo devas

Para a contagem de ovos por grama de fezes (OP@grdatédeos gastrintestinais,
utilizou-se a técnica de Gordon e Whitlock, modifia por este ultimo (WHITLOCK, 1948).

A coprocultura e a contagem de larvas foi realizagla técnica de Ueno e Gongalves (1994).
Analise estatistica

Como as variaveis estudadas apresentaram disunigrmal, optou-se pela utilizacdo
de testes estatisticos paramétricos por dependdmeraonhecimento da distribuicdo da

variavel na populagcédo. As tendéncias centrais dogog independentes, dois a dois, foram
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comparadas pelo ANOVAIodas as andlises dos dados obtidos foram feitasocprograma
SPSS (Statistical Package for Social Sciences3aeet2.0 para Windows.

Questdes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA - Comité ded&ho Uso Animal do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS/UFBA), sob protoadi®71/2014

Resultados

Experimento |

Producéo in Vitro de interferon-y em cultura de sangue total frente ao estimulo
antigénico Q5

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos conodugéo in vitro de interferop-
em culturas de sangue total de ovelhas, no temd®,030, 60 e 90 dias, nos trés grupos

experimentais.
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Figura 1 — Producadn vitro de interferon-gama (pg/mL) por células do sangesfgrico apés
estimulo com 40ug de da fracdo Q5 por ovinos desgtépos experimentais. Grupo Cp (n=5):
Animais infectados conCorynebacterium pseudotuberculgsGrupo Cp x Hc (n=5): Animais co-
infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis Haemonchus contortugnaturalmente
infectados) e Grupcontrole (n=3): Animais inoculados com solucao salina C.
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Observa-se que no tempo zero a dosagem foi basaktgios os grupos. O grupo dos
animais infectados coi@. pseudotuberculosepresentou uma maior expressao desta citocina
guando comparado com o grupo de co-infeccdo enstosidempos pés-infeccdo, entretanto
sem diferenca estatisticamente significante.

Nos tempos de 30 e 60 dias de infeccdo o grupoodaf@ccdo apresentou maior
expressao desta citocina quando comparada ao teempo(p<0,05). O grupo representado
pelos animais co-infectados apresentou uma quéatdsésamente significante aos 90 dias de
infeccdo quando comprados aos 30 dias de infe@z@®(d5). Reducédo semelhante observou-
se no mesmo grupo no tempo 90 dias quando compamdampo de 60 dias de infeccao
(p<0,05). Com 30 dias observou-se também difereataisticamente significante entre todos
0S grupos experimentais, mantendo o padrao de ssgweobservado a partir dos 15 dias de
infeccdo, com expressdo aumentada de §Fhb grupo infectado cori@. pseudotuberculosis
ao se comparar com o grupo de co-infeccdo (p<OAB)bos 0s grupos experimentais
apresentaram maior producao da referida citocineetagdo ao grupo controle (p<0,05).

Utilizou-se o mitdégeno pokeweed (PWM) como contrdée reatividade das culturas,
obtendo-se sempre valores desta citocina acima@& dg/mL.

Producdo de IgG total pelos ovinos ao longo da irdedo.

0,45 1

0,4 1

0,35
0,3
0,25
W CpxHc
0,2
mCt
0,15
0,1
0,05

Dia Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia120 Dia150 Dia 180

Figura 2 — Cinética da producao de IgG total edigacanti-Corynebcterium pseudotuberculosis
em ovinos ao longo de 90 dias. Grupo Cp (n=5): chafdos com Corynebcterium
pseudotuberculosis; Grupo Cp x Hc (n=5): Co-infectados conCorynebcterium
pseudotuberculosi®@ Haemonchus contortu@infeccdo natural) e Grupo Ct (n=3): Controle
inoculado com solugéo salina 0,9%. ELISA Indiretossbilizado com antigeno BHI. Ponto de
corte utilizado f00,250D.0O.
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Ao se analisar a producdo de IgG ao longo do termpserva-se que nao existe
diferenca estatistica entre 0s grupos no tempo e&ee 0 grupo controle apresentou niveis
basais durante os 180 dias de infeccéo.

Os dois grupos experimentais apresentaram prodwdwessiva de IgGanti-
Corynebacteriummas sem diferenca estatistica entre eles em twgltsmpos. Nos dias 30,
60, 90, 120, 150 e 180 constatou-se diferencastististmmente significantes quando
comparados 0s grupos controle e infectado dOprynebacterium pseudotuberculosis
(p<0,01). Ao comparar o grupo de co-infeccado cogrupo controle houve diferenca aos 60
(p<0,01), 90, 120 e 150 (p<0,05) dias de infeccao.

No tempo de 60 dias observou-se diferenca estainsénte significante entre todos os
grupos (p<0,01).

Foi observado na analise entre os tempos, diferestatisticamente significante no
grupo Cp, em todos os pontos pos-inoculagdo emaelao tempo zero, sendo 15, 30, 150 e
180 dias (p<0,05) e 360, 90 e 120 dias (p<0,01)giNpo de co-infeccdo essa diferenca so
ocorreu entre o doa zero e o dia 60 (p<0,05).

Acompanhamento da infec¢ao pelélaemonchus contortus

A Figura 3 apresenta os resultados da contagemadeliberados nas fezes dos animais
dos grupos Controle e Co-infec¢cdo. Levando-se ameacn ponto de corte de 700 ovos por
grama de fezes, o grupo co-infeccdo ja apreserdlmnes superiores (medianas) a este limite
no dia 15.
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Figura 3 — Medianas dos valores de OPG nos anuiogigirupos Cp, CpxHc e Ct, ao longo de 90
dias de infeccao (ponto de corte = 700).
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Experimento Il

Producéoin vitro de interferon-y em cultura de sangue total frente ao estimulo
antigénico TPP

Conforme pode ser constatado na fuigura 4enmpo zero todos 0s grupos apresentaram
niveis baixos, como era esperado. A partir do &iaod grupos Cp e CpxHc apresentaram

grande aumento na expresséao de interfgrquiando comparados ao tempo zero (p<0,01).
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Figura 4 — Producam vitro de interferon-gama por células do sangue perdémis estimulo com
40ug de da fragdo TPP. Grupo Cp (n=5): Animais ctafdos com Corynebacterium
pseudotuberculosis Grupo Cp x Hc (n=5): Animais co-infectados coorynebacterium
pseudotuberculosie Haemoncht contortus e Grupo Hc (n=5): Animais infectados cHaemonchu

Os valores de interferop-contabilizados para os animais do grupo infecteolm
Corynebacterium pseudotuberculosies tempos de 60, 90, 120, 150 e 180 dias foram
superiores aqueles verificados aos 15 dias (p<QOpartir do dia 180 esta producédo declina.
Enquanto crescente, apresentou diferencas es@aisfuando comparou-se 90 (p<0,05), 120,

150 e 180 dias (p<0,01) com 60 dias pés-indculo.



120

Aos 90 dias de infeccdo, a producéo desta citdoingignificativamente mais elevada
qgue 15, 30 (p<0,01) e 60 dias (p<0,05). O pico nas® aos 150 dias foi superior a producao
correspondente a 90 dias de infeccao (p<0,05) euasto foi visto com a diminuicao
significativa aos 240 dias quando comparado aodeae@0 dias
(p<0,01).

A producéo da citocina em estudo nos tempos delBte 180 dias foi superior aos

tempos anteriores de 15, 30, 60 dias, bem comdtiam(tempo experimental (p<0,01).

Em todos o0s pontos experimentais poOs-id@cgos animais infectados coi@.
pseudotuberculosiapresentaram maior expressdo desta citocina egacelhos animais co-
infectados (p<0,01), 90 dias (p<0,05).

O grupo Hc, livre d€€orynebacterium pseudotuberculgsse manteve em niveis basais
ao longo de todo experimento.

Os valores referentes aos controles negativos, nfioe receberam estimulo e aos
controles positivos, estimulados com o mitdgeno PWiionaram a contento, garantindo a
gualidade das culturas de sangue periférico. Nanémindo foram incluidos nos gréficos, pois

titulos discrepantes comprometeriam a interpretatgia dos dados.

Producéo de IgG total ao longo da infeccéo.
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Figura 5 — Cinética da producdo de IgG total edigacanti-C. pseudotuberculosism ovinos ao longo

de 240 dias de observacdo. Grupo Cp (n=5): Infestambm Corynebacterium pseudotuberculgsis
Grupo Hc (n=5): Infectados cotdaemonchus contortussrupo Cp x Hc (n=5): Co-infectados com
Corynebacterium pseudotuberculogigiaemonchus contortu€LISA Indireto usando antigeno BHI.
Ponto de corte utilizado f0.25(D.0O.
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Os valores de densidade opticas no dia zero ssaqtegam baixos no tempo zero,
aumentando expressivamente aos 15 dias de infquay&@o 0s grupos infectados coth

pseudotuberculosis co-infectados, até o fim do experimento.

Os grupos Cp e CpxHc apresentaram producédo de Ig® mimilares em todos os
tempos experimentais. Mas, ambos o0s grupos apaeaentdiferencas estatisticamente

significativa quando comparados com o grupo Hctados os tempos pés-inoculacéo.

Na comparacdo entre os tempos, sO houve diferemgagrapo infectado com

Corynebacterium pseudotuberculofp) aos 15, 30 e 90 dias em relagdo ao tempo zero

Reconhecimento antigénico através de west blot

PM Cp PM CpxHc
0 30 90 180 0 30 90 180
125 —> - - 125 —> -
72 —> e 72 —> - —
30 — — 30 —> -

Figura 6 — Representacdo esquematiceedaftados davestern blorealizado conpool de soros dos
animais dos grupos Cp e Cp x Hc, nos dias 0, 3@, P8D0.

A figura 6 ilustra os achados quanto ao reconhetionge fracdes antigénicas a partir de pool
dos soros de cada um dos grupos (Cp e CpxHc), asbtds dias 0, 30, 90 e 180 por

representarem, atraves do teste ELISA, momentds a@m resposta (dia 0) com resposta alta
(dias 30 e 90) e em declinio. Apesar de numerasadas terem sido fracamente reveladas, foi

possivel observar-se o reconhecimento de uma ltamigeso molecular em torno de 30 kDa
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no trigésimo dia, e duas outras bandas de cerc&de 120 kDa no dias 90 e 180. Com
excecao da auséncia de imunorreatividade paradaldms 120 kDa aos 180 dias, nao foram

observadas outras diferengas entre os dois grupos.

Discussao

A importancia do IRN na resposta imune celular cont@orynebacterium
pseudotuberculosig foi anteriormente descrita (LABL al, 1998 e PEPINt al, 1998). Em
um estudo utilizando a dosagem de yFddmo um possivel marcador para o diagnostico da
linfadenite caseosa em caprinos e ovinos, obsesgdiaambém associacao entre altos niveis
desta citocina em animais com granulomas (REBOUERAS&., 2011). Dentre as principais
acOes do IN¥ destaca-se a ativacdo de macrofagos e a inducagptdessdo de moléculas
apresentadoras de antigenos - MHC de classe | sefhido a sua producdo estimulada
principalmente pela IL-12. Esta citocina tem pagetisivo no controle de infec¢bes por
microrganismos intracelulares (PERRY al, 1997; SCHOENBORNet al, 2007; MAet al,
2011; BRANDAOet al, 2012). Assim, embora ndo se tenha dlvida de gqus@osta por
anticorpos seja de grande importancia para a fieagao do principal fator de viruléncia
desta bactéria, a sua fosfolipase D (DOREL&®al, 2006), mecanismos que venham a
reduzir ou inibir a resposta imune Thlcontra esterarganismo, certamente permitirdo a

evolucdo desfavoravel desta doenga para o hospedeir

Avaliacdo da reatividadein vitro de células do sangue periférico

Paule e colaboradores (2003), mostraram a prodded&Ny em caprinos utilizando
antigenos secretados. Logan e colaborad@ffb) demonstraram em bovinos infectados com
M. bovis que altas concentracées de YHNdicam momentos ou periodos deproliferacdo do
microrganismo.

Resultados preliminares mostraram que célulascdosundongos infectados com a

linhagem selvagem VD57, sob a acdo dos estimukigdaicos em estudo, apresentaram um
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pico com 15 dias de infecgéo para as citocinasdl,NFFNy, IL-10 e IL-4, decrescendo aos 35
dias. Nos animais deste grupo, os antigenos sdosgtaotal e fracionado, apresentaram
resultados muito semelhantes quanto ao padrdo mtidade de citocinas produzidas “
vitro”, havendo diferencas estatisticamente signifiastamente nos niveis de Tie IL-4
produzidos, sendo que a fragdo Q5 induziu maiacdypdo de ambas as citocinas. Este grupo
experimental desenvolveu a doenga, com formaca@pateilomas, perda de peso e alto indice
de mortalidade. Esta forte resposta inflamatdriaidh observada nesses camundongos foi
evidenciada pela elevada producédo de AN$ob a acédo dos dois estimulos (RODRIGUES,
20009).

No presente trabalho, o antigeno Q5 induziu maxpressdo de IFiNnos animais
inoculados apenas co@orynebacterium pseudotuberculogisando comparado aos animais
co-infectados em todos os tempos poés-infeccao isgigeuma modulagédo da resposta imune
pelo H. contortus Apesar desta diferenca estar nitidamente evid@igera 1), diferenca
estatisticamente significante sé foi observada3fbdias de infeccdo, provavelmente devido
ao desvio padrdo nestes grupos, nos demais tempesreentais.

Esta variabilidade de resposta por Y&l observada nos animais experimentais em
cada ponto de coleta e ao longo do periodo expetahéConforme os trabalhos de Prescot e
colaboradores (2002), bem como de Sunil e colalooes (2008), quanto aos valores deyFN
produzidoin vitro por células sanguineas, alguns animais elevamvsdoi®es enquanto que
outros decrescem os valores em um mesmo pontoeta;cem nossos experimentos, além de
ocorrerem discrepancias entre os valores de diegeanimais inoculados num mesmo dia e
com a mesma dose bacteriana, as flutua¢cdes oaurtarabém ao longo da propria cinética
de resposta de cada individuo. Segundo estes sutstas flutuacdes ocorreriam devido a
fatores como a fase da doenca, severidade da dfegcau de disseminagcéo bacteriana no
organismo, ao status de salde do animal, bem conetesogeneidade genética. Em nossos
experimentos utilizou-se animais sem raca definan diferentes padrdes fenotipicos
(embora com predominio de fenétipo Santa Inés,iderasla raca resistente a este helminto),
certamente incluindo animais com maior ou menast@&wxia aoHaemonchus contortu®

gue deve ter se constituido num fator de variadoliéd de resposta por esta citocina. Estas
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variagbes também sdo observadas quando se acompasihética dos niveis plasmaticos
desta citocina (SACCHINgt al, 2012).

Ao analisar a producdo da citocina estudada didotestimulo do antigeno TPP, a
modulacdo imune foi evidenciada em todos os tengussinoculacdo, com diferencas
estatisticas robustas, no grupo de co-infecgao.

O antigeno TPP revelou altos niveis de interfeyama, especialmente no grupo Cp,
confirmando os achados &eboucas e colaboradores (2011) que verificaraws aidices de
producao de IFNrpela inducéo do antigeno secretado TPP, bem cemesaltados de Meyer
e colaboradores (2005), que constataram alta péoddesta citocina através do estimulo com
antigenos secretados e baixa producdo quando axits foram estimulados com antigeno
somatico.

A producdo de interferon-gama foi evidenciada @remente, aos 15 dias apds
infeccdo. Trabalhos anteriores indicam que nivigisifcantemente elevados desta citocina ja
podem ser detectados a partir de 35 dias apéeecad (PRESCOTEt al.,2002; SUNILet
al.,, 2008). Contudo, estes trabalhos, ambos do mesmpogde pesquisa canadense,
utilizaram a dose de 4xi@élulas deC. pseudotuberculosipara a infeccdo experimental,
além de utilizarem estimulos antigénicos baseado$isados bacterianos (50 ug) e células
bacterianas inativadas (1,5X1f®lulas) para induzir a resposta celiavitro. Possivelmente,
as diferencas de resultados podem estar assoaiadiferencas de protocolos experimentais.

Os niveis elevados de IffNeb estimulo de TPP se mantiveram crescentesaté o
180 de infeccao, e apds este tempo mesmo com dieeeesapresentou producao expressiva.
Ja a fracdo Q5, apresentou producdo mais discretemequeda mais precoce, ainda que o
acompanhamento tenha ocorrido apenas até os 90Cdiasiderando que a estimulacdo com
0s antigenos secretados foram realizados em exgeomdistintos, sendo individuos e doses
de infeccdo diferentes, ndo foi possivel comparafedo indutor da resposta celular através
de ferramentas da estatistica.

Considerando que animais genetcdenresistentes a infec¢éo por este helminto
apresentam uma resposta imune do tipo Th2 intgrugendo atuar sinergicamente com 0s
anticorpos, assim contribuindo para expressao daidade adquirida no hospedeiro (Glet
al., 2000; PENAet al, 2006), os achados no presente trabalho, apes# thencionada
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limitagdo pelo tamanho da amostra e da variabiédgdnética dos animais estudados,
sugerem que esta resposta imune predominantemégteesieja envolvida na modulacao

negativa na producdo de I[N Adicionalmente a esta imunidade humoral intensa,
caracterizada pela formacéo de anticorpos dasesldgs, IgM, IgA e IgE, sendo essa Ultima

de grande importancia na defesa anti-helminticssemmia-se também mecanismos de
imunidade celular que certamente também contribnamesisténcia contra este helminto

(WATSON, 1986; MILLER, 1996). Embora a respostad-aetmintica ndo tenha sido avaliada

neste trabalho, fica claro que tal resposta podensatada, tendo em vista 0s mensuraveis
niveis de IFIy observados nos grupos de co-infecgao.

Baseado em todas as evidéncias revisadas nesti®,estuwle-se entender que o efeito
imunomodulador induzido pela presenca do paragdde ser uma das explicagbes para o
aumento da mortalidade nos pequenos ruminantesfettados, considerando que além da
alteracdo do perfil imunolégico Thl predominantetg@tor para o animal, existe a propria

debilidade do animal quando acometido por ambasmidades.

A producéo de anticorpos ao longo da imunizacao

A imunidade humoral também € importante no combateCorynebacterium
pseudotuberculosipois possivelmente dentre outras moléculas, aataxéna, que pode ser
neutralizada por anticorpos, € decisivaa para adsaseminacdo no hospedeiro (BATEY,
1986). Entretanto, é importante destacar que emdgnapducao de anticorpos seja decisiva
para evitar a disseminacdo da bactéria no organtsmspedeiro, a presenca, sobretudo no
microambiente do granuloma, de citocinas como JFpbde limitar a doenca e reduzir a
disseminac&o deste microrganismo (PEBINl., 1997). Por outro lado, de acordo com este
autor, a fosfolipase D certamente ndo participaad@stos iniciais que levam a formacao do
granuloma, mas parece ser importante dentro dala,gopersisténcia cronica destas lesdes.

O acompanhamento da cinética da producdo de IgG-Cangnebacterium
pseudotuberculosi®bservada no experimento | mostrou que 0s nivesessivos deste
anticorpo nos grupos Cp e de co-infeccdo em relagddempo zero. A heterogeneidade

genética entre individuos do mesmo grupo, ja didawnteriormente, certamente explica que
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0 grupo composto por animais co-infectados so tapnasentado diferenca estatisticamente
significativa no tempo de 60 dias, quando compasadtempo zero (p<0,01).

No entanto, o grupo Cp x Hc apesar de apresentaregsavalores de densidade oOtica
guando comparados ao grupo Cp, ndo mostrou diferestatistica nesta analise. Nos dias 60,
90, 120, 150 e 180 a producao deste anticorpo Higpefoi significativamente maior para 0s
dois grupos inoculados, quando comparados ao geoptrole. De maneira semelhante a
cinética de IgG ocorreu no experimento Il, com uoo ma producdo aos 15 dias poés infeccéo,
decrescendo discretamente aos 120 dias. Ainda ,aasaxpressao desta imunoglobulina se
manteve elevada ao longo de todo o acompanhantemtdéodos os pontos analisados houve
diferenca entre os grupos de Cp e CpxHc em relagagrupo Hc. No entanto entre os dois
grupos infectados conCorynebacterium pseudotuberculgsisdao se observou diferencas
mensuraveis entre eles, resultados estes semahatds encontrados no primeiro
experimento.

Os valores elevados para as densidades oticas @le cignstatados no segundo
experimento, estdo de acordo com os achados eadostpor Cerqueira (2006), que
estudando a resposta humoral em caprinos infectados diferentes linhagens de.
pseudotuberculosiatravés de diferentes testes ELISA indiretos, mbseque a infecgcdo com
linhagem atenuada ou selvagem induzia resposta falimlevada quando comparadas pelo
ELISA utilizando o antigeno TPP obtido de uma lggm atenuada. Em contrapartida,
guando os mencionados resultados obtidos no seg@xpadwimento foram comparados com a
fracdo Q5, observou-se o desenvolvimento de uml perfresposta bem superior, talvez por
se tratar de um antigeno mais puro quando compa@doo TPP que é um secretado total.
Apesar do ELISA com antigeno purificado diferendstanimais infectados com as diferentes
linhagens bacterianas (CERQUEIRA, 2006), o testéSELcom antigeno BHI também
apresentou expressiva capacidade de discrimingrup®s compostos por animais infectados,
corroborando com os resultados obtidos por Carm{8805). As diferencas de resultados
verificadas entre esses autores se devem, proventdmas diferentes concentragbes e
linhagens bacterianas utilizadas na infeccéo.

Tais resultados sdo coerentes com a relacdo estalzelentreCorynebacterium
pseudotuberculosie 0 seu hospedeiro, pois apesar do padrédo initacele proliferacéo

(PASCUAL et al.,1995), produtos secretados por este microrganisarop a exotoxina, sdo
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essenciais para o sucesso do parasitismo, cujaalizagdo € feita especialmente por
anticorpos (ZAKI, 1976). Estes achados também tiélm descritos na infeccdo por outros
microrganismos onde mecanismos celulares e humaés importantes para conter o

processo patoldgico (DINIZt al.,2004, ).

Conclusoes

Corynebacterium pseudotuberculogisiuz no hospedeiro ovino expressivas respostas
imunes dos perfis Thl e Th2 que podem ser detectatdaando-se antigenos secretados por
estes microrganismos e preparados com diferentass gie pureza (BHI, Q5 e TPP). Os
antigenos Q5 e TPP se mostraram eficientes emtaetegoroducéan vitro da citocina
interferony e os niveis de sintese desta citocina foram aditiz como indicadores dos
mecanismos mediados por células (Thl). A compardeaeferida producaim vitro desta
citocina entre animais infectados apenas oBorynebacterium pseudotuberculosiem
aqueles co-infectados com este microrganismo eno @delmintoHaemonchus contortus
evidenciou valores mais baixos nestes ultimos asjmsagerindo regulacédo negativa exercida
pelo verme, o que € concordante com aqueles desdi&/@utras publicacdes que atribuem a
hierestimulagcéo do perfil Th2 por este parasiteasponsabilidade sobre este fenbmeno. Este
fenbmeno pode explicar altas prevaléncias da iéfecgpor Corynebacterium
pseudotuberculosisem regibes onde a infeccdo por este microrganisotorre
concomitantemente com a infeccdo por este nematddl@esposta através de anticorpos
avaliada pelo teste imunoenzimatico ELISA se mostdiscretamente mais intensa nos
animais infectados apenas com a bactéria, embtgaaamento ndo tenha tido significado

estatistico.
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ARTIGO 2

Resposta Imune Contra dHaemonchus contortus e o Paradigma Th1-Th2 na Infeccao
por Helmintos.

Gabriele Rodrigués Marcos Silv3, Bruno Basto$ José Tadeu Reyria Roberto Meyér

Resumo

A resposta imune adaptativa tem como elementogsaierds linfocitos T CD4+ que atuam
estimulando ou inibindo mecanismos efetores quecisamente reconhecem e eliminam ou
restringem a acéo de agentes que agridem seusdeasge A identificacdo de subpopulacdes
destas células teve inicio com os trabalhos de mass e colaboradores em 1986,
responsaveis pela postulacéo inicial da existéné@a s6 de tais subpopulacdes, por eles
denominadas Thl e Th2, como também de seus perf@tacinas. Nas décadas seguintes
mais cinco outras subpopulacdes e perfis foramrmdé@tados, mais comumente abreviados
como Treg, Thl7, Th9, Th22 e Thf. Apesar destasamodlescobertas, bem como da
complexidade do comportamento multifuncional destétulas, o paradigma Th1l-Th2
continua valido e neste contexto esta claro quegsostas geradas por estas células ndo s6
dependem da interacdo do hospedeiro com cada patbgemo também das interacdes
simultaneas destes patdégenos entre si e com odespequer sejam entre macroparasitas,
entre microparasitas ou entre macro e micropasasias co-infecgcdes entre helmintos e
outros parasitas, muitos sao os trabalhos preseatdgeratura que evidenciam a intensa

estimulagdo Th2 exercida por estes vermes e a gio@se regulacdo negativa do perfil Thl.
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Dentro deste panorama, apresenta-se a seguir @aoedtaarte acerca de diversos aspectos
destas mencionadas interacdes, inicialmente abdodas principais mecanismos de resposta

imune induzidos pelo helmintdaemonchus contortus

Palavras-chave:Haemonchus contortus, resposta imune Thl — Thihfeocao, regulagcao

negativa.

1 Introducéao

Quando descreveram duas subpopulacdesdastos T CD4, denominando-as de Thl
e Th2, Mossmann e colaboradores (1986) postulatacgda uma delas produzia citocinas,
em geral com a¢fes antagonicas, sendo responsdgeex)do bem definido pela ativacdo dos
mecanismos de resposta imune celular, dependent#pafmente da citocina IFN(Thl) e
humoral, dependente principalmente da citocina [[H#2). Assim, passou-se a acreditar que
nestes dois padrdes de funcao dos linfocitos T *Qdidia, uma vez que adequadamente
estimulados, a capacidade plena de resposta imdegesolucdo de infec¢des por patdgenos
intracelulares (Thl) ou a helmintos e microrganisnu® exposicao extracelular (Th2).
Entretanto, o avanco do conhecimento nas Uultimés ttécadas evidenciou a grande
diversidade de citocinas e a maleabilidade funtiatea suas células produtoras, melhor
definindo os seus fenotipos e esclarecendo os papsgis em diferentes situacbes e
microambientes do organismo. Desta forma, novaspagubacOes passaram a ser
consideradas, desde aquela com clara funcéo régalatle fendtipo CD4+25+foxp3, mais
conhecida como Treg (SAKAGUCHI al, 2003); as subpopulac¢des Th1l7 (HARRINGTEN
al, 2005) e Th22 (EYERICHt al, 2009), a primeira relacionada com a indu¢éo tlanmracao
e a segunda com o reparo tecidual, ambas tambénpapéis na defesa antimicrobiana; as
células Th9, com papel antitumoral e na defeséhelintintica (VELDHOEN, 2008), bem
como as células T dos foliculos linféides — Tth (TR'Y, 2011), principalmente ligadas a
maturacao da resposta por linfocitos B.

Apesar da referida maleabilidade e equente multifuncionalidade de cada uma

destas subpopulacdes (PEREZ-MAZLIAH & LANGORNE, 2j)la idéia geral de uma
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estimulagdo que majoritariamente induza por um fadoanismos mediados por células e por
outro aqueles mediados por anticorpos, particulatenda classe IgE, ou seja, o paradigma
Th1-Th2, continua sendo aceita. Neste contextoiéo se evidencia a forte inducao de uma
ou de outra destas subpopulacbes em diferentesciefe parasitarias. Um dos melhores
exemplos é a resposta imune contra helmintos, ongledominio do padrdo de reatividade
Th2 tem sido repetidamente comprovado desde oslii@d inicais de Mosmann. Nesta
revisdo, além da abordagem sobre a imunidade nartoe®e como um modelo de resposta
imune anti-helmintica, discute-se também as praisipcorréncias/consequéncias da co-

infeccao envolvendo helmintos e outros parasitds,eso sistema imune do hospedeiro.

2 Metodologia

A busca eletronica foi conduzida nas bases de datkedline/Pubmed, Lilacs e
Science Direct. Foram utilizados os seguintes deses na lingua portuguesa e 0s seus
correspondentes no idioma inglés: co-infeccéo, goiipcdes de linfocitos T, linfocitos Thl,
Th2, regulacdo negativa Thl, helmint@grynebacterium pseudotuberculosis, Haemonchus

contortus.N&o houve delimitacéo de periodo.

3 Estado da Arte

3.1 A resposta Imune contrddaemonchus contortus

O génerdHaemonchusde possivel origem africana, possui varias espéagiportantes
e dentre elas se destaE@memonchus contortufHHOBERG et al 2004). Trata-se de um
nematodeo hematofago da ord8tmongylidae da familiarrichostrongylidaese constituindo
num dos mais patogénicos helmintos de ruminantesy & estbmago destes animais como
orgao alvo para sua atividade parasitaria, ondgreede na mucosa do abomaso, ai se
alimentando do sangue hospedeiro. Neste local @amracasalamento, aonde as fémeas

chegam a liberar cerca de 10.000 ovos por dia.Ocexo biolodgico inclui cinco estagios
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larvares que se inicia nas fezes. A forma infeetanta larva L3 que no ambiente gastrico
perde o seu envoltdrio cuticular, se transformdonaa L4, esta Ultima se transformando na
forma adulta (MELO, 2005).

Mecanismos inatos e adaptativos de stagmune sao descritos contra este parasita,
tanto contra seus antigenos sométicos, como ceetra antigenos excretados/secretados.
Ambos 0s mecanismos sdo essenciais para a elirninggse patdgeno, 0s primeiros estao
associados a uma rapida eliminacdo, particularmemteanimais naturalmente resistentes,
enguanto que o0s segundos exigem um contato pré&EE(USEN et al, 2005). Uma
importante dificuldade para a eficacia da respadtptativa reside nos diferentes antigenos
apresentados por este verme ao longo do seu odtmico, onde cada estagio larvar tem seus
antigenos especificos (BOWLES al, 1995). Muitos animais sdo naturalmente resisseate
este helminto, embora os mecanismos que geramesaténcia ainda ndo estejam muito
claros. Certamente trata-se de caracteristica ithdiV relacionada com a idade, raca e
condicdo de infeccdo ou de reinfeccdo (ALBA-HURTABOMUNOZ-GUZMAN, 2013).
Como na infeccdo por outros helmintos, o controédo phospedeiro da infecgdo pelo
Haemonchus contortwdepende principalmente da resposta Th2 (SHAKY Al 2009).

3.1.1 Mecanismos de Imunidade Inata

Nos seus hospedeiros, as principais barreirasa$igcquimicas contra a infeccao por
este helminto sdo, respectivamente, 0s movimentost@liticos e o0 muco que recobre a
superficie interna do érgdo alvo (MILLER, 1996). Etlgumas racas mais resistentes a este
parasita, a acdo da grelina, hormdénio com acacesalrontratilidade e secrecdo gastrica,
parece ter participacdo na sua eliminacao (INGH&MI, 2011). Uma vez fixado na mucosa
do abomaso, a ativacdo do sistema complement@gatda via alternativa, se constitui num
dos mecanismos iniciais de resposta inata conteavesme (MEEUSEN & BALIC, 2011),
resultando na geracdo das anafilatoxinas C3a eg@&amobilizam eosinofilos para o local,
induzindo também a sua degranulacdo (REINHARDT BIFSSON, 2011), o que resulta na
liberacdo da proteina basica principal (MBP), prae catibnica eosinofilica (ECP),
neurotoxina derivada do eosindéfilo (EDN), peroxalaosinofilica (EOP), todos com acgéo
toxica sobre helmintos, além de e derivados lip&licomo fator de agregacao plaquetéria,

lipoxinas, leucotrienos, prostaglandina E2, comeagdflamatérias (BEHM & OVINGTON,
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2000). Outro estimulo para a atracao destas célas como para mastocitos e neutrofilos,
decorre da acdo de moléculas secretadas pelodefedalminto (BALIC et al, 2002). A
eosinofilia na mucosa do abomaso decorrente degébepor outros helmintos, cor@estrus
ovis ou Taenia hydatigenaleva a resisténcia numa subsequente infeccaoHsdmonchus
(DORCHIESet al, 1997; CUENCA-VERDEet al, 2011).

O papel do mastdcito na resposta iniciahtra Haemonchus contortugem sido
bastante estudado, quer no aumento de infiltradetasl células (e de basoéfilos) na mucosa,
guer na sua presenca no interior de células epgtetio revestimento mucoso (“globule
leucocytes”). Estas células liberam, como é benhecido, varios mediadores da inflamacéo.
Particularmente para a rapida eliminacdo destesppar@ de fundamental importancia o papel
da histamina, através da sua ac¢ao estimulatériasipgasecrecdo de muco e do aumento da
motilidade do abomaso (HOHENHAUS & OUTTERIDGE, 1995

Embora muitos autores destaquem o papéhfibcitos T¥d no combate a infeccao por
Haemonchus contortus, realmente sebserva o aumento da populacéo destes linfocites no
infiltrados celulares da mucosa do abomaso nasgdés por este verme, entretanto, nao tem
sido claramente comprovada a relacdo entre esterdane a efetiva defesa contra este
parasita (BALICet al, 2002) Segundo Gonzalez e colaboradores (2011), a inf@es&nca
destas células, geralmente associada a uma ebajnedtaria relacionado com a reducéo da

fecundidade destes helmintos.

3.1.2 A Resposta por Anticorpos

Anticorpos das classes IgG, IgM, IgA & Item sido detectados nos soros, fezes e
secre¢c0es mucosas de ruminantes infectados akmonchus contortugSMITH &
CHRISTIE, 1978, GILL, 1993; ALBA-HURTADO & MUNOZ-GEMAN, 2013). Estudando
a presenca de células produtoras de anticorposaceste parasita na mucosa do abomaso,
Gill e colaboradores (1992) detectaram e quantdita plasmoécitos IgA+, em animais
sensiveis e resistentes, constatando niveis equotesl neste dois grupos, levando-os a
concluirem que o aumento destas células ndo selamonava com resisténcia ao patogeno.
Entretanto, avaliando a correlacdo entre resisg@tiemoncose e niveis de anticorpos seéricos

e fecais contra este parasita, também Gill e codalmoes, 1993, observaram que anticorpos da
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classe IgA e 1gG1 em ovinos correlacionam positeai® com resisténcia e negativamente
com a quantidade de ovos do parasita eliminadaagla grama de fezes (OPG). Estudando a
distribuicdo e quantidade de plasmécitos ig@ mucosa do abamaso de animais resistentes e
sensiveis atlaemonchus contortudMunhoz-Guzman e colaboradores, 2012, demonstraram
existir um mesmo padrdo em ambos 0s casos, engoatros autores, em experimentos
semelhantes, encontraram expressivos aumentossdeétalas carreando IgG em sus
membranas (PERE& al, 2001).

A resposta por anticorpos da classe IgEngais tipica expressado da estimulacdo Th2
(MCSORLEY & MAIZELS, 2012) e diversos autores teentbnstrado a importancia destas
moléculas na resposta adaptativa comteeemonchus contortusm pequenos ruminantes.
Avaliando a resposta de ovinos sem raca definiddraaste helminto, de la Chevrotiére e
colaboradores, 2012 evidenciaram que a respostargmorpos IgA ndo se correlacionava
com os indicadores de protecdo e 0 inverso ocawia a resposta por anticorpos IgE.
Avaliando a resposta de ovinos jovens, Schallig0Q20constatou que a incapacidade de
montar uma resposta Th2 especifica contra estasegeparticularmente com uma expressiva
sintese de anticorpos IgE, tornava estes animdmenaveis a infeccdo com este helminto.
Avaliando a resposta imune a antigenos secretadws epte parasita, Kooyman e
colaboradores (2000) concluiram que animais de $gs e nove meses de idade apresentam
uma capacidade crescente de gerar resposta Thetgpegt com uma também crescente
capacidade de produzir anticorpos IgE especifioo$ra tais antigenos. Estudando a resposta
por anticorpos desta classe, Van Die e colaboradd@®99) identificaram um dominwl —
3-fucose, presente na superficieHlEemonchus contortusgconhecido por estes anticorpos —
este epitopo € encontrado na superficie de ou#lpsiitos, em outros grupos animais e em
plantas e estd associado a inducdo de reacOegeisdnsibilidade do tipo I. Buscando
melhor entender as acdes de anticorpos IgE em pegjueminantes, estudos também tem
sido conduzidos para a caracterizacdo de receppanes este anticorpo em mastocitos e
eosinofilos destes animais (MCALEE®Eal 2003; HINEet al, 2010).

Varios protocolos de imunizagdo comteemonchus contortusm sido conduzidos em
ovinos, utilizando antigenos de superficie extedeasuperficie intestinal, bem como aqueles
secretados. A maioria destes experimentos visangsti a producdo de anticorpos que

possam desencadear mecanismos como a degranukagéastbcitos ou citotoxicidade por
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eosinofilos — 95 artigos descrevendo estes pratsoelseus resultados estdo registrados nas
fontes de consultas bibliograficas, sendo o primeieles de 1961 e o mais recente de
dezembro de 2014 (JARREET al, 1961; BASSETGet al, 2014). Muito destas tentativas de
induzir imunoprotecéo visa neutralizar a sua heptoghse, enzima fundamental para a sua
nutricdo. Como exemplo, cita-se a imunizacdo daasvcom o complexo glicoprotéico H-gal
GP deste verme, conduzida por Ekosa e Smith (2040¢ demonstraram que este
procedimento induzia a producdo de anticorpos Ig@Ee especificos contra a referida

hemoglobinase, desta forma aumentando a imunopmtess animais testados.

3.1.3 A Resposta Imune por Linfocitos T CD#%

Na década de 1990 foram publicados osngidos trabalhos evidenciando o
envolvimento dos linfocitos CD4a resposta imune adaptativa comtemonchus contortus
(GILL et al, 1994; JACOBSet al 1995). Estes autores constataram que apos infecca
experimental com larvas deste parasita, ocorreueattmna quantidade destas células na
parede da mucosa do abomaso, nos linfonodos desndmtabomaso e na corrente sanguinea.
Animais experimentalmente infectados com este vermetratados com anticorpos
monoclonais (GlLLet al, 1993a; KARANUet al, 1997) contra estas células apresentaram
expressiva inibicdo de resposta anticérpica estacibtem como do infiltrado de mastocitos e
eosindfilos na mucosa do abomaso. Uma significataducao de resisténcia a infeccédo por
este patdgeno foi também observada por Pefia eocatidyes (2006) depletando a populacao
de células CD4+ em ovinos de uma raca resistenést@ verme. Embora estes dados
confirmem a importancia dos linfocitos T CD4+ cengssta infeccdo, a sua subpopulacdo Th2
tem papel central neste aspecto (SHAK¥RAal 20016). Ademais, experimentos pioneiros
com as populacdes Thl e Th2 em ovinos demonstiguanenquanto estas Ultimas células em
animais de racas resistentes ao patégeno produzstorpinantemente as interleucinas 4, 5 e
13, em animais de ragas sensiveis ocorre princgrabma producéo de interfergfGILL et
al, 2000). Estudo mais recente com linhagens deaetigndriticas ovinas tem demonstrado
gue enquanto antigenos d@&almonellainduzemin vitro a producdo de interferon-e
interleucina-17 por estas células, o estimulo catiganos secretados por pélaemonchus

contortus induz a expressdo de interleucina-4 e interleutthgOLIVIER et al 2013),
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entretanto, particularmente em relagéo a intenteudi7, estudos utilizanduicroarrayspara a
expressao de diversos genes de citocinas evidantiarexpressdo bem mais intensa do gene
desta citocina em relacdo aos demais, em tecidosudesa de abomaso de ovinos infectados
com este parasita (MACKINNOBt al, 2009). Estudos também recentes com estes mesmos
animais portadores de infeccdo com este helminto d&monstrado a necessidade de
conversao de células CD#rodutoras de interleucina-17 (th17) se transfomnean células
CD4" do foliculo linféide (Thf) para que possa ocoreematuracdo de linfécitos B IGA
especificos para este parasita (MILPIED & MCHEYZBR:-LIAMS, 2013). Dados
controversos foram relatados em experimentos sisila&om o helmintoTeladorsagia
cimcurcincta também de parasitismo em abomaso e bastantelactwredo com o
Haemonchus contortusnde a avaliagdo quantitativa pela reacdo emaadepolimerase da
expressdo das citocinas interleucina-6, interlesih e interleucina-23 em tecidos de
linfonodo drenante de abomaso demonstrou correlpgéitiva com OPG e negativa com 0s
niveis séricos de IgA (GOSSNER al, 2012). Estes resultados, segundo os mencionados
autores , sdo concordantes com a hipotese de ppugacdo Th1l7 destes linfocitos tem acéo

inibitoria sobre a resposta imune contra este verme

3.2 Evidéncias de Regulacdo Negativa Thl nas Infées Helminticas

O primeiro trabalho abordando a regulagégativa exercida pela infeccdo helmintica
sobre a resposta imune a resposta imune do péfdfjl @ublicado no inicio da década de 1990,
utilizou como base experimental, a vacinacdo denosicom larvas d8chistosoma mansoni
Neste estudo observou-se que a inducdo de respo2tpelos ovos deste parasita inibia a
resposta protetora exercida por mecanismos Thirecas larvas deste platelminto (PEARCE
et al, 1991). Ainda no mesmo ano, outra importante pabfio apresentou resultados, também
com a utilizagdo de camundongos vacinados com onmesitigeno, onde ficou claro que a
inibicdo de mecanismos Thl decorria da acao daic#dnterleucina-10. Demonstrou ainda
através do bloqueio por anticorpos monoclonaisracgif dirigidos, permitia uma expressiva

producao de interferop{SHERet al, 1991). Também trabalhando no modelo murino, dois
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anos depois, pesquisadores do mesmo grupo denranstgela primeira vez que na co-
infeccdo entre este helminto e o virus da vacipressando proteinas do HIV-1, a
persisténcia deste Ultimo se alongava por grand®dme em contraste com a sua rapida
eliminacdo na auséncia da co-infection com o hebniista incapacidade de eliminar o virus
decorreu da inibigdo da atividade citotoxica d&titos CD8+ pela mencionada interleucina-
10 (ACTOREet al, 1993).

A partir destes trabalhos, novos impuds estudos trouxeram mais evidéncias desta
regulacdo negativa. Experimentos com camundongds/Bmfectados concomitantemente
com Fasciola hepaticae Bordetella pertussisiemonstraram que estes animais apresentaram
progressao rapida da infeccdo bacteriana, cujaecoétd é dependente de mecanismos Thl.
Tal ocorréncia ndo se verificou nos animais apémastados com a bactéria nem naqueles
co-infectados, ma&nowckoutpara o gene da interleucina-4 (BRADeY al 1999). Fox e
colaboradores (2000) mostraram utilizando o modelano, que a atrofia da mucosa gastrica
decorrente da infeccdo peielicobacter pylorj sabidamente induzida por citocinas Thl, de
ampla progressdo em animais sem co-infec¢do, friegrembk animais co-infectados com
helmintos intestinais. Apresentando uma revisaartigos publicados ao longo da década de
1990 sobre a inibicAo da resposta imune principatenecontra o HIV ou contra
Mycobacterium tuberculosigor helmintos ou por outros parasitas, Bentwicolaboradores
(1999) perguntaram:Can eradication of helminthic infections change thee of AIDS and
tuberculosis? Seguindo a mesma linha de questionamento, nwwesao apresentando
evidéncias de que a infecgao por helmintos podertreantagens para o hospedeiro, com a
reducdo do processo inflamatério, como por exerapiadoencas alérgicas, ou desvantagens,
como na co-infeccdo com HIV e o Bacilo de Kochn@y e colaboradores (2000) também
formularam a seguinte pergunta como titulo de stgoa Good Worms or Bad Worms: Do
Worm Infections Affect the Epidemiological Patteoi©ther Diseasé&sNesta mesma época,
revisando as consequéncias da hiperestimulagéo aft#;és da abordagem dos principais
mecanismos de estimulacdo por este perfil de oscque podem resultar em alteracbes no
desenvolvimento de atopias e de outros proces$lasnatdrios também desencadeados por
resposta Th2, Yazdanbakhsh e colaboradores, rettmmandéia inicial de Strachen (1989),
discutem as bases da “Hipotese da Higiene”, a qualresumo postula que a infecgéo

parasitaria reduz as manifestagfes inflamatoriesseptes, por exemplo, nas mencionadas
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atopias (YAZDANBAKHSH, 1999; YAZDANBAKHSHet al, 2001, 2002). No que se refere
a esta hipotese, outra importante publicacdo, tamiésta época, traz resultados obtidos no
modelo de encefalite autoimune experimental mu@BWELL et al, 2002), evidenciando
gue a co-infecca8chistosoma-Mycobacteriuaieta o curso deste processo inflamatério. Dos
primeiros trabalhos de Yazdanbakhsh até o preseetdenas de artigos disponiveis nas
fontes de consulta bibliograficas abordam esta qutap Publicacbes recentes continuam
trazendo contribuicdes para esta hipétese, comalmlho de Figueiredo e colaboradores
(2013), realizado na cidade de Salvador, BahiasiBra qual confronta, utilizando uma
amostra de 1127 criancas, fendétipos imunoldgiadermacdes sobre habitos e condicdes de
vida e quadros alérgicos. Outra recente publicd&SSELMAR et al, 2015) com base em
inquérito epidemiol6gico com 1029 criangas, mosfug em familias onde a lavagem de
pratos € manual ocorre bem menos doencas aléggitasiancas do que aquelas que utilizam
a lavagem em maquinas automaticas. Os autoresesnggre a maior exposi¢cao a patdogenos
no primeiro caso, reduz a possibilidade de alergias

No se refere as diferentes possibilidatte co-infec¢cdes e suas consequéncias sobre o
curso de cada infeccdo isoladamente, dos trabedfesdos anteriormente e datados do inicio
do século XXI até o presente, também €& grande rtigade de publicacbes que trazem novos
esclarecimentos sobre estas relacdes, mecaniscooseqiéncias para o hospedeiro, algumas
delas apontando possibilidades terapéuticas. Dexla® como exemplo destaca-se uma
consistente revisdo de Helmby (2009), que depoisxjdorar com muitos exemplos a
influéncia positiva ou negativa da infec¢@o heliménpara o hospedeiro humano ou animal de
experimentacdo, apresenta 15 variaveis que nemassgié melhores esclarecimentos, desde
guestdes inerentes a biologia parasitaria, a geesf@néticas do hospedeiro ou a formulacdes
de abordagens experimentais que possam ofereqastas. Este autor finaliza o seu artigo
guestionandoSo the question remains: are helminths friend effOutra recente publicacédo
aborda os efeitos da infeccdo helmintica sobre reocda tuberculose humana incluindo
relacbes desde a vida fetal (CHATTERJEE & NUTMAN)13). Estes autores também
focalizam os aspectos de resposta imune em torhaldaco Thl, Th2 e Treg e como base da
capacidade helmintica de subverter a imunidaderadviycobacterium tuberculosi®e
finalizam apontando a necessidade de novos conbetos) para que se avance para uma

adequada resolucéao.
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Finalmente, ndo poderia deixar de serstregla a existéncia de muitos relatos na
literatura sobre a ativacao alternativa de maca¥adesde a revisdo de Gordon (2003), mais
recentemente revista (MARTINEZ2t al, 2009; GORDON & MARTINEZ, 2010), e os
experimentos de Osborne e colaboradores (2014), dmeno os de Reese e colaboradores
(2014), que em trabalhos complementares no modelinenhelminto-virus, colocam luzes
nos mecanismos entre a hiperativacdo Th2 e a &bit1, identificando moléculas, como a
Ym1, um dos produtos da ativacdo alternativa derdfagos dependente de STAT-6, como
possivelmente um dos mediadores desta inibicao.

Experimentos atualmente em curso em ndaboratério, ainda ndo publicados,
abordando aspectos da resposta imune na co-infeEig@monchus contortusersus
Corynebacterium pseudotuberculosi® ovinos e em caprinos, certamente trarao infoies
sobre os possiveis efeitos da forte estimulacdoekbiida por este helminto, como reportada

anteriormente nesta revisdo, sobre o curso dagé@degela referida bactéria.

4. Conclusbes

A bibliografia abordada nesta revisdo,adfelas palavras-chaves ja referidas, apresenta
informacdes sobre a resposta imune inata e adaptatntra o helmintdHaemonchus
contortusque evidenciam os seus decisivos papéis paranmatido rapida ou tardia deste
verme, além de também demonstrarem a forte estpdmlae mecanismos Th2 por ele
desencadeada, e suas importantes consequéncia® [s@a controle. Por outro lado, é
também abordado o efeito desta forte estimulac@sbbre a resposta Thl, em modelos de
animais de experimentacdo ou em humanos, demodstsEnque embora se necessite de
novos conhecimentos para a melhor compreenséo dggilacao negativa, as informacoes
atuais permitem se concluir que a infeccdo helodrpiossibilita a maior progressédo de uma
infeccdo concomitante que dependa principalmenteelacionada resposta Th2 para o seu

controle.
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