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RESUMO

A Linfadenite Caseosa, causada por Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis, € uma enfermidade de alta prevaléncia nos rebanhos de
pequenos ruminantes da regido semi-arida brasileira, trazendo grandes prejuizos
particularmente para os pequenos produtores, pois a criacdo desses animais é a
principal atividade de subsisténcia nesta regido. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar aspectos da resposta imune de camundongos da linhagem
C57/Black 6 selvagem e C57/Black 6 Knockout para o 6xido nitrico (KO-NO),
durante a infeccdo experimental por C. pseudotuberculosis. A utilizacdo de
animais Knockout possibilitou a compreensdo da atuacdo de alguns tipos
celulares do sistema imune frente ao patégeno, ja que se sabe que o 6xido nitrico
€ um importante agente na eliminacdo de microrganismos intracelulares. Para
tanto, foram utilizados e eutanasiados 28 animais em dois tempos (7 e 14 dias),
divididos em quatro grupos, a saber: grupo 1 — controle — com 4 animais
selvagens; grupo 2 - infectado por C. pseudotuberculosis — com 10 animais
selvagens; grupo 3 — controle — com 4 animais KO-NO; e grupo 4 — infectado por
C. pseudotuberculosis — com 10 animais KO-NO. Na metodologia avaliamos a
suscetibilidade de camundongos KO-NO, na infecgéo, verificando que animais
C57/Black 6 KO-NO séo susceptiveis a infeccao por C. pseudotuberculosis com
mortalidade observada a partir do 4° dia, o que indica a importancia dessa
molécula na defesa inata contra essa bactéria. No estudo de células do lavado
peritoneal os neutrdfilos foram as células encontradas em maior nimero no
infiltrado dos animais KO-NO, o que pode indicar um mecanismo compensatorio
pela auséncia do 6éxido nitrico. Com o estudo do baco observou-se a presenca de
linfécitos, com predominio de TCD8 entre as células esplénicas de ambos os
grupos, o0 que sugere a importancia dessa sub-populacdo na resposta imune
contra esse microorganismo. A partir da presenca de granulomas verificou-se a
maior presencga nos animais KO-NO infectados com 7 dias, sendo os linfonodos
0s mais afetados, 0 que aponta também para uma tentativa compensatoria de
conter a infec¢do; constatou-se uma maior recuperacdo bacteriana de linfonodo
mesentério nos camundongos KO-NO, provavelmente devido a sua maior
capacidade de escape. Foi realizado também o estudo de anticorpos séricos,
através da deteccdo de IgG total e subclasses, o qual foi observado uma
producdo 14 dias pos infecgdo, tanto nos animais selvagens como nos KO-NO,
similar aos animais controle, o que indica uma resposta humoral tardia por esse
tipo de anticorpo para esse microorganismo. Os resultados obtidos sugerem a
importancia do oOxido nitrico no processo de combate a infeccdo por este
microrganismo, posto que os animais KO-NO para esta substancia foram os mais
afetados pelo processo infeccioso instalado.

Palavras chave: Corynebacterium  pseudotuberculosis. Oxido nitrico.
camundongos Knockout.
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ABSTRACT

The Caseous Lymphadenitis, caused by Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis), is a disease of high prevalence in herds of small ruminants in
brazilian semi-arid region, bringing heavy losses patrticularly for small producers,
once the creation of these animals is the principal activity of subsistence in this
region. This study aimed to evaluate aspects of the immune response of mice of
the strain C57/Black 6 wild and C57/Black 6 knockout for nitric oxide (KO-NO),
during experimental infection with C. pseudotuberculosis. The use of Knockout
animals allowed us to understand the action of some cell types of the immune
system against the pathogen, since it is known that nitric oxide is an important
agent in the elimination of intracellular microorganisms. For this purpose, were
used and euthanized 28 animals at two times (7 and 14 days), divided into four
groups: Group 1 - control - with 04 wild animals; group 2 - infected by C.
pseudotuberculosis - with 10 wild animals; group 3 - control — 4 KO-NO animals;
and group 4 - infected by C. pseudotuberculosis - with 10 KO-NO animals. In the
methodology we evaluated the susceptibility of KO-NO mice, in the infection, we
verified that animals C57/Black 6 KO-NO are susceptible to infection by C.
pseudotuberculosis with mortality observed from 4° day, which indicates the
importance of this molecule in the innate defense against this bacterium. In the
study of cells from the peritoneal the neutrophils were the cells found in biggest
number in the infiltrate of KO-NO animals, which may indicate a compensatory
mechanism for the absence of nitric oxide. By studying the spleen was observed
the presence of lymphocytes, predominantly CD8 between spleen cells from both
groups, suggesting the importance of this subpopulation in the immune response
against this microorganism. From the presence of granulomas it was verified the
higher presence in KO-NO animals infected with 7 days, it being the lymph node
the most affected, which also points to an compensatory attempt to contain the
infection, it was found a greater bacterial recovery of mesenteric lymph node in
KO-NO mice, probably due to its greater ability to escape. Was also performed the
study the serum antibodies, by detection of total IgG and its subclasses, which
was observed a production 14 days post infection, both in animals wild as in the
KO-NO, similar to control animals, that indicate a late humoral response by this
kind of antibody to the microorganism. The results suggest the importance of nitric
oxide in the process of fighting the infection by this microorganism, since the
Knockout animals for this substance were the most affected by the infectious
process installed.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis. nitric oxide. Knockout mice.



Fig.1
Fig.2
Fig.3
Fig.4

Fig.5
Fig.6
Fig.7
Fig.8
Fig.9
Fig.10

Fig.11
Fig.12
Fig.13
Fig.14
Fig.15
Fig.16

Fig.17
Fig.18

Fig.19(A)

Fig.19(B)

Fig.20 (A)

Fig.20 (B)

LISTA DE FIGURAS

Animais naturalmente infectados com granuloma fechado
Desenho esquemaético da sintese do NO a partir da L-arginina
Desenho esquemaético da diluicdo no preparo do inéculo

Camundongos C57/Black 6 Selvagem e KO-NO com 6-8
semanas
Puncéo Cardiaca em KO-NO

Sangue obtido - punc¢éo cardiaca

Retirada de linfonodo mesenquimal

Linfonodo divusionado para cultivo

Placa de material divusionado para cultivo

Introducéo de 1,5 ml de soro fisiol6gico na cavidade peritoneal
(CP)

Volume recuperado da CP

Preparacao do citoesfregaco

Camundongo pesado para andlise

Baco retirado de camundongo KO-NO

Baco de C57/Black 6 Selvagem

Diluicéo de parte do baco com soro fisiolégico para preparo da
maceracgao

Maceracédo: obtencéo de células esplénicas

Mastdcitos em esfregaco de camundongos infectados.
Objetiva de 100x

Células do lavado peritoneal. Aspectos da celularidade
(objetiva 10x)

Células do lavado peritoneal. Identificacdo de Linfocitos e
Neutrofilos (Objetiva 100x)

Microscopia 6ptica de coloracdo gram-positiva para C.
pseudotuberculosis. Objetiva de 10x

Recuperacdo de C. pseudotuberculosis do linfonodo
mesentério de camundongos KO-NO

19
26
39
40

41
41
42
42
42

43
43
44
44
45
45
45

45
54

54

54

64

64



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Curva de mortalidade

Grafico 2 - Quantificacdo Células totais do Lavado Peritoneal

Gréfico 3 - Quantificacdo de células diferenciais do Lavado Peritoneal
Gréafico 4 - Média de Intensidade de Fluorescéncia de Moléculas CD4
Gréfico 5 - Média de Intensidade de Fluorescéncia de Moléculas CD8
Grafico 6 - Comparacédo do peso do Baco de C57/Black 6 selvagem e
KO-NO

Grafico 7 - Deteccao de IgG Total e subclasses (IgG1, 1gG2a, IgG2b
e 1gG3)

48
50
53
57
58

59

66



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Determinacédo da presenca de granulomas
TABELA 2 - Principais regides acometidas com granulomas
TABELA 3 - Determinagéao da migragao bacteriana (UFC)

61
62
63



KO-NO
LC
MHC
NacCl
NO*
NO
NOS
nNOS
cNOS
eNOS
INOS
02-
ONOO-

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Micrograma

Infusdo de cérebro e coracéo

Cavidade Peritoneal

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Guanosina monofosfato ciclico

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Instituto de Ciéncias da Saude

Interferon gama

Interleucina 1

Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 6

Interleucina 10

Interleucina 12

Interleucina 17

Imunoglobulina D

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Knockout para o 6xido nitrico

Linfadenite Caseosa

complexo principal de histocompatibilidade
Cloreto de sédio a 0,9%

Nitrato

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase

Forma neural da 6xido nitrico sintase
Forma constitutiva de 6xido nitrico sintase
Forma endotelial de 6xido nitrico sintase
Forma induzida de 6xido nitrico sintase
Anion superéxido

Peroxinitrito


http://pt.wikipedia.org/wiki/Guanosina_monofosfato_c%C3%ADclico

PBS-T
PLD
ROS

T1

TA

Thl

Th2
TNF-a
UFC/mL
UFC

Solucgéo Salina Tamponada com Fosfato com Tween 20
Fosfolipase D

Intermediarios reativos do oxigénio

Linhagem atenuada de Corynebacterium pseudotuberct
Temperatura ambiente

Resposta Imune Tipo 1

Resposta Imune Tipo 2

Fator de necrose tumoral

Unidades formadoras de colonias por mililitro

Unidades formadoras de col6nia

12



2.1

211
2.1.2
2.1.3
214
2.1.5
2.2

221
2.2.2

3.1
3.2

6.1
6.2
6.3

6.4
6.5
6.6

6.7

6.8
6.9
6.10
7

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DE LITERATURA

LINFADENITE CASEOSA

Historia

Distribuicdo e Economia

Transmissao

Imunidade Inata e Imunidade Adaptativa

Imunidade mediada por citocinas

OXIDO NiTRICO

Sistema imunolégico e a atuacdo do NO

Sintese da Enzima iNOS e Mecanismo de a¢cdo do NO
OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESE

DESENHO EXPERIMENTAL

MATERIAIS E METODOS

BACTERIAS

PREPARACAO DO INOCULO

PREPARACAO DE MATERIAL DE ANTIGENOS SECRETADOS
DE C. pseudotuberculosis

ANIMAIS

OBTENCAO DE SANGUE POR PUNCAO CARDIACA
DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADE FORMADORA
DE COLONIA (UFC) NO LIFONODO MESENQUIMAL
CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS DO
LAVADO PERITONEAL

OBTENCAO DE CELULAS ESPLENICAS

ELISA INDIRETO PARA DOSAGEM DE IgG E SUBCLASSES
ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS E DISCUSSAO

15
18
19
20
20
22
22
24
26
28
29
31
32
32
33
35
37
38
38

39
40
41

41

42
44
46
46
47



7.1
7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

1.7

7.8

7.9

CURVA DE MORTALIDADE

QUANTIFICAC}AO DE CELULAS TOTAIS DO LAVADO
PERITONEAL

QUANTIFICACAO DO DIFERENCIAL DE  CELULAS
LEUCOCITARIAS DO LAVADO PERITONEAL

DETERMINAQAO DA MEDIA DE INTENSIDADE DE
FLUORESCENCIA DE LINFOCITOS CD4 E CD8
DETERMINACAO DO PESO DO BACO DE CAMUNDONGOS
DETERMINAQOES DA PRESENCA DE GRANULOMAS
DETERMINAQAO DAS PRINCIPAIS REGIOES ACOMETIDAS
COM GRANULOMAS

DETERMINAQAO DA MIGRAQAO BACTERIANA DE C.
pseudotuberculosis

DETECCAO DE IgG TOTAL E DE SUBCLASSES (IgG1, 1gG2A,
IgG2B E 1gG3) ATRAVES DE ELISA INDIRETO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica

ANEXO B — Declaracéo Revisdo Ortografica

ANEXO C - Declaragéo Revisao da Lingua Inglesa

ANEXO D — Declaragéo Revisao Regras ABNT

48

49

52

56
59
60

61

63

64
68
70
78
79
80
81



15

1 INTRODUCAO



16

A caprinovinocultura € de grande importancia econémica em diversas regides do
mundo e principalmente no nordeste brasileiro. O pais conta atualmente com um
rebanho de ovino e caprino que juntos, representam 32 milhdes de cabecas,
equivalente a 3,3% do efetivo mundial (LEITE, 2011). No cenéario mundial, em
namero de animais a China tem o maior rebanho do mundo, seguida, em ordem
decrescente, pela india, Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Reino Unido,
Turquia e Espanha (COUTINHO, 2005).

Esses animais sdo os principais alvos do agente etioldgico da linfadenite caseosa
(LC), conhecido também como “mal do carogo”, ocasionada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis). Essa doenca traz
diversos prejuizos, como a queda na produtividade do rebanho, diminuicdo do
peso do animal, o que acarreta na inferioridade da carne para o abate, assim
como pela presenca dos granulomas. O couro também sofre danos ja que na
maioria dos casos é feita a remocéo do caroco, 0 que compromete a qualidade
final do produto; somado a isto, ha reducdo na margem de lucro da atividade pela
necessidade de tratamento da doenca; e contaminagcdo da carne para consumo

humano.

A transmissédo da LC pode ocorrer pelo contato do animal sadio com elementos
contaminados do ambiente, ou por contato com animais doentes com granulomas
superficiais, ou pulmonares com exsudacédo (ELLIS et al., 1987). Pode acontecer
ainda, por instrumentos ou solucbes de banho pelo solo, pela vegetacdo, bem
como, pelas fezes de animais infectados (NAIRN; ROBERTSON, 1974). O agente
etiologico da linfadenite é capaz de sobreviver por até oito semanas no ambiente
sem se multiplicar. A persisténcia do patégeno parece ser o principal fator
responsavel pela sua transmissdo entre os pequenos ruminantes (AUGUSTIN;
RENSHAW, 1986). A principal medida de controle tem sido a eliminacdo de
animais infectados, gerando perdas significativas, principalmente para os
pequenos criadores, 0S quais muitas vezes, possuem a criagdo como unica fonte
econdmica. (ALVES; OLANDER, 1999).
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A pesquisa traz a discussdo do papel do 6xido nitrico (NO) na avaliacdo do
comportamento imunoldgico de camundongo C57/Black 6 Knockout para éxido
nitrico (KO-NO) por se tratar de uma molécula de extrema importancia na

resposta imune, principalmente no inicio do processo infeccioso.

A caréncia de kits e reagentes no mercado para estudos com o modelo caprino ou
ovino, animais hospedeiros naturais do patégeno, limita algumas vezes as
pesquisas. Diante deste fato, o modelo murino vem sendo utilizado para estudos
da doenca, ndo apenas pelos aspectos semelhantes na patogénese em relacao
ao observado em pequenos ruminantes, como também pela grande abrangéncia
do uso destes animais em todo o mundo. Outro fator da escolha por
camundongos deriva dos bons resultados em estudos ao longo das ultimas
décadas, além dos resultados em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa do
laboratério de imunologia da Universidade Federal da Bahia (VALE, 2005; COSTA
SILVA, 2010), e por se tratar de um animal de facil criacdo e manipulacéo, facil
custo de manutencdo, com uma grande diversidade genética e com metodologias
ja consolidadas de remocdo de genes, originando camundongos Knockout.
Observa-se a necessidade de realizacdo de pesquisas in vivo, que venham
acrescentar informacdes que favoreceram a compreensdo da doenca e para o

controle da LC nas regides dos produtores de pequenos ruminantes.

O NO tem sido descrito por varios autores como uma das mais importantes
moléculas de defesa contra agentes infecciosos. O modelo de infec¢cdo por C.
pseudotuberculosis pode auxiliar na elucidagdo da importancia do NO ao usar
protocolos de estudo com camundongos Knockout e selvagem. A partir de tais
consideracdes, o0 objetivo deste estudo €é avaliar aspectos da resposta
imunolégica de camundongos C57/Black 6 Selvagem e KO-NO, durante a
infecgao por C. pseudotuberculosis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 LINFADENITE CASEOSA

A LC é uma doenca infecto-contagiosa causada por C. pseudotuberculosis uma
bactéria que € caracterizada como um bacilo pleomorfico, Gram positivo,
intracelular facultativo de macréfagos, imével, ndo esporulado, anaerdbico
facultativo, com dimensdes que variam entre 0,5 - 0,6 um de didmetro e 1-3 pm
de comprimento, podendo apresentar forma cocoide, além de se apresentar ou
formando grupamentos irregulares, pequenos, brancos e secos (BATEY, 1986;
MERCHANT; PACKER, 1975; QUINN et al., 1994). E uma bactéria mesofilica,
cuja temperatura ideal de crescimento € 37°C com um pH entre 7,0 e 7,2
(MERCHANT; PACKER, 1975).

A identificacdo de C. pseudotuberculosis pode ser feita através das suas
caracteristicas morfotintoriais e de crescimento em determinados meios de
cultura, auxiliados por provas bioquimicas e pelo padrdo de hemdlise no agar
sangue (MOURA-COSTA, 2002). Os caprinos e ovinos sdo geralmente os
maiores alvos e a infec¢do caracteriza-se pela formacao de granulomas contendo
pus (VALE et al, 2003). A doenca pode ser apresentada na forma superficial e
visceral. Segundo Alves e Pinheiro (2003) os granulomas localizam-se,
inicialmente, nos linfonodos superficiais (Figura 1), podendo ser na regido da
mandibula, abaixo da orelha, na escépula, e na regido mamaria. Apresenta-se
também, nos ganglios internos (mediastinicos, toracicos) e 6rgdos como 0s

pulmdes, o figado e, em menor escala, o baco, a medula e o sistema reprodutivo.

Figura 1 — Animai
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Fonte: Arquivo do autor
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Todavia, esse granuloma, que é um mecanismo de defesa do hospedeiro, torna-
se um mecanismo de protecdo para o patdégeno, pois impede que anticorpos, bem
como antibidticos, adentrem na estrutura devido a sua camada fibrosa (COSTA
SILVA, 2010). Quando os linfonodos superficiais sdo afetados, ocorre
acometimento da pele e dos tecidos subcutdneos do animal, sendo entéo,
chamada de LC externa, onde a drenagem ou ruptura do granuloma pode levar a
contaminagcdo do meio ambiente, além de permitir a introdugdo do microrganismo
causador dessa doenca em animais saudaveis (NAIRN; ROBERTSON, 1974).

2.1.1 Histoéria

A descricdo da C. pseudotuberculosis no século XIX foi pequena na Europa,
talvez pela baixa ocorréncia neste continente, porém, nessa mesma época foram
relatados alguns casos na Turquia, Egito e nas Américas (GARCIA et al., 1987).
A C. pseudotuberculosis foi isolada pela primeira vez em 1891 pelo veterinario
Priez Nocard, com alteracfes similares a tuberculose do ovino. E assim, foi
denominada pseudotuberculose (PINHEIRO et al, 2000).

Nocard em 1893 voltou a observar o microrganismo em um caso de
pseudomormo em equino e no ano seguinte, Preisz descreveu o microrganismo
detalhadamente, denominando-o de Bacillus pseudotuberculosis ovis. Em 1918,
Eberson sugeriu classifica-lo como Corynebacterium pseudotuberculosis. Com a
edicdo do Manual Bergey muitas das discrepancias foram solucionadas e em
1923 foi denominado de Corynebacterium ovis (ANDRADE, 2007). Na 62 edicao
do Manual Bergey, em 1948 ficou conhecida oficialmente como C.
pseudotuberculosis (BROWN; ORLANDER; ALVES, 1987).

2.1.2 Distribuicdo e Economia

A caprinovinocultura é de fundamental importancia soécio-econémica para o0
Nordeste, ja que a producdo de caprinos e ovinos representa uma opg¢ao na oferta
de carne, leite e derivados, favorecendo o aspecto alimentar, especialmente da

populacdo rural. Segundo Leite (2011) o negdcio envolvendo as duas espécies
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atua como mais um atrativo para ocupar um grande contingente de pessoas,

contribuindo de forma significativa para a fixagdo do homem no campo.

Esta atividade € desenvolvida em todo territério nacional, porém com maior
concentragdo nas regides semi-aridas dos Estados Nordestinos (RIBEIRO;
SILVA; PEREIRA FILHO, 1988). Nos ultimos dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2009, a Bahia € o Estado com o maior efetivo
caprino com 30,2%, seguido por Pernambuco (17,9%). Em relacdo a criacdo de
ovinos o Rio Grande do Sul respondeu por 23,5% do total de animais como maior
produtor, seguido da Bahia, com 18,0%.

A criacao dessas espécies vem sendo incrementada em outras regiées do pais, a
exemplo da regido Sul tornando-se uma alternativa nutricional das populacdes de
baixa renda, visando o consumo da carne, e principalmente do leite caprino
(BARCELLOS; SILVA; MARQUES JR, 1987), bem como, a producao de queijos
finos (GUIMARAES et al., 1989), ou como substituto do leite bovino para
pacientes com intolerancia (STHELING; SOUZA, 1987).

Diante da conjuntura que se faz presente, o Nordeste brasileiro vem despontando
ao longo dos anos, como area desta vocacao pecuaria, na exploracdo desses
pequenos ruminantes domésticos. Essa demanda esta baseada nas
caracteristicas de adaptacdo a climas desfavoraveis, o que ¢é fortemente
influenciado pelos seus habitos alimentares. Outro fator positivo se da pela
caracteristica reprodutiva de poliestria continua, ou seja, apresentam cio e ovulam
ao longo de todos os meses do ano, onde o fotoperiodo ndo constitui fator que
limite a reproducédo, uma vez sejam atendidas as necessidades na alimentagéo,

nutricio e continua atencdo na saude dos animais (SIMPLICIO et al, 2006).

Os mais recentes registros de prevaléncia foram apresentados por Meyer (2004),
que estudou a soroprevaléncia desta zoonose no semi-arido baiano, obtendo um
percentual médio de 46,66%. Entretanto, dentre as trés microrregides estudadas,
Baixo e Médio S&o Francisco evidenciaram prevaléncia de 58,01%, Piemonte da

Diamantina, e a microrregido Nordeste apresentaram prevaléncias de 37,76% e
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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 percentuais
estejam relacionadas com o tamanho da populacdo caprina e com as densidades

populacionais, que sdo maiores na regiao do Baixo e Médio S&o Francisco.

2.1.3 Transmissao

Entre os fatores de incidéncia da LC no Nordeste do Brasil pode-se relacionar o
tipo de vegetacdo encontrada no bioma caatinga, o qual é caracterizado pela
presenca de pequenas arvores, arbustos com presenca de espinhos, que, se
contaminados com 0 microrganismo, ao serem consumidos pelos animais e/ou
entrarem em contato com as suas peles, provocam ferimentos que servem como
porta de entrada para a acdo da bactéria (ASHFAQ; CAMPBELL, 1980;
UNANIAN; SILVA; PANT, 1985).

A disseminacdo de C. pseudotuberculosis no meio ambiente deve-se a ruptura
dos granulomas, cujo material purulento contém elevado nimero de bactérias,
tendo esta uma capacidade de sobreviver no solo por periodo longo. Esse fato
pode ser comprovado pelos estudos de Alves e Pinheiro (2003) onde mostram a
sobrevivéncia e persisténcia do microorganismo em relacdo ao tempo em
diferentes objetos como no préprio animal, que ndo tem tempo definido de
instalacdo; na madeira, podendo permanecer por até uma semana; e na palha por

trés semanas; além do solo, por até oito meses.

2.1.4 Imunidade Inata e Imunidade Adaptativa

A resposta primaria a infeccdo por C. pseudotuberculosis é mediada por
interacdes celulares e citocinas. As reacfes secundarias ocorrem, através de
multiplas vias, como complexo principal de histocompatibilidade (MHC) da classe
Il que identifica macréfagos e varias subpopulacdes de linfocitos, organizadas em
trés regides distintas, identificadas no interior de lesdes encapsuladas onde ha o

recrutamento continuo de linfécitos (GOMES, 2011).
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A imunidade inata é a primeira defesa do organismo contra a entrada de agentes
estranhos, e consiste nos mecanismos celulares e bioquimicos inerentes a
infeccdo. As principais células efetoras da imunidade inata sdo os neutrdfilos,
fagdcitos mononucleares e células NK “natural killer’. Estas sdo responsaveis
pelo atague aos microrganismos que ultrapassam as barreiras naturais do
hospedeiro e penetram nos tecidos, ou na circulagdo. Os principais componentes
da imunidade inata sdo as barreiras fisicas e quimicas, encontram-se
maioritariamente na pele, e nas mucosas do trato respiratorio e gastrointestinal,
células fagocitérias e células NK, elementos do complemento e outras moléculas
inflamatdrias, além de citocinas. Esta linha de defesa também é detentora de
inUmeras caracteristicas e propriedades importantes, tais como a especificidade
relativamente a estruturas partilhadas por determinados grupos de
microorganismos; a diversidade limitada; ndo possui memodria; e ndo apresenta
reacao contra o self (ABBAS; LICHTMAN, 2006).

A resposta imunolégica humoral em animais infectados ou imunizados por C.
pseudotuberculosis € comumente intensa e contribui para tentar efetivar o
controle da infeccao, porém de forma isolada ndo € capaz de elimina-la, mas séo
capazes de impedir a disseminacdo do agente do local de infeccdo para os
orgaos. A resposta mediada por células se constitui na principal arma do
hospedeiro para combater o patogeno (MEYER, et al., 2005), como a ativacao de
macréfagos e neutréfilos. Dessa forma, o perfil de células de resposta Imune Tipo
1 (Thl) é o responsavel pela inducéo da producdo de citocinas essenciais para o
controle da doenca, como a Interleucina 12 (IL-12) que induz a resposta do tipo
Thl, estimula a producao de fator de necrose tumoral (TNF-a) e IFN-y por células
CD4", CD8", NK e macrdfagos (TRINCHIERI, SCOOT, 1995; ABBAS, 2000).

Observa-se também a Interleucina 10 (IL-10) como citocina importante na
regulacdo do sistema imune, pois bloqueia a agdo ou producdo de outras
citocinas como a IL-12, TNF-a, IFN-y, interleucina 4 (IL-4) e a expressdo de
moléculas co-estimulatérias (CD80 e CD86) e MHC classe I, limitando assim a
magnitude de ativacdo e efeito das citocinas liberadas por células T durante a

resposta imune especifica (PESTAKA et al., 2004).
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Pépin et al. (1997) mostraram que o TNF-a teria relevante importancia na fase
inicial da infeccéo, e que a formacdo de granulomas esta ligada a expressao de
algumas citocinas como interferon gama (IFN-y), TNF-o, IL-4, IL-2 e MCP-1.
Outras células importantes s&o os linfécitos B-1, caracterizada por Chevallier et al.
(1998) como um subgrupo dos linfécitos B. Os linfécitos B-1 apresentam
caracteristicas especificas que as diferem dos linfocitos B convencionais, por
apresentarem em sua superficies, marcadores de linhagem mieldide (MAC-1) e
linféide (linfécito T- CD5 e linfocito B — IgM, 1gD e CD19). Em camundongos o
linfocito B-1 pode originar-se no figado fetal ou na medula, além de ser
encontrado em grande quantidade no peritdnio, com uma populacdo que se auto

renova e secretam IgM espontaneamente.

Diversos estudos apontam que C. pseudotuberculosis produz varios fatores de
viruléncia. Para Songer (1997), os dois mais importantes no desenvolvimento da
patogenia da doenca sdo os acidos micdlicos e a exotoxina fosfolipase D (PLD),
contribuindo para a inflamagéo, edema e disseminacdo do microrganismo durante
a formacéo dos granulomas. A acao da PLD na disseminacao do patégeno dentro
do hospedeiro se da pelo fato da exotoxina hidrolisar a esfingomielina, um
componente importante da membrana, em colina e fosfato de ceramida (CARNE;
ONON, 1978). A colina é liberada enquanto a ceramida fosfato fica associada
com a membrana comprometendo as células do epitélio vascular, aumentando a
permeabilidade capilar (CARNE; ONON, 1978; MUCKLE et al., 1992).

2.1.5 Imunidade mediada por citocinas

Mesmo apresentando uma resposta imunolégica humoral a infeccdo por C.
pseudotuberculosis potencializa a produgcéo de variadas citocinas formando um
complexo de interacdo entre as citocinas do perfil inflamatoério e pro-inflamatério,
regulatério e anti-inflamatério (COSTA SILVA , 2010).

O mesmo autor mostra que o TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria que atua
aumentando a permeabilidade vascular recrutando neutréfilos e células

mononucleares para o local da infecgéo, além de estimular a atividade microbicida
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de neutrdfilos e macrofagos, e de um agente indutor de coagulagéo contribuindo

desta forma, como um importante agente na formagéo de granuloma.

A IL-10 foi originalmente descrita como uma citocina produzida por células de
resposta Imune Tipo 2 (Th2) e mediadora de efeitos anti-inflamatoérios, atuando
primariamente em células fagociticas e em células apresentadoras de antigenos,
inibindo a transcricdo e a producédo de citocinas pro-inflamatoérias, tais como TNF-
a e IL-12, a expressao do MHC de classe Il e de moléculas co-estimulatorias, bem
como a producdo de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 2001).

A IL-2 é uma citocina produzida pelas células T CD4+ , e em menor quantidade,
pelas células T CD8+. Esta atua sobre as mesmas células que a produzem,
funcionando como um fator de crescimento autécrino. Entre outas funcgdes,
estimula o crescimento das células NK e facilita sua acao citolitica. Age também
sobre os linfocitos B na formag&o de anticorpos. Ja4 o (IFN-y) trata-se de uma
citocina que promove a modulacdo da resposta imune pelo controle da expressao
das moléculas de MHC classes | e Il por diversos tipos de células. Participa da
ativacdo e regulagdo da diferenciacdo de fagoécitos induzindo a expresséo de
moléculas co-estimulatorias e a producao de produtos microbicidas como radicais
de oxigénio e NO. Possui também a capacidade de regular a ativacdo e a
diferenciacédo das células T CD4+, tornando esta citocina um componente chave
no curso da resposta imune (MEYER et al.,, 2005; ABBAS; LINCHTMAN;
PROBER, 2008).

Interferon-y € o principal indutor da funcédo efetora na infec¢cdo de macréfagos com
micobactérias, desenvolvendo também um papel significativo na formacao e
organizacdo de granulomas na resposta contra esse patdogeno (EHLERS et al,
2001). Essa citocina induz macrofagos a produzirem NO devido a acao da enzima
oxido nitrico sintase induzida (iINOS), processo conhecido como via classica
ativacdo (HESS et al, 2001; WYNN, 2004). A producao de IFN-y é induzida pela
citocina IL-12 que tem sido descrita como uma citocina pré-inflamatéria secretada

por macrofagos e células B em resposta a infec¢gbes bacterianas.



26

Em relag&o a interleucina 6 (IL-6), trata-se de uma citocina produzida por muitos
tipos celulares, incluindo fagocitos mononucleares, que estimula a sintese de
proteinas de fase aguda, bem como o crescimento de linfocitos B produtores de
anticorpos. A Interleucina 17 (IL-17) trata-se de uma citocina pré-inflamatéria que
se expressa quando se ativam os linfocitos T de memoria. Promove inflamacgéo
induzindo a producdo de citocinas inflamatérias como IL-6, IL-1 e TNF-a em
células endoteliais (ABBAS; LINCHTMAN; PROBER, 2008).

2.2 OXIDO NITRICO

O NO é um gas solavel, de férmula quimica NO altamente lipofilico sintetizado
pelas células endoteliais, macrofagos e neurdnios (MONCADA, 1999). Conforme
figura abaixo, a sintese de NO se realiza por acdo de uma enzima, a 6xido nitrico
sintase (NOS) a partir do aminoacido L-arginina, que é transformada em um
intermediario N®-hidroxi-L-arginina formando NO e L-citrulina necessitando da
presenca de dois co-fatores, o oxigénio e o0 nicotinamida- adenina-dinucleotideo-
fosfato-hidrogénio (IACOPUCCI, 2010).

Figura 2 — Desenho esquematico da sintese do NO
a partir da L-arginina

NADPH NADPH

®—-0—-0:0

L-Citrulina NO

Fonte: Arquivo do autor

O NO é um importante sinalizador intracelular e extracelular, e atua induzindo a
guanil ciclase, que produz guanosina monofosfato ciclico (GMP) que tem entre
outros efeitos o relaxamento do mdusculo liso o que provoca, como acdes
bioldgicas, a vaso e broncodilatacdo (MONCADA, 1999), além disso contribui
para inibir outros processos como a agregacdo plaquetaria, a adesdo de
leucocitos ao endotélio e a producdo de endotelina que sédo peptideos
(mensageiros quimicos) que promovem constriccdo dos vasos sanguineos e

aumentam a pressao arterial (VILHENA, 2006).
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Ha duas décadas, considerava-se o NO um gas nocivo, toxico e reativo, que
existia livre na natureza por ndo mais do que alguns segundos. Com a descoberta
gue o NO é biossintetizado se transformou a visdo que a ciéncia tinha sobre essa
molécula. Os estudos mostraram que existia a producdo endégena de NO e que
ela esta relacionada a inUmeros processos fisioldgicos, desde a regulacdo da
funcd@o cardiovascular, participacdo em processos ligados a memoria, incluindo
respostas do sistema imune (VILHENA, 2006).

Estudos subsequentes, desenvolvidos por Hibbs et al. (1987) esclareceram a
origem do NO*, estabelecendo a L-arginina como o aminoécido essencial para a
sua producdo. Em 1987 Palmer et al. demonstraram que o fator de relaxamento
derivado do endotélio era 0 NO. Da mesma forma que o NO contribui para a
manutencdo de varios fatores benéficos ao nosso organismo, ele também pode
ter participacdo negativa em véarias doencas, como exemplo, numa resposta
inflamatoria sistémica - que geralmente € causada pela presenca de um agente
infeccioso na corrente sanguinea - pode levar a uma producdo exagerada de NO
pelos macréfagos, o que levaria a uma vasodilatacdo generalizada podendo
causar hipotenséao.

Muitos estudos estdo sendo realizados sobre a influéncia do NO sobre algumas
condicBes patoldogicas como asma, artrite reumatdide, lesdes ateroscleréticas,
tuberculose, esclerose mudltipla, Alzheimer e gastrite induzida por Helicobacter
pylori (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Diante do aumento da importancia nas pesquisas, a investigacao do papel do NO
na sinalizacdo celular tornou-se uma das areas que mais se desenvolvem. Como
exemplos da importancia dessa area podemos citar a escolha do NO como
molécula do ano em 1992 (Science), a criacdo em 1997 de um periédico dedicado
exclusivamente a NO (Nitric Oxide: Biology and Chemistry), o Prémio Nobel dado
a Furchgott, Ignarro e Murad, em 1998 (VILHENA, 2006).

Para Moncada, Palmer e Higgs (1989) a investigacdo corrente e futura ir4

expandir o arsenal terapéutico de médicos para controlar um namero importante
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de doencas, através de intervencdo na formacdo e no metabolismo de NO. As
expectativas nesse campo de atuagédo tém estimulado o interesse na pesquisa em

direcdo a uma lista cada vez maior de potenciais aplicacdes médicas.

2.2.1 Sistema imunoldgico e a atuacdo do NO

Os Neutrofilos e macrofagos sédo as principais células do sistema imune
envolvidas na resposta contra C.pseudotuberculosis nos primeiros estagios da LC
(JOLLY, 1965; HARD, 1975). Além dessas células, para o controle da infeccao
sd0 necessérias a presenca de subpopulagbes de linfocitos CD4 e CD8, bem
como de macrofagos ativados (JOLLY, 1965; LAN et al, 1998).

O NO produzido por macréfagos é um importante agente na eliminacdo de
patégenos intracelulares e a ndo producdo desse efetor em resposta aos
componentes bacterianos explicaria o0 desenvolvimento de infeccbes
exclusivamente crénicas observadas em pequenos ruminantes (GREEN; NACY;
MELTZER, 1991). A incapacidade do macréfago em  destruir
C.pseudotuberculosis pode estar relacionada a ndo producdo do NO quando
essas células estdo sob estimulo dos antigenos desse patégeno (BROGDEN et
al., 1990).

A funcdo do NO no sistema imunoldgico € bem diferente do que em neurdnios ou
na vasodilatacdo. Macr6fagos contém uma terceira forma de enzima que € a
INOS é induzida por agentes citotoxicos. A ativacdo de células TCD4+ leva a

producdo de IFN-y, que ativa os macrofagos induzindo a producdo de NO e

consequentemente a destruicdo da bactéria (MACHADO et al, 2004).

Muitos outros tecidos podem apresentar também a iNOS, incluindo as células do
endotélio vascular, do musculo liso, além das células nervosas, porém ao
contrario da forma neural de 6xido nitrico sintase (NNOS) e da forma endotelial de
6xido nitrico sintase (eNOS), essa iINOS n&do depende de Ca*? (VILHENA, 2006).
Ja foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas constitutivas em

determinadas células e uma induzivel, recebendo as siglas respectivas da forma
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constitutiva do 6xido nitrico sintase (cNOS) e INOS. Sao semelhantes
estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e induzidas a partir de genes
localizados nos cromossomos 7 (isoforma 1), 12 (isoforma Il) e a isoforma Il no
cromossomo 17 (WANG; MARDSEN, 1995).

Segundo estudos de Stuehr et al. (1991) a enzima cNOS esta presente no
cérebro e inicialmente foi purificada no cerebelo do camundongo e do porco. Esta
proteina, atualmente clonada de cérebros humanos, mantém uma sequéncia de
aminoacidos altamente conservada entre as espécies, ocorrendo 93% de
identidade entre a cNOS de humanos e camundongos. A eNOS ou Isoforma Il é
expressa constitutivamente nas células endoteliais podendo também ser chamada
de EC-NOS “endothelial constitutive NO synthase”, (POLLOCK et al., 1991). A
INOS ou Isoforma Il ndo é expressa constitutivamente, ou seja, hdo esta presente
de modo habitual, sendo induzida nos macréfagos e outras células por

lipopolisacéarideos bacterianos como também através de citocinas.

A ligacdo de bactéria a macréfagos, particularmente ligacao via receptores tipo
Toll, resulta na producédo de TNF-a, que age de maneira autdcrina para induzir a
expressdo do gene da iINOS resultando na producdo de NO. Se a célula é
também exposta ao IFN- y é produzido NO adicional. O NO liberado pela célula é
toxico e pode matar também microrganismos que estiverem proximos ao
macrofago (MAYER, 2006).

2.2.2 Sintese da Enzima iNOS e Mecanismo de a¢édo do NO

A sintese da iNOS se inicia a partir da inducao por citocinas. As sequéncias de
DNA do macréfago responsaveis pela sintese desta enzima sdo sensibilizadas
para formar o RNA mensageiro, sendo liberado posteriormente para o citosol
onde acontecera a tradugdo. Sendo assim, produzida a proteina que na presenca
de co-fatores sofrera enovelamento, tornando-se ativa, formando a enzima iNOS,
gue comeca a sintetizar NO a partir de L-arginina. No interior do macrofago, o NO
gerado difunde-se em todas as dire¢des, proximas ao local onde foi produzido
(VILHENA 2006). Segundo Dusse, Vieira e Carvalho (2003) o NO resultante da
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ativacdo da iNOS possui agdo citotdxica e citostética, promovendo a destruigdo
de microrganismos, parasitas e células tumorais. A citotoxidade do NO resulta da
sua acao direta ou da sua reacdo com outros compostos liberados durante o

processo inflamatorio.

O mecanismo de acdo direta do NO se da pela sua reacdo com metais
(especialmente o ferro) presentes nas enzimas do patégeno (JAMES, 1995).
Desta forma, sdo inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para a cadeia
de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para o mecanismo de
proliferacdo celular. Nas infec¢des, células ativadas como macréfagos, neutréfilos
e células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do
oxigénio, e a acao citotdxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua
reacdo com esses intermediarios do oxigénio. Uma acdo toxica cooperativa de
NO e anion superoxido (O2-) resulta na formacdo de peroxinitrito (ONOO-), um
poderoso oxidante de proteinas (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos da resposta imunoldgica de camundongos C57/Black 6

Selvagem e KO-NO, durante a infec¢do por C. pseudotuberculosis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a suscetibilidade de camundongos KO-NO, na infeccdo por C.

pseudotuberculosis;

e Determinar o padrdo da migragéo celular para a cavidade peritoneal em
camundongos infectados por C. pseudotuberculosis;

e Comparar o peso do baco entre os grupos, apoOs infeccdo por C.
pseudotuberculosis;

e Estudar a disseminacao da infec¢do por C. pseudotuberculosis através da

contagem de unidades formadoras de coldnias no linfonodo mesentério;

e Analisar a resposta imune humoral (producdo de anticorpos totais e

subclasses) de camundongos infectados por C. pseudotuberculosis;

e Avaliar a resposta imune celular de moléculas CD4 e CD8 durante a

infecgao por C. pseudotuberculosis.
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4 HIPOTESE
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O NO é um importante mediador da resposta imunoldgica na infeccdo por C.

pseudotuberculosis contribuindo para minimizar o processo imunopatolégico.
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5 DESENHO EXPERIMENTAL
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Cultivo bacteriano
C.pseudotuberculosis
[
N
Preparacao do inoculo
(Infeccdo)
J
[ C57/Black 6 Selvagem ] [ C57/Black 6 KO-NO ]

C. negativo Infectado T1 C. negativo Infectado T1
(4 animais) (10 animais) (4 animais) (10 animais)

[ Sacrificio camundongos C57/Black 6 Selvagem e KO-NO (7, 14 dias) ]
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6 MATERIAIS E METODOS
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6.1 BACTERIAS

Foi utilizada uma linhagem de C. pseudotuberculosis, provenientes da cole¢éo do
laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) — UFBA
denominada Linhagem atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis (T1).
Trata-se de uma linhagem que vem sendo trabalhada em muitos experimentos no
laboratorio do instituto de ciéncias da saude. A linhagem foi identificada pelo teste
‘APl coryne” (BioMérieux AS, Marcy-I'Etoile, Franga), semeada em meio de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e posteriormente cultivadas a 37°C, por 48
horas. Essa linhagem T1 de C. pseudotuberculosis foi isolada, a partir de
granuloma de linfonodo caprino, na regido de Santa Luz no estado da Bahia. Foi
considerada naturalmente atenuada por apresentar hemdlise sinérgica
com Rhodococcus equi menos intensa que o0s demais isolados selvagens.
(DORELLA et al., 2006; MOURA-COSTA et al., 2008).

6.2 PREPARACAO DO INOCULO

A linhagem T1 de C. pseudotuberculosis foi cultivada em meio BHI por 72 horas a
37°C em tubos de 5 mL. Apos este periodo, a suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. A massa bacteriana foi entdo
ressuspensa em 5 mL de solucao fisiolégica de cloreto de sdédio (NaCl a 0,9%) e
homogeneizada em vortex. Para ajuste da concentracdo em unidades formadoras
de colbnias (UFC/mL), foram feitas 11 diluicbes decimais em solucao fisioldgica.
Para isto foram usados 11 tubos com 4,5 ml desta solu¢cdo. Foram retirados 0,5
ml da suspenséo bacteriana e colocados no primeiro tubo com 4,5 ml de solugéo
fisioldgica. Este tubo foi marcado como 10 correspondendo & diluicdo de 1:10.
Os demais tubos seguiram 0 mesmo processo, sempre com o0 inoculo
correspondendo a 0,5 ml da diluicdo anterior, agitada no vortex, conforme figura
3. Posteriormente foram usados 100uL das cinco ultimas diluigbes que foram
semeados por disseminacdo em agar BHI, com auxilio de uma alca de Drigalsky.
Este procedimento foi feito em duplicata para cada diluicdo. Apds 48 horas a 37°C
foram separadas as duplicatas da diluicdo que apresentou entre 30 e 300

colénias. Foram contadas as colonias de cada uma das duas placas, estabelecida
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a média do numero de coldnias e multiplicado pelo valor da diluicdo. Desta forma
foi possivel estimar o numero de UFC/mL.

Figura 3 — Desenho esquemaético da diluicdo no preparo do inéculo

0,5 mL da msitura

TN TN PN FENTENFENFES S G SN

=N

soro fisioldgico

Fonte: Arquivo do autor

6.3 PREPARACAO DE MATERIAL DE ANTIGENOS SECRETADOS DE C.

pseudotuberculosis

Para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos para deteccdo da resposta
imune humoral dos camundongos infectados foram produzidos 3 litros de cultura
em caldo BHI contendo a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis, mantida a 37°c
por 72 horas. Nesse processo, a bactéria cresce na superficie do meio. Na
centrifugacéo levou-se em conta o nivelamento do liquido, para o equilibrio na
centrifuga. O meio com a bactéria foi colocado na rotacdo de 12.000g por 30
minutos. Apos esse tempo o sobrenadante no fluxo laminar, foi filtrado, usando

bomba de filtro.

Apo6s o término da filtragem, colocou-se o material em beckers de 3 litros e
acrescentou-se o sulfato de amonia a 30%, que ioniza as proteinas, formando um
sal. Essas proteinas se agregam e precipitam. O contetudo dos beckers tiveram o
pH ajustado em 4,0 com &cido cloridrico (HCI), acrescentando-se apés butanol.
Para cada litro de sobrenadante acrescenta-se 1 litro de butanol. Os balbes
devem ser homogeneizados fortemente, sendo que o conteudo de cada balédo
devera ser colocado em beckers. Durante esse processo, o material ficou de
repouso por 1 hora. O butanol como é mais denso que o0 meio e do que as

proteinas, este fica sobre os dois. O anel protéico no becker foi coletado com uma
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pipeta e colocado em um tubo falcon de 50 ml, centrifugados e o antigeno
colocado no saco de didlise. Com o uso de um Becker de 1 litro, colocou-se a
solucédo de tampéo fosfato, onde foram diluidos 20 ml de tamp&o para 1 litro de
agua destilada. Em seguida foi colocado o saco de dialise, submergindo no
tampédo fosfato. Colocou-se dentro do Becker um agitador magnético onde a
solucgéo ficou a 4° C. O tampao foi trocado de 12h em 12h, por 48 horas.

6.4 ANIMAIS

Foram utilizados, no experimento, 28 camundongos, sendo 14 animais C57/Black
6 KO-NO e 14 camundongos C57/Black 6 selvagens (Figura 4), com idades entre
6 - 8 semanas, do sexo feminino, adquiridos no Biotério do Centro de Pesquisa
Gongalo Muniz, da fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ). Durante o
experimento os animais foram mantidos no biotério do laboratorio de imunologia
da Universidade Federal da Bahia. A pesquisa desenvolvida foi aprovada pelo
comité de ética no uso de animais do Instituto de ciéncias da Saude sob o nimero
006/2010. Os animais de cada espécie foram divididos em 2 grupos, organizados

da seguinte forma:

e 08 animais para o grupo controle (4 Selvagens e 4 KO-NO)
e 20 animais infectados por C. pseudotuberculosis (sendo 10 do grupo

selvagem e 10 do grupo KO-NO)

T

Figura 4 — Camundongos C57/Black 6 Selvagem e KO-NO com 6-8 semanas

Fonte: Arquivo do autor
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6.5 OBTENCAO DE SANGUE POR PUNCAO CARDIACA

Foi aberta a cavidade toracica dos animais, observando os batimentos cardiacos
ainda presentes. Apoiou-se 0 coracdo com uma pinc¢a introduzindo a agulha
(tamanho 25x0,7), acoplada em uma seringa de 5mL. Em seguida aspirou-se o
méaximo de sangue possivel podendo retirar e reintroduzir a agulha varias vezes
(Figura 5).

Fig. 5 - Puncéo Cardiaca em KO-NO Fig. 6 — Sangue obtido - puncéo cardiaca

s

Fonte: Arquivos do autor

Dispensou-se todo o sangue obtido em um eppendorf devidamente identificado
(figura 6). O sangue foi incubado a temperatura ambiente (TA) durante 01 a 02
horas para coagular. Em seguida, centrifugou-se a 1500g por 10minutos, em TA.
O soro foi retirado e acondicionado em outro eppendorf devidamente identificado.
Em seguida acondicionou-se o soro dos animais em freezer na temperatura de -
20° C.

6.6 DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADE FORMADORA DE COLONIA
(UFC) NO LINFONODO MESENQUIMAL

O linfonodo foi removido assepticamente (figura 7) e posteriormente foi
divulsionado/macerado usando-se duas agulhas estéreis em 500 pL de solucéo
fisiolégica estéril, conforme figura 8. A seguir 100 pL desta suspensado foi
semeada por disseminacdo em Agar BHI por 48 horas a 37°C, como observado

na figura 9. ApGs este periodo foi estabelecida a contagem das col6nias,



42

contando-se as colbnias formadas e multiplicando-se por cinco (lembramdo que o

material foi diluido em 500mL e s6 foram semeados 100 mL, ou seja 1/5 do total).

Fig.7 — Retirada de linfonodo mesenquimal Fig.8 - Linfonodo divusionado para cultivo

Fonte: Arquwos do autor Fonte: Arquivos do autor
Essa metodologia foi aplicada para avaliacdo da migracdo bacteriana, baseada

como visto por Paes-Jorge (2010) a qual avaliou a disseminacdo do fungo

Agaricus blazeita em camundongos Balb/C.

Fig. 9 - Placa contendo material dlvu5|onado para cultlvo

Fonte: Arauivos do autor

6.7 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS DO LAVADO
PERITONEAL

Foi feita uma incisdo na regido abdominal (na altura da linha alba — rebatendo

apenas a pele sem abrir a cavidade abdominal) sempre em condi¢fes estéreis no



43

fluxo laminar. Em seguida foram introduzidos 1,5 ml de soro fisiolégico na
cavidade abdominal (Figura 10), massageando-se o abdémen do animal por 30
segundos para em seguida recuperar o maximo do liquido introduzido utilizando
uma seringa de 3 mL. Esse material foi acondicionado em eppendorf
devidamente identificado. Foi importante definir o volume recuperado com o

auxilio da marcagédo de volume da seringa, conforme figura 11.

Fig. 10 — Introdugé&o de 1,5 ml de soro fisiologico
na cavidade peritoneal (CP) Fig. 11 — Volume recuperado da CP

Fonte: Arquivos do autor Fonte: Arquivos do autor

Realizou-se a contagem de células totais em 40 pl da suspensédo utilizando o
contador automatico de células (Hemocytometer). O proximo passo foi a
realizacdo da preparagao do citoesfregago (cytospin), como se observa na Figura
12. Foram preparadas duas laminas por animal, acrescentando 60pL do lavado
em cada cacgapa do aparelho, centrifugando por 16 minutos a 500rpm em
temperatura ambiente. A preparacdo da lamina no aparelho seguiu a seguinte
ordem: Lamina (externamente) + papel filtro + acrilico (voltado para o centro do
aparelho). Logo ap6s o tempo decorrido foi retirada as laminas, aguardando-as
secar, realizando a coloragdo de Wright. Incubou-se a lamina (coberta
completamente) com o corante durante 4 minutos. Acrescentou-se agua destilada
aguardando o tempo de 12 minutos, lavando com agua. No final, limpou-se, com
0 auxilio de uma gaze o verso da lamina. Foi realizada a contagem diferencial de
leucdcitos utilizando um microscopio optico em objetiva de imersédo (aumento de

1000X), realizando a contagem de 100 células.
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Fig. 12 — Preparacéo do citoesfregaco

Fonte: Arquivos do autor

6.8 OBTENCAO DE CELULAS ESPLENICAS

O animal foi sacrificado e pesado conforme observado na figura 13, tendo o baco
removido e transferido para uma placa de petri de 35mm, onde foi medido,

pesado e registrado o valor (Figuras 14 e 15).

Fonte: Arauivos do autor

Foi determinado pesar 40mg do baco, para proceder a maceracao, acrescentando
1mL da solucéo inibidora de proteases (Protease Inihibitor Cocktail - Sigma
Aldrich), como visto na figura 16. O 6rgédo foi macerado com o auxilio do embolo

de uma seringa de 5 mL (Figura 17), o que gerou uma suspenséao celular.
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Fig. 14 — Baco retirado de camundongo KO-NO Fig. 15 — Bago de C57/Black 6 Selvagem

Fonte: Arquivos do autor Fonte: Arquivos do autor

O material foi transferido para um eppendorf devidamente identificado, onde este
foi centrifugado a 450g, por 10 minutos, a 4°C. Resuspendeu-se as células em
3mL de soro fisioldgico e procedeu a contagem total de células pelo contador
automatico CELM cc-530.

Fig.16— Diluicéo de parte do bagco com soro Fig.17— Maceracéo: Obtencéo de células
fisiol6gico para preparo da maceracao esplénicas

Fonte: Arquivos do autor Fonte: Arquivos do autor

Essas células foram ajustas para 500.000 células em 500uL em tubos de
poliestireno, utilizados no citdbmetro de fluxo, onde foi acrescentado os anticorpos
para a marcacdo de CD3, CD4 e CD8. A leitura dos experimentos foi realizada no
citbmetro de fluxo (FACScalibur — BECTON DICKINSON, San Jose, EUA).
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6.9 ELISA INDIRETO PARA DOSAGEM DE IgG E SUBCLASSES

No teste de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), inicialmente
sensibilizou-se a placa com 100 ul do antigeno (BHI) diluido 1:100 em tampé&o
Carbonato Bicarbonato 0,5M pH 9,6 — deixando a 4°C “overnight” em camara
Uumida. Em seguida, lavou-se rapidamente duas vezes com 200 pl/po¢co com o
tampdao de lavagem: solucdo salina tamponada com fosfato— 0,05% de Tween 20
(PBS-T). Feito esse procedimento, realizou-se o bloqueio da placa adicionando
200 pl/poco de solucdo (leite desnatado) & 5% em PBS-T e incubou-se por 2
horas a 37°C. Logo ap0s, descartou-se a solucao de blogueio.

Lavou-se rapidamente uma vez com o tampao de lavagem. Posteriormente foi
adicionado 50 pl do soro diluido 1:100 em PBS -T , Molico 1% e incubou por 1
hora a 37°C. A placa foi lavada cinco vezes com solugcdo de lavagem,
acrescentado 50 pl do conjugado anti-mouse marcado com peroxidase na diluicdo
de 1:20.000 em PBS-T. A placa foi incubada 45 minutos a 37°C e posteriormente
lavada novamente. Para finalizar adicionou-se 50 ul de solucdo reveladora TMB.
Depois do teste concluido, incubou-se 15 minutos a temperatura ambiente e foi
interrompida a reacdo com 25 ul de &cido sulfdrico (H,SO4 4 N). Os resultados
foram obtidos no fotocolorimetro automatico para leitura de ELISA com filtro
490nm.

6.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi empregado a versdo 15.0 do programa Statistical
Package for Social Sciences - SPSS® realizando o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para avaliar se houve diferenca estatistica entre 0s grupos, € o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar diferencas dentro do mesmo grupo.

Para o desenho dos gréficos foi utilizado o programa Graphpad prism 5 ©.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
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7.1 CURVA DE MORTALIDADE

No gréafico 1 encontram-se representados os valores da curva de mortalidade dos
camundongos C57/Black 6 KO-NO com 14 dias de infeccdo. A mesma analise foi
realizada com os camundongos C57/Black 6 selvagem, e nao se verificou
mortalidade em nenhum dos dois grupos (controle e infectado) no mesmo
intervalo de tempo. Esses resultados dos camundongos selvagens, corroboram
com estudo de Sacks; Noben-Trauth (2002), os quais afirmam que 0s animais
C57/Black 6 tém sido vistos como resistentes a parasitas intracelulares, com a
capacidade de gerar uma resposta imune de padrdo Thl, capaz de estimular
macrofagos, promovendo desta forma a eliminacdo dos parasitas intracelulares.
No gréafico abaixo, observa-se que com quatro dias ja houve perda nos animais
KO-NO infectados com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis. A partir dos dias
10, 11, 12 e 14 foi possivel perceber no grafico uma curva descendente até o dia
do sacrificio. Trabalhos de Zahrt; Deretic (2002), com Mycobacterium tuberculosis
em camundongos C57/Black 6 tratados com inibidores da iINOS, mostram que a
sobrevida desses animais decaem de 120 para 34 dias, o que pode indicar 0s

resultados achados nesse trabalho referente aos camundongos Knockout.

GRAFICO 1- Curva de mortalidade
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Determinacéo da curva de mortalidade de camundongos C57/Black 6 KO-NO, com
14 dias de infec¢cdo com 10’ UFC por C. pseudotuberculosis.
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A mortalidade entre os animais C57/Black 6 selvagens e KO-NO que receberam a
mesma concentracdo bacteriana de 10’ unidades formadoras de col6nias,
provavelmente esta relacionado a auséncia do NO. A concentracao bacteriana foi
determinada a partir de experimentos realizados por Vale (2005), demonstrando
gue essa dose foi capaz de ativar componentes da resposta humoral e celular em
modelo murino Balb/C. A mesma bactéria T1 em animais CBA utilizando a dose

de 10? n&o foi capaz de estimular uma resposta imune (COSTA SILVA , 2010).

Essas mortes podem indicar o que Hibbs et al. (1988) afirmaram que o NO é o
principal mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas. Como esses
animais nao tinham producéo, estavam mais susceptiveis para a infeccao. Outro
fato importante € que o IFN-y acentua a funcdo microbicida de macrofagos
mediante a estimulacdo da sintese de intermediario reativos de oxigénio e NO
(CHARO; RANSOHOFF, 2006). Como os animais Knockout ndo possuem a
INOS, enzima responsavel pela producdo de NO, a presenca do IFN-y,
provavelmente ndo é capaz de estimular esses macréfagos, o que pode esta
relacionado a mortalidade observada. Esses resultados corroboram com os de
Borges et al. (2009), onde eles afirmam que a deficiéncia na enzima iNOS faz
com que camundongos Knockout apresentem elevada susceptibilidade a

infeccdo, mostrando que o NO constitui uma importante molécula microbicida.

7.2 QUANTIFICACAO DE CELULAS TOTAIS DO LAVADO PERITONEAL

No grafico 2 encontram-se representados os dados da quantificacdo da
celularidade total no lavado peritoneal de camundongos C57/Black 6 selvagem e
KO-NO infectados por C. pseudotuberculosis (grupo controle, sete e 14 dias de
infeccdo), com valores descriminados em x10°. Observa-se médias quantitativas
de células de 1, 865; 1,640 e 2,886 respectivamente para 0s animais selvagens e
2,577; 14,388 e 9,85 para os animais KO-NO. A quantificacdo foi determinada
pelo contador automatico de células CELM cc-530.

Devido aos dados n&o apresentarem uma distribuicdo normal foi realizando o

teste ndo paramétrico Mann-Whitney para avaliar se houve diferenca estatistica
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entre os grupos selvagem e KO-NO quanto a quantidade de células do lavado
peritoneal. Verifica-se uma diferenca entre grupos selvagem e KO-NO com sete
dias de infeccao, (p = 0,009), ndo havendo diferenca estatisticamente significante
entre os grupos infectados com 14 dias. Observa-se também um aumento dentro
do grupo Knockout entre o controle e a infec¢cdo com 07 dias com (p = 0,053), nédo

havendo diferenga estatisticamente significante.

GRAFICO 2 — Quantificacéo de células totais do Lavado peritoneal

Lav. Peritoneal

Células aspiradas de camundongos C57/Black 6 selvagens e KO-NO com soro
fisiologico apds infeccédo por C. pseudotuberculosis e processadas pelo contador
automatico de células CELM cc-530

O mecanismo de viruléncia da C. pseudotuberculosis basea-se na presenca de
antigenos de superficies (somatico) e antigenos secretados como a PLD. Esse
mecanismo, segundo Vale (2005), para ser combatido pelo sistema imune,
baseando-se na premissa de que a resposta imune celular do tipo Thl é a
resposta necessaria para controlar a infeccdo e eliminar este patdogeno. Desta
forma, os resultados obtidos por esta autora demonstraram a existéncia, nos
diferentes antigenos, de moléculas capazes de induzir in vitro citocinas e
subclasses de anticorpos tipicos da resposta Thl e em menor intensidade da

resposta Th2.
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Esses antigenos sdo responsaveis pelo estabelecimento de um processo
inflamatério e culminam na atracdo e ativacdo de células de defesa,
principalmente células fagocitarias, para o sitio da infeccdo, o que corrobora com
os experimentos de Mitchell et al (2006) no qual foi observado que os leucocitos
migram através de jungfes interendoteliais e se dirigem aos sitios de inflamacao

guiados pelos fatores quimiotaticos.

O aumento no numero de células no sitio de infeccdo € um mecanismo importante
para eliminacdo dos patdgenos invasores, principalmente a fagocitose realizada
por macrofagos e neutrdfilos, que sdo a primeira linha de defesa do organismo,
relacionado-se desta forma. com a resposta imune inata. Além disso, essas
células sdo responsaveis pela producdo e liberacdo no meio de NO e
intermediarios reativos do oxigénio (ROS), que irdo auxiliar na citotoxidade
(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Pelos dados apresentados acima, observa-se que os animais C57/Black 6
selvagens infectados mantém uma regularidade na quantidade de células na
cavidade peritoneal. Nao apresentam diferenca entre os pontos analisados,
sugerindo que as células da resposta imune presentes naturalmente nesta regido
como macroéfagos, linfécitos B1 e mastécitos ndo necessitam de uma maior
demanda das células sanguineas para conseguir resolver ou conter o inicio da

infeccéo.

Entretanto, ao avaliarmos os KO-NO infectados com a linhagem T1, verificamos
uma necessidade maior de auxilio para conter a infeccdo, provavelmente ligado a
auséncia da producdo de NO que dificulta a acdo de células fagociticas,
facilitando desta forma a sobrevivéncia, crescimento e disseminagdo bacteriana,
justificando um suporte de células sanguineas. Esses resultados estdo de acordo
com o proposto por Toledo et al. (2004) que afirma que animais com deficiéncia
de NO induzivel apresentam maior inflamacéo, provavelmente devido ao maior

parasitismo tissular.
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Isso é condizente com o tempo, pois a resposta inflamatéria € uma das primeiras
respostas imune que tem o intuito de salvaguardar a integridade do hospedeiro,
além de impedir a disseminac¢éo do patdgeno. Por isto 0 aumento aos sete dias e
um decréscimo com o passar do tempo evidenciam que esta ocorrendo uma
resposta controle por parte do sistema imune, ndo sendo mais necessario um
aumento no influxo celular para a regiao peritoneal. Estudos de Akira, Uematsu e
Takeuchi (2006) demonstraram que neutrofilos e mondécitos sdo recrutados do
sangue para os locais de infeccdo por ligacdo a moléculas de adesdo em células
endoteliais e por quimioatraentes produzidos em resposta a infec¢cdo, o que é

evidenciado nos resultados encontrados.

7.3 QUANTIFICACAO DO DIFERENCIAL DE CELULAS LEUCOCITARIAS DO
LAVADO PERITONEAL

No grafico 3 estdo representadas as células encontradas no diferencial
leucocitario do lavado peritoneal. O gréafico 3A representa os valores absolutos de
macrofagos encontrados nos animais C57/Black 6 selvagens e C57/Black 6 KO-
NO infectados por C. pseudotuberculosis com 07 e 14 dias. Como observado no
grafico, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle
do grupo selvagem e KO-NO. Entretanto observa-se com 07 dias de infeccéo
diferenca estatistica (p=0,021), entre os animais selvagens e KO-NO, o que néo é

verificado com 14 dias.

O grafico 3B representa os valores absolutos de linfocitos encontrados nos
animais C57/Black 6 selvagem e C57/Black 6 KO-NO infectados por C.
pseudotuberculosis com 07 e 14 dias. Observa-se um p de 0, 016 para 07 dias de
infeccdo entre animais selvagens e KO-NO, mostrando uma diferenca
estatisticamente significante entre eles. Observa-se também um aumento celular
com 14 dias de infeccdo dos animais Knockout em relagcdo aos selvagens

(p=0,051), porém sem haver diferenca estatisticamente significante entre eles.

No grafico 3C abaixo, verifica-se a representacdo dos valores de neutrofilos

encontrados nos animais selvagens e KO-NO infectados por C.
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pseudotuberculosis com 07 e 14 dias. Nele percebe-se um p de 0,009 para 07
dias de infecgcdo entre animais selvagens e KO-NO, expondo uma diferenca
estatistica. Com 14 dias, ndo ha diferenca estatisticamente significante (p=0,051),

apesar de um aumento entre animais selvagens e KO-NO como visivel no grafico.
Com relacdo ao grafico 3D, direcionados aos valores de mastécitos no diferencial
da lavado peritoneal, ndo foi possivel estabelecer uma diferenca estatisticamente

significante entre os grupos dos camundongos.

GRAFICO 03 - Quantificacdo de células diferenciais do Lavado Peritoneal
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Células aspiradas com soro fisioldgico e processadas no cytospin por 16 minutos
a 500rpm, apos infecgdo com sete e 14 dias por C. pseudotuberculosis. Contagem
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diferencial com Wright em microscopia 6ptica em objetiva de 100X. (A) Macréfagos,
(B) Linfacitos, (C) Neutrofilos e (D) Mastdcitos.

Fig. 18 - Mastdcitos em esfregaco de camundongos infectados. Objetiva de 100x

Fonte: Arquivos do autor

O diferencial das células sanguineas é um importante suporte para caracterizar
alteracdes na concentracdo de determinados grupos de células que podem
indicar como o sistema imune do individuo esta atuando contra o patégeno. Ao
avaliarmos o diferencial das células da cavidade peritoneal dos camundongos é
possivel perceber que as populagbes celulares dos animais C57/Black 6
Selvagem, ndo se alteram, corroborando com os dados ja avaliados da
quantidade total dessas células, demonstrando que possivelmente ndo se faz

necessario uma grande variacao do perfil das células nessa regido.

Fig. 19 - Células do lavado peritoneal. (A) aspectos da celularidade (objetiva 10x), (B)
Identificacdo de Linfécitos e Neutrofilos (Objetiva de 100x)

25/08/2011

Fonte: Arquivos do autor
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Ao analisarmos a presenca de macréfagos nos animais knockout infectados,
verifica-se um aumento consideravel desta populagéo. Isso também foi observado
no trabalho de Mesquita et al. (2008), onde eles mostram que estas células sao
fagdcitos eficientes, capazes de fagocitar patdgenos atuando também como
indutores da reposta adaptativa, pois apdés a fagocitose podem processar e
apresentar antigenos via moléculas de MHC, estimulando assim a resposta
mediada por células T, potencializando as repostas destas células, e das células
B via expressdo de moléculas co-estimulatorias e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL -1, IL-6, IL-12 e TNF-a. Como esses macrofagos ndo
produzem NO, por se tratar de camundongos Knockout, eles apresentam
dificuldade na eliminacdo do patdgeno, necessitando de um aporte maior dessa

populacao.

Em relacdo aos dados apresentados sobre a populacéo linfocitaria, demonstra-se
um aumento principalmente nos animais C57/ Black 6 KO-NO infectados. Nessa
regido peritoneal, ocorre um aumento natural de uma populacdo especifica de
linfécitos B, denominada de linfécitos B-1. Estas células, além de produzirem
anticorpos da classe IgM, se comportam como uma célula aderente, quando
ativado, agindo como uma potente célula fagocitica, apresentadora de antigeno.
Estudos de Hardy et al. (1984), mostram que as células B-1, fornecem uma fonte
de producdo rapida de anticorpos contra microrganismos presentes em sitios
particulares, como o peritbnio. Esse aumento celular, mais uma vez, pode esta
relacionado com a necessidade de suprir a acdo fagocitica, uma vez que esses
animais KO-NO néo apresentam producdo de NO, apresentando dificuldade na

sua acéo principalmente de macrofagos.

Os numeros de neutréfilos representados no grafico em relagdo aos animais
Knockout infectados apresentam um valor elevado. Isso pode ser condizente com
o0 comportamento dessas células, pois sdo as de maior concentracdo no sangue,
as primeiras a chegarem aos sitios de infec¢do, sendo importante no inicio da
resposta inflamatoria, como fica evidenciado no grafico apresentado. Esses
resultados estédo condizentes com os estudos de Bilate (2007), os quais mostram

que em estagios iniciais da inflamacéo o tipo celular predominante é o neutrdfilo.
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Em fases mais tardias mondcitos e linfocitos também migram para o local,

amplificando o processo inflamatorio.

Dal secco et al (2002), mostram que dados da literatura sugerem que o NO
apresenta um papel dual sobre a regulacdo da migracdo leucocitaria em
processos inflamatérios, pois em estudos anteriores, foi demonstrado que o NO é
um mediador inibitério da migracdo de neutrdéfilos, ou seja, o NO inibe a adesao
de neutréfilos ao endotélio, visto que os animais tratados com inibidores da NOS
apresentaram potencializagdo da adesao leucocitaria. Esses dados mostram que
a auséncia de NO nos camundongos C57/Black 6 podem aumentar a migracao

dessas células.

Ja em relacdo aos mastdcitos, estudos mostram que estas sédo células secretoras
do sistema imune que participam da regulacdo da resposta imunoldgica, pela
liberacdo de mediadores quimicos, frente a um processo infeccioso (ZHAO et al.,
2001). Em trabalhos de Norrby (2002), ele observa que em mamiferos, os
mastécitos estdo presentes no tecido conjuntivo, congregando assim um
destacado padrdo ao redor de pequenos vasos sanguineos, vasos linfaticos,
terminacBes nervosas. Verifica-se que os mastécitos expressam moléculas de
superficie com atividade co-estimulatéria ou co-inibitéria, produzindo uma série de
mediadores que podem direcionar as células dendriticas ou diferenciacdo e
funcdo das células T para o local da infeccdao (SAYED; BRONW, 2007). Na
cavidade peritoneal foi esperada a presenca de mastdcitos, entretanto nado foi
encontrado nos tempos analisados (7 e 14 dias), nenhuma diferenca

estatisticamente significante dessas células no experimento.

7.4 DETERMINACAO DA MEDIA DE INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DAS
MOLECULAS CD4 E CD8

A analise da imunofenotipagem entre os grupos selvagens e KO-NO infectados
por C. pseudotuberculosis verificando a média de intensidade de fluorescéncia é

apresentado nos graficos 4 e 5. No grafico 4 estdo representadas as células de
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camundongos marcadas com anticorpos CD3/CD4, enquanto que o grafico 5
representa as células marcadas com anticorpos CD3/CD8.

Na analise estatistica para CD4 (gréafico 4), em relacdo aos grupos controles, dos
animais selvagens e KO-NO, foi observado uma diferenga estatisticamente
significante (p=0, 021) para o marcador CD4. Observa-se também uma diferenca
estatisticamente significante com p de 0,009 aos 7 dias. Em relacdo aos 14 dias
de infecgcdo, ndo houve diferenca estatistica para células CD4 (p =0,053), apesar

de ter havido um aumento entre os grupos selvagem e KO-NO infectados.

GRAFICO 4 - Média de Intensidade de Fluorescéncia de Moléculas CD4
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Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de moléculas CD4,
do homogenato do baco, em camundongos C57/Black 6 selvagem e C57/Black 6
KO-NO infectados por C. pseudotuberculosis analisadas no citbmetro de
fluxo FACScalibur. Os simbolos representam os valores com diferenca estatistica
entre os grupos @ p de 0,021, * p de 0,009.

Nos dados representados no grafico 5 em relacdo ao MIF da molécula CD8 em
relacdo aos grupos controles dos animais selvagens e KO-NO, néo foi observado
uma diferenca estatisticamente significante entre esses grupos. Porém em

relacdo aos 7 dias de infeccdo se observa uma diferenca estatisticamente
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significante com um p de 0,047. Em relacédo ao grupo Knockout entre 07 e 14 dias
de infeccd@o, o grafico ndo evidencia uma diferenca estatistica entre os tempos
com (p=0,053), apesar da diferenca entre os grupos observada.

GRAFICO 5 - Média de Intensidade de Fluorescéncia de Moléculas CD8
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Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de moléculas CDS,
do homogenato do bago, em camundongos C57/Black 6 selvagem e C57/Black 6
KO-NO infectados por C. pseudotuberculosis, analisadas no citbmetro de
fluxo FACScalibur. Os simbolos representam os valores com diferenca estatistica
entre os grupos # p de 0,047.

Ao analisarmos os dados é observado um aumento natural de linfécitos CD8 em
relacdo ao CD4. A ativacdo de CD4 pode esta relacionado a translocacao
bacteriana da sua zona de infeccdo, ou seja, regido peritoneal, para a regiao
sanguinea. O aumento na producdo de linfécitos T CD8 combina com as
caracteristicas da bactéria, pois a mesma € intracelular facultativa, logo para seu
controle torna-se necessario uma ativacdo dessas células, o que sugere uma
provavel resposta do perfil Thl. Os resultados apontam para uma inversao na
relacdo CD4 — CD8, possivelmente para auxiliar a resposta para um perfil Thl, e
com um periodo maior de exposicdo aumentando a expressdao de CDS8

possivelmente na ativacao de células citotoxicas que irdo destruir o patdégeno.
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Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Pépin et al (1994) no qual,
observam que h& mais linfécitos T CD8 em granulomas no sitio de inoculagéo,
mostrando que essa populacdo de linfocitos esta relacionada com a atividade

efetora e citotoxica, para conter a disseminacédo de macrofagos infectados.

7.5 DETERMINAGCAO DO PESO DO BACO DE CAMUNDONGOS

Foi estabelecida no grafico 8 a relacdo entre o peso da carcaca e o peso do baco
retirado do mesmo camundongo logo ap6s o sacrificio, representados entre os
camundongos selvagens e KO-NO. As analises apontaram que 0S animais
infectados com a linhagem T1 aos sete dias, apresentam diferenca estatistica
(p<0,05) entre C57/Black 6 selvagem e KO-NO, (p=0,009). Com 14 dias de
infeccdo ficou demonstrado que os animais infectados por C. pseudotuberculosis,
ndo apresentam diferenca estatistica entre C57/Black 6 selvagem e KO-NO, com
(p=0,053), mesmo havendo um aumento dos animais Knockout em relacdo aos

selvagens.

GRAFICO 6 — Comparacéo do peso do Baco de C57/Blacké selvagem e KO-NO
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Determinacédo do peso do baco de camundongos C57/Black 6 selvagem e KO-NO
infectados por C. pseudotuberculosis. Relacdo entre a carcaca do camundongo
logo apds o sacrificio e o bago retirado do animal. Animais infectados com 10’
UFC.



60

7

O baco é um o6rgéo linféide secundario que possui células responsaveis pela
eliminagcéo dos patdgenos presentes na circulagdo sanguinea. Entre estas células
estdo os macrofagos residentes. Nos trabalhos de Schwartz et al. (1982) observa-
se que o baco desempenha um papel imune fundamental, especialmente quando
microrganismos ou outros antigenos entram em contato com o0 hospedeiro
diretamente por via intravenosa, visto sua funcdo na recirculagéo linfocitaria. Na
auséncia de NO, os patdogenos chegam a corrente circulatéria com mais
facilidade, uma vez que os macréfagos estdo defeituosos em relacdo ao
mecanismo de eliminagdo destes, culminando com a chegada no baco,
promovendo desta forma um possivel comprometimento deste 6rgédo na tentativa
da eliminacdo da C. pseudotuberculosis. Este aumento é observado nos animais
KO-NO que receberam 10’ UFC, demonstrando que o aumento da quantidade

bacteriana facilita a disseminacgéo para a via hematolégica.

7.6 DETERMINACOES DA PRESENCA DE GRANULOMAS

A tabela 1 determina a presenca de granulomas nos animais C57/Black 6
selvagem e KO-NO aos 7 e 14 dias de infeccéo por C. pseudotuberculosis. Como
observado abaixo os 14 animais selvagens, ndo apresentaram qualquer
manifestacdo de presenca de granulomas. Posteriormente, quando analisamos os
animais C57/Black 6 KO-NO observamos uma mudanc¢a no cenario, pois dos 14
animais utilizados na eutandsia, incluindo os quatro controles, cinco apresentaram
presenca de granulomas, inclusive de formas multiplas. A incidéncia recaiu nos
animais Knockout infectados por C. pseudotuberculosis onde dos seis animais

infectados restantes, cinco apresentaram granulomas.
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Tabela 1 - Determinacdo da presenca de granulomas
Tempo Black Selv Black Selv.  KO-NO KO-NO

Cont. T1 Cont. T1
7 dias 00/02 00/05 00/02 04/05
14 dias 00/02 00/05 00/02 01/01
Total 00/04 00/10 00/04 05/06

Fonte: Arquivo do autor

7.7 DETERMINACAO DAS PRINCIPAIS REGIOES ACOMETIDAS COM
GRANULOMAS

Um panorama detalhado das principais regides acometidas com granulomas é
mostrado na tabela 2. Os dados abaixo representam o grupo de animais
C57/Black 6 KO-NO nos tempos sete e 14 dias, infectados por C.
pseudotuberculosis. Em alguns casos, houve animais com presenca de mais um
granuloma. Com sete dias de infeccéo é possivel reconhecer o maior nimero de
granulomas, devido ao numero maior de animais, sendo estes encontrados nos
linfonodos inguinais, cavidade peritoneal, figado e diafragma com valores de 4, 2,
1, 1 respectivamente. Com 14 dias de infecgdo encontramos em um mesmo
animal, trés linfonodos com granuloma, sendo dois linfonodos inguinais e um

entérico além de um granuloma na cavidade peritoneal.
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Tabela 2 - Principais regides acometidas com granulomas

Regiédo KO-NO KO-NO KO-NO

Anatdmica Controle (7dias) (14dias)
Linfonodo 00 04 03
Cav. Perit. 00 02 01
Figado 00 01 00
Diafragma 00 01 00
Total 00 08 04

Fonte: Arquivo do autor

A fagocitose € uma ferramenta utilizada pelas células de resposta imune inata
para eliminar patdogenos invasores. Os macréfagos séo células especializadas na
realizacdo da fagocitose e estes utilizam o NO como uma das ferramentas para
eliminacdo do patégeno endocitado. Para a C. pseudotuberculosis quando esta
invade o sistema respiratorio sdo os macréfagos os responsaveis pela sua

fagocitose.

Por ser um parasita intracelular e conseguir sobreviver dentro dos
fagolisossomos, sdo estes macréfagos infectados responsaveis pela resposta
granulomatosa e formacéo do material caseoso nos granulomas (GOMES, 2011).
Como os animais utilizados neste experimento sdo KO-NO, estas células
apresentam grande dificuldade na eliminacdo do patégeno intracelular. Por essa
razdo, ocorrerd uma maior disseminacao dos microrganismos pela via linfatica
utilizada pelos macréfagos para apresentar ao centro germinativo dos linfonodos
o material fagocitado nos tecidos acometidos. Esses resultados corroboram com
os achados por Pépin et al (1991) onde demonstra que lesdes piogranulomatosa

precoces sao formadas em linfonodos superficiais ou no local de inoculagéo.
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7.8 DETERMINACAO DA DISSEMINACAO BACTERIANA POR C.

pseudotuberculosis

Na tabela 3 encontra-se os dados referentes a disseminacdo bacteriana
encontrada no linfonodo mesentério. No grupo dos animais C57/Black 6 selvagem
foi recuperado apenas um animal com 40 UFC, nos sete dias de infeccdo. No
grupo dos animais KO-NO foram recuperados com sete dias de infeccdo, dois
animais (95 e 185 UFC) ao passo que com 14 dias foi encontrado no unico animal

eutanasiado, 265 UFC infectado por C. pseudotuberculosis.

Tabela 3 - Determinacédo da disseminacéao bacteriana (UFC)

Tempo Black Selvagem Black KO-NO KO-NO
Controle Selvagem(T1) Controle (T1)
7 dias 00/02 01/05 00/02 02/05
14 dias 00/02 00/05 00/02 01/01
Total 00/04 01/10 00/04 03/06

Fonte: Arquivo do autor

O sistema linfatico é uma das principais vias de disseminacdo da C.
pseudotuberculosis. Ao analisarmos um dos linfonodos drenantes da cavidade
peritoneal (linfonodo mesentérico), foi possivel detectar a presenca e quantidade
da bactéria, através da quantificacdo das unidades formadoras de colbnia,
principalmente nos animais KO-NO. Esses dados refletem o que Belchior et al.
(2006) afirmam, que a disseminacdo do organismo do linfonodo regional para
outros orgéos e tecidos, depende da viruléncia da linhagem e da carga bacteriana
infectante.
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Fig. 20 — (A) Microscopia Optica de coloragdo gram-positiva para C. pseudotuberculosis.
Objetiva de 100x (B) Recuperacéao de C. pseudotuberculosis do linfonodo mesentério de

Esse aumento do numero de coldnias recuperadas nos animais KO-NO sugere o
aumento da disseminacao desta bactéria, como visto em relacdo a quantidade de
granulomas observados nesses animais. Essa distribuicdo pode referir-se a
auséncia de NO, pois os macréfagos que chegam aos linfonodos mantém as
bactérias viaveis, auxiliando no mecanismo de disseminagdo desse patdgeno.
Esses resultados estdo de acordo com trabalhos de Cooper (2009) no qual

demonstra que Mycobacterium tuberculosis €& detectado no linfonodo de

drenagem do pulmé&o 8-9 dias p0s infecgéo

7.9 DETECCAO DE IgG TOTAL E DE SUBCLASSES (IgG1, 1gG2a, 1gG2b E
IgG3) ATRAVES DE ELISA INDIRETO

Os gréficos abaixo correspondem aos resultados para ELISA indireto de IgG total
e subclasses IgGl, 1gG2a, IgG2b e gG3 dos camundongos C57/Black 6
Selvagem e KO-NO, sacrificados com 14 dias de infec¢do. Apos todas as andlises
pode ser verificado que nd&o houve nenhuma diferenca estatisticamente
significante entre as linhagens de camundongos. Os resultados das densidades
Oticas de IgG total (grafico 7A), variaram de 0,010 a 0,019 o que € praticamente

insignificante. Os resultados seguintes das subclasses, também ndo mostraram
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grande producdo de anticorpos, consequentemente, nenhuma diferenca

estatistica como pode ser visto nos gréaficos 7 (B, C, D, E).

No grafico 7B para IgG 1 as densidades o6ticas dos animais selvagens e KO-NO
apresentaram valores entre 0,019 e 0,033 e 0,021 e 0,027 respectivamente. A
producéo de anticorpos IgG 2a no grafico 7C compreendeu D.Os entre 0,021 a
0,041 para o grupo selvagem e de 0,021 a 0,069 para KO-NO. Os valores de I1gG
2b evidenciou D.Os de 0,028 a 0,042 para o grupo selvagem e para o grupo KO-
NO de 0,020 a 0,040. A producao de anticorpos IgG 3 no gréfico 7E para o grupo
selvagem variou em D.O s de 0,016 a 0,030 enquanto que para o grupo KO-NO
foi de 0,016 a 0,026.



GRAFICO 7 - Deteccéo de IgG Total e Subclasses (IgG1, 1gG2a, IgG2b E IgG3)
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A resposta imune adaptativa tem inicio geralmente em torno do 14° ou 15° dia da
infeccdo e intensifica-se com o passar do tempo. Avaliando a infec¢cdo por C.
pseudotuberculosis em camundongos Balb/C infectados com 10’ nos intervalos
de 7, 30, 60 e 120 dias, Vale (2005), observou que os niveis de IgG3 nao se
alteram ao longo do tempo, enquanto que o IgG2a apresenta uma curva
ascendente e aos 120 dias de imunizagdo € a subclasse de IgG predominante.
Percebe-se também um expressivo aumento do IgGl nos quatro tempos,
observando-se uma discreta elevacdo do IgG2b. No entanto, esse aumento s6 &

consideravel a partir dos 30 dias.

Paule et al (2003) em um estudo para avaliar as respostas imunes humoral e
celular a partir de infeccdo experimental por C.pseudotuberculosis em caprinos,
mostraram o envolvimento de IgG no processo. Nos grupos avaliados, estes
apresentaram uma resposta primaria de curta duracdo no dia 5 apés a infecc¢éo,
mudando o quadro a partir do 16° dia, com uma forte resposta secundaria e de
longa duracdo. Ja Tatibana et al. (2007) em experimentos com camundongos
ddY, observaram, uma resposta humoral apenas a partir dos 14 dias de infec¢éo.
Os resultados apresentados neste estudo, ao avaliar a resposta imune humoral
com 14 dias, ndo foi detectou a presenca de anticorpos consideraveis. Esta
auséncia pode esta ligada ao curto espaco de tempo para o desenvolvimento de
uma resposta humoral detectavel para C. pseudotuberculosis, e este pode ser um
dos motivos da grande disseminacdo das bactérias quando tém-se uma alteracéo
no processo de fagocitose (animais KO-NO).
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8 CONCLUSAO
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Levando em consideracdo o0s resultados observados nos experimentos
estudados, permite-se concluir que:

Animais C57/Black 6 KO-NO sédo susceptiveis a infeccdo por C.
pseudotuberculosis com mortalidade observada a partir do 4° dia, o que indica a

importancia dessa molécula na defesa inata contra essa bactéria;

Observou-se a presenca de linfocitos, com predominio de TCD8, entre as células
esplénicas de ambos 0s grupos, o que sugere a importancia dessa sub-populacéo

na resposta imune contra esse microorganismo;

Os Neutrdéfilos foram as células encontradas em maior nimero no infiltrado
peritoneal nos animais KO-NO, o que indica um mecanismo compensatorio pela

auséncia do NO;

Verificou-se a maior presenga de granulomas nos animais KO-NO infectados com
07 dias, sendo os linfonodos os mais afetados, o que aponta também para uma

tentativa compensatoria de conter a infeccao;

Observou-se uma maior recuperacao bacteriana nos camundongos KO-NO,

provavelmente devido a sua maior capacidade de escape;

A producdo de IgG e subclasses 14 dias pos infeccdo, tanto nos animais
selvagens como nos KO-NO, foi similar aos animais controle, o que sugere uma

resposta humoral tardia por esse tipo de anticorpo para esse microorganismo.
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