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RESUMO

SANTOS, H. A. Avaliacdo da influéncia do interferon gama durante a infec¢do por
Corynebacterium pseudotuberculosis em modelo murino. 98f. 2011. Dissertacdo (Mestrado
em Imunologia) — Instituto de Ciéncias da Saude, UFBA, Salvador, 2011.

A linfadenite caseosa € uma doenca infecto-contagiosa cronica, de ocorréncia mundial
que acomete pequenos ruminantes, causando grandes perdas econdmicas. Esta doenca tem
como agente etioldgico a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis e caracteriza-se pela
formacdo de granulomas em ganglios linfaticos superficiais, podendo também acometer
6rgdos e linfonodos internos, como forma de resposta do sistema imune do hospedeiro a
penetracdo deste agente que resiste a acdao bactericida das células fagdciticas. Este patdgeno
se relaciona filogeneticamente ao Mycobacterium tuberculosis. A avaliagdo da resposta imune
¢ uma importante ferramenta para localizacdo de animais possivelmente infectados,
dificultando desta forma a disseminacdo do agente. Estudos tém demonstrado a importancia
de citocinas na defesa de patdgenos intracelulares facultativos, inclusive para C.
pseudotuberculosis, destacando-se o interferon-gama (IFN-y) citocina caracteristica de células
Thl, que pode esta envolvida na protecdo a patdgenos intracelulares. O presente estudo
avaliou aspectos da resposta imunolégica de camundongos da linhagem C57Black/6 selvagem
e knockout para IFN-gama, durante a infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis. Os
grupos foram acompanhados ao longo de 7 e 14 dias ap6s infecgdo intraperitoneal com 10’
UFC, durante os quais foram avaliados a disseminacdo bacteriana, a frequéncia de
granulomas, a variacdo de peso do baco, o padrdo de migracdo celular para a cavidade
peritoneal, além da resposta imune humoral através da dosagem de IgG e subclasses e
resposta imune celular através da dosagem de citocinas e  imunofenotipagem. Os
camundongos knockout para IFN-gama se mostraram mais susceptiveis a infeccdo por
Corynebacterium pseudotuberculosis apresentando maior disseminacdo bacteriana nos
linfonodos mesentéricos, maior frequéncia de granulomas, aumento consideravel no peso do
baco, intensa migracdo celular para a cavidade peritoneal, principalmente neutréfilos e
macrofagos e expressdo de linfocitos T CD8+ nas células esplénicas, e consequentemente
menor expressao de citocinas pro-inflamatorias e regulatorias. Estes achados apontam para a
importancia do IFN-y na resposta imune a patogenos intracelulares a exemplo de C.
pseudotuberculosis, ao tempo em que demonstra a resposta deficiente do sistema imune dos
animais nocauteados a infecgéo.

PALAVRAS-CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, Linfadenite caseosa, Interferon-gama.



ABSTRACT

SANTOS, H. A. Evaluation of the influence of interferon-gamma during infection by
Corynebacterium pseudotuberculosis in a murine model. 98f. 2011. Dissertation (Master's
degree in immunology) — Institute of Health Sciences, UFBA, Salvador, 2011.

The caseous lymphadenitis is a chronic infectious disease of worldwide occurrence that
affects small ruminants, causing great economic losses to the. This disease has as its etiologic
agent the bacterium Corynebacterium pseudotuberculosis and is characterized by the
formation of granulomas in the superficial lymph nodes, which can also affect internal organs
and lymph nodes, as a response of the host immune system to the penetration of this agent
that resists the bactericidal action of phagocytic cells. This pathogen is phylogenetically
related to Mycobacterium tuberculosis. The evaluation of the immune response is an
important tool to identify possible infected animals, in this way, preventing the dissemination
of the disease. Studies have shown the importance of cytokines in the defense of facultative
intracellular pathogens, including C. pseudotuberculosis, especially interferon-gamma (IFN-y)
cytokines characteristic of Thl cells, which can be involved in protection against intracellular
pathogens. The present study evaluated the aspects of the immune response of mice of the
strain C57Black/6 wild and knockout IFN-gamma during infection with C.
pseudotuberculosis. The groups were followed over 7 and 14 days after intraperitoneal
infection with 10’ CFU, during which were evaluated bacterial dissemination, the frequency
of abscess, the change in spleen weight, the pattern of cell migration into the peritoneal
cavity, and humoral immune response by the dosage and subclasses of 1gG and cellular
immune response through dosage cytokine and immunophenotype. The knockout mice for
IFN-gamma were more susceptible to infection by C. pseudotuberculosis with higher
bacterial dissemination in mesenteric lymph nodes, increased frequency of granulomas,
significant increase in spleen weight, intense cell migration into the peritoneal cavity, mainly
neutrophils and macrophages and expression TCD8+ lymphocytes in spleen cells, and
consequently lower expression of proinflammatory and regulatory cytokines. These findings
highlight the importance of IFN-y in the immune response to intracellular pathogens like C.
pseudotuberculosis, demonstrating the poor response of the immune system of animals
knocked out the infection.

KEY-WORD: Corynebacterium pseudotuberculosis, Caseous lymphadenitis, Interferon-gamma.
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1.0  INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura é uma atividade rural de grande importancia para o Brasil,
principalmente para 0s pequenos e médios produtores da regido Nordeste, particularmente da
zona semi-arida, pois os rebanhos de pequenos ruminantes constituem as principais fontes
econémicas e nutricionais dessa populacdo (DORELLA et al, 2006a; MEYER, 2004).
Também exerce uma funcdo social de elevada importancia, devido a fixacdo do homem no
campo, contribuindo, assim, para a diminuicdo do éxodo rural. Entre as doengas que
acometem os rebanhos caprinos e ovinos nesta e em outras regides brasileiras com alta
prevaléncia (MEYER, 2004; SEYFFERT et al, 2009), esta a linfadenite caseosa, doenca
cronica infecciosa cujo agente etioldgico é a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
bacilo gram positivo, pleiomorfico, patdgeno intracelular facultativo de fagocitos, relacionado
filogenéticamente com Mycobacterium tuberculosis (DORELLA, 2006a; PASCUAL et al.,
1995).

A transmissdo da doenca acontece principalmente atraves da pele ndo integra, porém
pode acontecer através do aleitamento por fémeas doentes e pela eliminacdo de aerossois
contaminados. As manifestacGes desta doenca, nos pequenos ruminantes, sdo caracterizadas
principalmente por caseacdo necrotica dos linfonodos (MEYER et al, 2005). Desta forma, a
bactéria, ao adentrar no organismo € carreada para os linfonodos superficiais e drenantes,
onde granulomas caracteristicos sdo produzidos (BATEY, 1986b).

A imunidade a Corynebacterium pseudotuberculosis, como em outros patégenos
similares, tem sido atribuida a mecanismos béasicos como o sistema imune inato e o
adaptativo, este ultimo sendo mediado tanto pela imunidade celular como pela imunidade
humoral (LAN et al., 1998). A fagocitose é a primeira linha de defesa e o principal
mecanismo da imunidade natural (ou inata) contra bactérias intracelulares. A resisténcia a
fagocitose e a digestdo lisossomal, por sua vez, sdo mecanismos de escape deste tipo de
agente, que podem levar a formacdo de lesdes cronicas ou recidivantes (ABBAS et al.,
2008).

O sucesso na manutencdo da infeccdo, por exemplo, em micobactérias, é dependente
da capacidade do patdgeno em evitar a inducdo de resposta microbicida pelo macrofago
hospedeiro. A capacidade da micobactéria de causar niveis de infeccdo baixos, persistentes e
latentes é consequéncia de algumas das estratégias empregadas para minimizar ou suprir o

desenvolvimento de uma resposta imune (RUSSELL et al., 1994).
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Entretanto, por ser uma bactéria intracelular facultativa, a resposta mediada por celulas
se constitui na principal arma do hospedeiro para combater a infeccdo (MEYER, et al, 2005).
Dessa forma, o perfil de células Thl é o responsavel pela inducdo da producdo de citocinas
essenciais para o controle da doenca e estudos tém demonstrado a importéancia de citocinas na
defesa de patdgenos intracelulares facultativos, inclusive para C. pseudotuberculosis (LAN et
al., 1998, 1999; ELLIS et al., 1991). A IL-12 é conhecida como uma citocina que induz a
resposta do tipo Th1, estimulando a producio de TNF-a. e INF-y por células CD4*, CD8", NK
e macréfagos (TRINCHIERI, 1995). A IL-10 é outra citocina importante na regulacdo do
sistema imune, pois bloqueia a agdo ou producédo de citocinas como a IL-12, TNF-a, INF-y,
IL-4 e GM-CSF, e a expressao de moléculas co-estimulatérias (CD80 e CD86) e MHC classe
I1, limitando assim a magnitude de ativacdo e efeito das citocinas liberadas por células T
durante a resposta imune especifica (PESTAKA et al., 2004).

Neste contexto, interferon-gama (IFN-y) é uma citocina que assume grande
importancia por promover a modulagdo da resposta imune pelo controle da expressdo das
moléculas de MHC classes | e Il por diversos tipos de células, ativacdo e regulacdo da
diferenciacéo de fagdcitos induzindo a expressdo de moléculas co-estimulatorias e a producgéo
de produtos microbicidas como radicais de oxigénio e 6xido nitrico (NO), além de também ter
a capacidade de regular a ativacdo e a diferenciacdo das células T CD4+, o que torna esta
citocina um componente chave no curso da resposta imune (BOEHM et. al.1997; MEYER et
al., 2005; ABBAS, 2008). Adicionalmente, IFN-y é o principal indutor da funcéo efetora na
infeccdo de macrofagos com micobactérias, desenvolvendo também um papel significativo na
formacdo e organizacdo de granulomas na resposta contra esse patégeno (EHLERS, 2001).
Com isso, o0 uso de camundongos Knockout para interferon-gama nos possibilita uma anélise
comparativa da resposta imunoldgica diretamente relacionada as funcdes exercidas por esta
citocina na infeccao experimental destes animais por Corynebacterium pseudotuberculosis.

Neste trabalho buscou-se avaliar e comparar aspectos da resposta imunologica de
camundongos da linhagem C57Black/6 selvagem e knockout para IFN-gama, durante a
infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis.

A escolha do modelo murino utilizado neste trabalho se deve as inUmeras vantagens
tais como o facil manejo, a existéncia de linhagens isogénicas, a facil obtencdo de reagentes
especificos para experimentos, e a possibilidade da utilizacdo de animais Knockout para

algumas citocinas relacionadas com a resposta imune, e sobretudo pelo fato destes animais



17

demonstrarem um padrdo de resposta a doenca imunologicamente semelhante ao observado
com os caprinos e ovinos (VALE , 2005; CHORILLI et al, 2007; RODRIGUES et al, 2009).

20 ESTADO DA ARTE

2.1  HISTORICO E TAXONOMIA

Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etioldgico da Linfadenite Caseosa (LC),
foi descrita pela primeira vez pelo veterinario francés, Edward Nocard, no ano de 1888, a
partir de um caso de linfangite bovina (NOCARD, 1896). Trés anos mais tarde, em Budapest,
Hugo Von Preisz isolou uma bactéria similar a partir de um abscesso renal de uma ovelha,
sendo o microrganismo denominado de “Bacilo de Preisz-Nocard” (COLLETT, BATH,
CAMERON, 1994).

Novamente, em 1893, Nocard isolou 0 mesmo microorganismo a partir de uma
enfermidade cutanea similar ao mormo em equinos (MERCHANT e PACKER, 1967). Preisz,
em 1894, descreveu melhor o agente, comparando-o com o bacilo diftérico, denominando-o
Bacillus pseudotuberculosis ovis (MERCHANT e PACKER, 1967; COLLETT, BATH,
CAMERON, 1994). Em 1911, Buchanan sugeriu eliminar a designacdo da espécie, sendo
denominado de Bacillus pseudotuberculosis. Em 1918, Eberson sugeriu classifica-lo como
Corynebacterium pseudotuberculosis (ALVES e PINHEIRO, 1997; MERCHANT e
PACKER, 1980).

A Sociedade Americana de Bacteriologia, no ano de 1923, passou a adotar a expressao
Corynebacterium como nome do género, sendo 0 microrganismo renomeado
Corynebacterium ovis. Sua nomenclatura atual foi adotada em 1948, na 6° edi¢do do Bergey'’s
Manual. No entanto, a designacdo Corynebacterium ovis ainda foi usada como sinénimo até
por volta da década de 1980 (ALVES e PINHEIRO, 1997; BENHAM et al., 1962; CORREA
e CORREA, 1992; MERCHANT e PACKER, 1980).

Corynebacterium pseudotuberculosis pertence a familia Corynebacteriaceae, e
juntamente com os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus esta inserido no taxon
Mycolata e na subordem Corynebacterineae (DOVER et al., 2004; GARTY et al., 2001). Os
estudos de hibridizacio DNA-DNA e da sequéncia do RNA ribossémico 16S, demonstram
que C. pseudotuberculosis pertence ao mesmo grupo que Corynebacterium diphteriae e
Corynebacterium ulcerans (TAKAHASHI et al.,1997). Em 1971, Biberstein et al. sugeriram
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a existéncia de dois bidtipos de C. pseudotuberculosis baseados na capacidade em reduzir ou
ndo nitrato em nitrito. Songer et al. (1988) confirmaram estes resultados, e propuseram 0s
nomes de bidtipo equi, nitrato redutase positivo, isolado de cavalos e bovinos, e bi6tipo ovis,

nitrato redutase negativo, isolado de pequenos ruminantes e bovinos.

2.2 CARACTERIZACAO DO MICROORGANISMO

Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etiolégico da linfadenite caseosa, é uma
bactéria Gram positiva, fermentativa, ndo esporulada, aerébia facultativa e parasita
intracelular facultativa de macr6fagos (ANDERSON, RINGS, PUGH, 2005; KIMBERLING,
1988; MEYER et al., 2002; PEKELDER, 2000; RADOSTITS et al., 2002).

A palavra corynebacterium vem do grego (koryne = clava; bakterion = pequeno
bastonete); pseudotuberculosis é derivado de pseudo = falso e tubercle significando o nodulo
tipico produzido pela infeccdo com Mycobacterium tuberculosis (COYLE e LIPSKY, 1990).
A semelhanca entre os granulomas causados pela infeccdo por C. pseudotuberculosis e 0s
causados por M. tuberculosis é esperada devido a aproximacdo filogenética entre estes
microrganismos (PASCUAL et. al., 1995).

Este patdgeno é caracterizado como bacilos curtos e irregulares e pleiomdrficos, que
varia desde a forma cocdide a bastdes filamentosos, e mede aproximadamente entre 0,5 e 0,6
pm de diametro por 1,0 a 3,0 um de comprimento, mostrando-se isolado ou formando
grupamentos irregulares ou em palicada (BENHAM et al., 1962; MERCHANT e PACKER,
1975; BATEY,1986b; QUINN et al., 1994). Além disso, possui condi¢cdes Otimas de
crescimento a 37°C em pH entre 7.0 e 7.2 (BUXTON e FRASER, 1977; MERCHANT e
PACKER, 1967). Tem um crescimento inicialmente espacado na superficie do &gar e,
posteriormente, se organiza em coldnias opacas, de crescimento concéntrico e de coloragédo
creme alaranjado. O crescimento em meio liquido desenvolve-se como depositos granulares,
com uma pelicula na superficie (BUXTON e FRASER, 1977; MERCHANT e PACKER,
1967; MUCKLE e GYLES, 1982). (Figura 1)
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Figura 1- C. pseudotuberculosis A: em cultura de linfonodo por coloracdo pelo
método de Gram. B: crescimento bacteriano em placa contendo Agar BHI.
Fonte: Arguivos do autor.

Examinando C. pseudotuberculosis, através de microscopia eletrdnica, Hard (1969)
observou que o microrganismo exibia uma estrutura similar as outras espéecies do género, com
relacdo a aparéncia de sua parede celular, membrana plasmatica, material genético, matriz
citoplasmética e complexidade dos sistemas de membrana intracitoplasmatica. Sobretudo,
uma importante caracteristica encontrada foi uma camada densa, externa a parede celular,
composta por lipideos, e com base neste conteddo lipidico, bactérias do género
Corynebacterium sd@o relacionadas a outras do género Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus, formando o complexo “CMNR”, considerando que 0S representantes deste
grupo possuem a parede celular rica em componentes lipidicos similares, sendo o &cido
micodlico, o melhor caracterizado dentre eles (BARKSDALE, 1981).

Os lipideos associados a parede celular de C. pseudotuberculosis correspondem a
11,3% do peso seco da célula bacteriana e exercem um importante papel na viruléncia do
microrganismo (IONEDA e SILVA, 1979; JOLLY, 1966).

Assim como outras corynebactérias, C. pseudotuberculosis é capaz de produzir uma
potente exotoxina, primeiramente descrita por Carne (1940). Esta toxina é uma glicoproteina
encontrada no citoplasma e, em menores quantidades, na parede celular bacteriana, sendo
denominada fosfolipase D (PLD). Seu peso molecular varia de 14,5 a 31,0 kDa, e pode ser
inativada pelo calor (60°C por 10 minutos, 37°C por 2 semanas ou 25°C por trés meses), pela
acidez (pH abaixo de 5), ou pela formalina (BERNHEIMER et al., 1985; CARNE, 1940;
ONON, 1979). Além disso, a PLD possui acdo nas células endoteliais, causando hemolise,
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos facilitando desta maneira a
invasao bacteriana (COLLETT, BATH, CAMERON, 1994; WILLIAMSON, 2001).

Sendo caracteristicamente uma hemolisina a PLD  possui agdo necrosante,

apresentando desta forma importancia na patogenia da infec¢do, bem como também no
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diagndstico sorolégico (PEKELDER, 2000). A producdo da toxina varia entre as cepas de
acordo com a patogenicidade (RADOSTITS et al., 2002).

Outra caracteristica desta bactéria é a presenca de uma espessa camada lipidica que
promove a protecdo contra a digestao pelas enzimas celulares, o que proporciona a este agente
um prolongado tempo de sobrevivéncia (PEKELDER, 2000; WILLIAMSON, 2001). Este
agente € resistente a dessecagdo durante meses, permanecendo Vvivo na carne congelada, fezes,
exudato purulento, solo locais umidos e escuros, pele, visceras infectadas e intestinos
(ANDERSON, RINGS, PUGH, 2005; KIMBERLING, 1988; SOBRINHO, 2001).

C. pseudotuberculosis cresce bem em meios enriquecidos como agar sangue, 4gar BHI
(infusdo de cérebro e coragdo) ou caldo BHI, ou enriquecidos com soro animal ou proteinas
vegetais. Uma melhora em seu crescimento é obtida atraves da adicéo de extrato de levedura,
triptona ou lactoalbumina (CAMERON e SWART 1965). No &gar sangue, formam-se
colonias pequenas de coloracdo branco-acinzentada, opacas e friaveis, apds um periodo de 24
a 48 horas (BROWN, 1985). Apos alguns dias de incubacgéo, as colénias podem alcancar 3
mm de didmetro, tornando-se amarelo-esbranquicadas (QUINN et al.,1994; MOURA-
COSTA, 2002). Ja em meio liquido, como o caldo BHI, ocorre formacdo de uma fragil
pelicula na superficie, com leve turvacdo do meio, que se desfaz sob agitacdo formando
flocos. Esta pelicula € atribuida aos lipidios de superficie e esta diretamente relacionada a
viruléncia da linhagem (CARNE, 1939; JOLLY, 1966; MERCHANT e PACKER, 1975;
MOURA-COSTA, 2002; MUCKLE & GYLES, 1982).

Moura-Costa et al. (2002) descreveram um meio quimicamente definido para o cultivo
da C. pseudotuberculosis, composto por 72% de fosfato dibasico, 4% de vitaminas e 1% de
aminodacidos. Este meio foi usado para a producdo de complexo antigénico secretado por C.
pseudotuberculosis, que mostrou ser capaz de induzir a producdo de Interferongama (IFN-
gama) por células do sangue periférico de caprinos com sinais clinicos da LC (REGIS, 2001).
Livre de macromoléculas na sua composicdo, o meio quimicamente definido permitiu a
obtencdo de complexos antigénicos compostos apenas por proteinas da bactéria e abriu novas
perspectivas para o estudo das proteinas secretadas (MOURA-COSTA et al., 2002).

Algumas caracteristicas bioquimicas foram propostas para identificar C.
pseudotuberculosis dentro do grupo das corinebactérias: as atividades uréase e fosfolipase D
positivas, préprias de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans, a atividade pirazinamidase
negativa, propria de C. pseudotuberculosis, C. diphteriae e C. ulcerans, e a atividade de
fermentacdo do amido (BARKSDALE et al.,1981; MUCKLE E GYLES, 1982). C.

pseudotuberculosis também é caracterizado pela produgdo de catalase, reducéo de nitrato a
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nitrito e fermentacdo de carboidratos como maltose, manose, glicose, sem producdo de gas,
algumas linhagens fermentam a galactose (MUCLKE e GYLES, 1982; SONGER et. al.,
1988). Esta porém, ndo tem atividade proteolitica, ndo hidrolisando a gelatina nem digerindo
a caseina (MERCHANT & PACKER, 1975; QUINN et al., 1994). Segundo Songer et
al.(1988) a variabilidade nas caracteristicas bioquimicas, particularmente quanto a
fermentacdo de carboidratos, pode ser atribuida a existéncia de biotipos distintos entre as
espécies bem como ao uso de diferentes métodos por diferentes pesquisadores.

Os padrdes de susceptibilidade deste microrganismo a agentes antibacterianos é pouco
variavel entre linhagens e permite classifica-lo como sendo sensivel in vitro as drogas anti-
infecciosas comuns (ASHFAQ E CAMPBELL, 1980; ZHAO et al., 1991). Geralmente, 0s
antibidticos aos quais essa bactéria é sensivel incluem tetraciclinas, gentamicina, penicilina,
lincomicina entre outros. Todavia, C. pseudotuberculosis demonstrou resisténcia a
estreptomicina (ASHFAQ e CAMPBELL, 1980; MUCKLE e GYLES, 1982; PEKELDER,
2000).

2.3 LINFADENITE CASEOSA

A linfadenite caseosa (LC) também conhecida como mal do caroco, ou ainda como
falsa tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa crénica que tem a bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis como agente etiologico e acomete principalmente
pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), que pode eventualmente causar linfagite ulcerativa
em equinos e dermatite ulcerativa em bovinos, bufalos e cervos (BATEY, 1986a; BATTEY E
TONGE, 1968; BENHAM et al., 1962; CAMERON e MINNAR, 1969; LOPEZ et al., 1966;
ZAKI, 1976).

Relatos sobre o acometimento de humanos sdo raros, sendo gue, 0S casos mais graves
desenvolvem uma linfadenopatia localizada cujo tratamento consiste na exciséo cirirgica para
retirar o linfonodo afetado, ndo havendo assim relatos de infec¢bes fatais. Sobretudo, as
infeccdes em humanos causadas por C. psedutuberculosis, na maioria dos casos tem sido
associada a exposicdo ocupacional (contato direto com animais doentes ou a exposicdo a
produtos animais contaminados) o que demonstra o potencial zoonético da bactéria (PEEL et
al., 1997). Ja ocorreram aproximadamente 25 casos de infeccdo em humanos com este
microrganismo e a sintomatologia envolve tanto a linfadenite quanto a presenca de abscessos
nos nddulos linfaticos (LIU et al., 2005; MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997). Nestes
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casos, 0 tratamento apenas com antibioticos sistémicos geralmente e ineficaz, sendo
necessario também a excisdo cirurgica do linfonodo afetado (BAIRD e FONTAINE, 2007).

A doenca é caracterizada por lesdes caseosas purulentas (granulomas) nos ganglios
linfaticos e ocasionalmente nos pulmdes, baco, rins e figado. (KIMBERLING, 1988;
PEKELDER, 2000; SMITH e SHERMAN, 1994; SOBRINHO, 2001). Entretanto, esta pode
se manifestar de duas formas: a LC externa ou superficial que é a forma clinica mais
freqliente, caracteriza-se pela formacdo de abscessos em nddulos linfaticos superficiais,
principalmente parotidicos, submandibulares, popliteos, precrurais, supramamarios e pré-
escapulares e em tecidos subcutaneos; e a LC interna ou visceral, forma subclinica, onde os
abscessos se desenvolvem em nodulos linfaticos mediastinicos e bronquiais, e em érgédos
internos, como pulmdes, rins, figado e baco, porém deve-se salientar que estas formas podem
ocorrer simultaneamente no mesmo animal (MERCHANT e PACKER, 1967,
PIONTKOWSKI e SHIVVERS, 1998; SCOTT, 2007).

Quando a infeccdo afeta o sistema respiratorio, 0s sinais clinicos incluem perda de
peso, dispneia, taquipneia e tosse cronica, por isso acredita-se que o envolvimento interno
contribua para as sindromes da “ovelha magra” e do ‘“caprino definhado”, as quais se
caracterizam pela perda crénica de peso, subfertilidade, queda na producéo de leite e reducao
no numero de nascimentos de cordeiros (BELKNAP, 2004). Em ovelhas, é comum a
disseminacdo da infeccdo do linfonodo supramamario para o tecido mamario, acarretando
uma reducdo na producdo de leite (RADOSTITS et al.,, 2002). No entanto, as infeccGes
também podem ser assintomaticas, o que dificulta as analises epidemioldgicas sobre a
prevaléncia da doenca (ARSENAULT et al., 2003; BUXTON e FRASER, 1977; PATON et
al.,1994).

Figura 2 - Manifestacdes granulomatosas da linfadenite caseosa em caprinos. A: Linfadenite caseosa externa,
acometimento de linfonodos da regido parotidea; B: Linfadenite caseosa interna, acometimento do baco; C:
Drenagem de granuloma externo apresentando material necrético (pus) caseoso.

Fonte: Cortesia de Moura Costa, 2007
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2.4 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E ECONOMICOS

2.4.1 Distribuicéo geogréfica e prevaléncia

A linfadenite caseosa é uma enfermidade de importancia mundial muito difundida, no
entanto, devido ao fato de sua prevaléncia em pequenos ruminantes ser subestimada e
subnotificada em vérios paises, esta consequentemente € pouco relatada na literatura
(CETINKAYA et al., 2002). A freqliéncia da enfermidade em cada regido do pais depende
da densidade animal, do sistema de exploracdo e do manejo sanitario adotado (CUBERO et
al., 2002).

Esta enfermidade é prevalente em varios paises de todos os continentes, especialmente
em regides tropicais e subtropicais, sendo descrita em todos 0s paises que possuem
significativa populacdo de caprinos e ovinos (ANDERSON e NAIRN, 1984; PEKELDER,
2000). Assim sendo, destacam-se paises como Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul,
Estados Unidos, Canada, Inglaterra, Franca, Italia, Argentina, Chile, Uruguai, Venezuela,
Turquia, Cuba e Brasil (ARSENAULT et al., 2003; CABRERA et al., 2003; CHIRINO-
ZARRAGA et al., 2005; DORELLA et al., 2006a; LITERAK et al., 1999, RUIZ et al., 1995;
WILLIAMSON, 2001 ), sendo tambem relatada na Dinamarca (MOLLER et al., 2000).

Benham et al. (1962) relacionam <casos de LC com isolamento de
C.pseudotuberculosis em paises como Argentina, Chile, Uruguai, Canada, Franca, Italia, Gra-
Bretanha, Unido Soviética e Suddo, confirmando assim o comportamento cosmopolita deste
microrganismo.

Em relacdo a distribuicdo mundial de caprinos e ovinos, a China é a detentora do
maior rebanho de pequenos ruminantes do mundo, seguida pela india e pelo Sud&o. O Brasil
encontra-se em 15° lugar, totalizando um rebanho de, aproximadamente, 26.000.000 cabecas
de caprinos e ovinos (FAO, 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1. Efetivo mundial do rebanho de caprinos e ovinos

Paises N° de Cabegas
China 285.812.950
india 190.721.000
Sudéo 94.200.000
Nigéria 87.674.700
Paquistdo 83.853.000
Australia 79.518.024
Ird 79.100.000
Bangladesh 58.044.000
Etiopia 46.901.442
Mongolia 38.331.700
Nova Zelandia 34.183.595
Reino Unido 33.226.000
Africa do Sul 31.973.912
Turquia 29.568.160
Brasil 26.000.000
Mundo 1.940.080.777

Fonte: Modificado de FAO (2008)

A LC ocorre em todas as racas em ambos 0s sexos em todas as estacdes do ano, sendo
que nos rebanhos infectados a morbidade pode estar acima de 15%, sendo 0s animais entre 4 e
5 anos de idade os mais comumente afetados, podendo ocorrer sobretudo em animais com até
6 meses de vida (KIMBERLING, 1988; MEYER et al., 2002; PEKELDER, 2000;
RADOSTITS et al., 2002). Entretanto, a prevaléncia da doenca apresenta variagdes quando se
analisa o fator hospedeiro, sendo maior em ovinos do que em caprinos. Contudo, nas duas
espécies, a patologia e mais observada em animais adultos, o que reflete uma maior exposicao
aos fatores de risco (AI-RAWASHDEH et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).

A prevaléncia com o passar dos anos pode chegar a 50 %, sendo que nos rebanhos
criados extensivamente a doenca ndo excede 30 %, porém a frequéncia de ovinos infectados
tem aumentado sensivelmente com o passar dos anos (PEKELDER, 2000).

Com o intuito de avaliar a sua distribuicdo e como forma de prever as perdas
relacionadas a enfermidade, na exploracdo econdmica destas espécies, estudos relacionados a
prevaléncia e incidéncia da LC nos rebanhos mundiais de caprinos e ovinos tém sido
realizados (RADOSTITS et al., 2002). Entretanto, algumas dificuldades enfrentadas na
realizacdo deste tipo de estudo, como a forma subclinica de apresentacdo da doenca e seu
longo periodo de incubacdo, fazem com que esses dados ainda sejam escassos (BROWN,
1985).

No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos esteja infectada e que a prevaléncia

clinica possa atingir 30% dos animais (Faria et al., 2004). Os estados da regido Nordeste sdo
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os mais afetados, por conta de possuirem a maior concentragdo de rebanhos do pais, com
aproximadamente 91% da populagdo de caprinos e 56% da populacdo ovinos nessa regido
(ALVES e PINHEIRO, 1997; IBGE, 2010; Ribeiro et al., 2001). No estado de Minas Gerais
(regido Sudeste), que ainda possui um rebanho reduzido, mas que apresenta crescimento nas
atividades de ovino e caprinocultura, a LC tem sido observada com alta frequéncia, onde
84,3% dos produtores relataram ter problemas decorrentes da patologia (Faria et al., 2004).
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho caprino

N° Cabegas % do Rebanho Total
Norte 164 047 1,76
Nordeste 8458578 90,83
Sudeste 233 407 2,51
Sul 343 325 3,69
Centro-Oeste 113 427 1,21
Brasil 9312784 100

Fonte: IBGE — Pesquisa Pecuaria Municipal (2010)

Tabela 3. Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho ovino

N° Cabegas % do Rebanho Total
Norte 586 237 3,37
Nordeste 9857754 56,72
Sudeste 781 874 4,50
Sul 4 886 541 28,11
Centro-Oeste 1268 175 7,30
Brasil 17 380 581 100

Fonte: IBGE — Pesquisa Pecudria Municipal (2010)

Um estudo de Moura-Costa et al. (1973) sobre a distribuicdo geografica da LC nos
rebanhos caprinos no Estado da Bahia relatou que a doenca estava presente, particularmente,

no Norte do Estado. Neste mesmo estado, através de um estudo soroldgico foi demonstrada a
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presenca de anticorpos séricos contra C. pseudotuberculosis em 46,6% dos caprinos
analisados (MEYER, 2004).

Em 1997, no Ceard ap0s a coleta de 4712 soros de caprinos em 177 propriedades
localizadas em diversos municipios deste estado, obteve-se uma soroprevaléncia de LC nos
animais de 26,3% e para as propriedades de 84,5% (CARMO et al., 2009).

No estado de Minas Gerais um estudo epidemioldgico realizado com 642 amostras de
soro ovino oriundas de diferentes propriedades do estado mostrou uma prevaléncia estimada
de infeccdo nos animais avaliados de 70,9% e das propriedades infectadas de 95,9%
(GUIMARAES et al., 2009).

Os maiores prejuizos causados pela LC na producdo de caprinos e ovinos estdo
relacionados a alguns aspectos da patogenia da enfermidade. A forma visceral (abscessos nos
orgaos internos) é responsavel por significativa perda econdmica na criagdo de caprinos e
ovinos, devido a desvalorizacdo do produto ocasionado pela reducdo no ganho de peso e da
producdo quantitativa e qualitativa de 1a, além da reducéo na producdo de leite em virtude da
alta ocorréncia de granulomas mamarios, da queda da eficiéncia reprodutiva, da condenacéo
de carcacas e, até mesmo da morte de animais (ALVES, 1988; BURRELL, 1981; KRISHNA
etal., 1977; PATON, 1997; PATON et al., 1988).

Adicionalmente, a forma superficial (abscessos nos linfonodos periféricos) leva a
formacdo de cicatrizes que desvalorizam a pele, podendo ainda interferir na execucdo das
funcbes normais do animal como pastejar, mastigar, regurgitar e amamentar as crias. Além
disso, a venda de pele € uma importante fonte de renda para o pequeno produtor local e ha
relatos de que a presenca de deformacdes superficiais poderia reduzir o valor mercadoldgico
destas peles em até 40% (FIGUEIREDO et. al., 1982).

2.5 FONTE DE INFECCAO E TRANSMISSAO

Normalmente, o inicio do processo infeccioso ocorre por meio da pele ou ferimentos
na membrana mucosa, seguida pela disseminacdo da bactéria para os linfonodos superficiais,
que constituem a fonte primaria de infeccdo da LC e que, por conseguinte se abscedam e se
rompem, bem como nas secrecdes nasal e bucal dos animais com abscessos pulmonares, que
drenam para a arvore brénquica (RADOSTITS et al., 2002). Contudo, a principal fonte de
infeccdo é o conteldo dos abscessos que supuram e contaminam 0 meio ambiente
(ANDERSON et al., 2005).
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Unanian et al. (1985) sugeriram que a infeccdo através da pele é importante,
particularmente em caprinos do Nordeste do Brasil, devido ao tipo de vegetacdo predominante
na regido (caatinga), caracterizada por pequenas arvores contendo espinhos que podem causar
ferimentos superficiais.

Porém, a porta de entrada e distribuicdo dos abscessos no corpo pode diferir entre
caprinos e ovinos, por ocasido da tosquia e diferentes comportamentos relacionados a estas
espécies (ASHFAQ e CAMPBELL, 1979; NAIRN e ROBERTSON, 1974; PATON et al.,
1995).

A disseminacgdo da bactéria também pode atingir os érgdos viscerais, principalmente
os pulmdes, devido ao fato deste microrganismo ser capaz de penetrar nesse 6rgdo através da
inalacdo, ou seja, via aerossdis expelidos por um animal acometido por granulomas
pulmonares (BATEY, 1986b; ELLIS et al., 1987). A invasdo de 6rgédos internos pode ocorrer
também pela passagem na mucosa vaginal ou digestiva e ainda pela liberacdo do patdgeno na
corrente sanguinea. Todavia, a penetracdo do agente pela pele pode acontecer mesmo na
auséncia de lesdes aparentes (PATON, 1997a). Segundo relatos de Aleman e Spier (2001);
Yeruham et al. (1996), insetos como Haematobia irritans, Musca domestica, Stomoxys
calcitrans e Culicoides sp estdo relacionados a transmissdo da LC, porém tal fato ainda nédo
foi reproduzido experimentalmente.

O mecanismo de transmissdo da LC se da por contato direto com secrec¢des infectantes
ou mediada por equipamentos de tosquia, instalagdes, fomites e liquidos de banhos de
imersdo contaminados com o agente, o solo, a vegetacdo, bem como as fezes de animais
infectados (ANDERSON et al., 2005; CARNE, 1939; NAIRN e ROBERTSON, 1974;
RADOSTITIS et al., 2002; SOBRINHO, 2001).

A inalacdo de material infectante (pus de abscesso) pode causar 0 desenvolvimento de
abscessos nos pulmdes ou pneumonia nos ovinos. Lesdes nas tonsilas e nos linfonodos
retrofaringeos de um animal podem ser responsaveis pela infec¢do aerégena de outros animais
que estiverem em contato. A ingestdo de material infectante foi relatada como causa do
desenvolvimento de abscessos mandibulares em caprinos (COLLETT et al., 1994;
WILLIAMSON, 2001).

Entretanto, a transmissdo e a disseminacdo de C. pseudotuberculosis estdo
relacionadas com as condigdes ambientais encontradas nas criacdes dos animais
(AUGUSTINE e RENSHAW, 1986; YERUHAM et al., 2004). O agente etiologico da LC é
resistente a temperaturas baixas e locais umidos, podendo sobreviver sob estas condi¢Ges por

oito meses no solo, por quatro meses em galpdes de tosquia e por dois meses em feno e
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materiais contaminados (RADOSTITS et al., 2002). A persisténcia deste microorganismo no
ambiente parece ser o principal fator responsdvel pela sua transmissdo no rebanho
(AUGUSTINE e RENSHAW, 1986).

Desta forma, os métodos essenciais de disseminagdo entre animais estdo relacionados
a diversas praticas como: tosquia, tatuagem, marcacdo, castracdo, corte de cauda, vacinacéo,
briga entre animais, contato com material purulento dos animais e das instalagdes, e compra de
animais infectados ou em estado subclinico da doenga. (ALVES e PINHEIRO, 1997).

Os fatores de risco relacionados a LC em ovinos incluem a raca (BRUERE e WEST,
1990; GUIMARAES et al., 2009), a idade avancada (GUIMARAES et al., 2009; PATON et
al., 1995; PEPIN et al., 1994) e a existéncia de um ambiente contaminado (BRUERE e
WEST, 1990). Entretanto, o principal fator de risco identificado na Australia e em varios
outros paises do mundo é a ocorréncia de pequenas lesées na pele de ovinos em decorréncia
da tosquia (AL RAWASHDEH e AL QUDAH, 2000; SERIKAWA et al., 1993).

2.6 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Ap0s penetrar no hospedeiro, o microorganismo migra (a bactéria livre ou no interior
de macréfagos) para a circulacao linfatica até um linfonodo onde a leséo pode se desenvolver
(COLLETT, BATH, CAMERON, 1994). Desta maneira ocorre uma infiltracdo massiva de
leucocitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos para este local. Na tentativa de
conter e eliminar o microrganismo ocorre a formacdo de granulomas, inicialmente, micro
abscessos na area cortical do linfonodo acometido, 0s quais aumentam de tamanho e juntam-
se, formando um Unico abscesso central (PEKELDER, 2000; RADOSTITS et al., 2002).

Progressivamente, as células epitelidides da lesdo inicial sdo substituidas por uma
necrose caseosa, sendo esta a caracteristica predominante desta patologia. Esta massa caseosa
vai sendo circundada por células epiteliais, linfocitos e por uma camada de tecido conjuntivo
fibroso; e a medida que a lesdo progride, estas camadas celulares e fibroticas vdo sofrendo
necrose. Esse processo € cronico e se repete sucessivamente sobre a camada fibrosa,
resultando no aspecto macroscopico desta patologia, o qual é caracterizado por uma massa
esférica laminada, semelhante as camadas de uma cebola (JONES et al., 2000).

O desenvolvimento subseqliente da doenca é devido a persisténcia e progresso da
infeccdo, e envolve fagocitose, multiplicagdo intracelular do microorganismo e degeneracéo

celular resultando em aumento do abscesso (PEKELDER, 2000). O periodo de incubagdo até
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0s abscessos serem notados nos linfonodos superficiais é de aproximadamente de 2 a 6 meses
(SIMTH e SHERMAN, 1994; WILLIAMSON, 2001).

C. pseudotuberculosis ¢é responsavel pela formacdo de granuloma, o qual é formado
por um centro necrético contendo pus de cor verde claro a amarelo, cercado por camadas
concéntricas de células do sistema imune (macr6fagos, e principalmente, linfocitos),
delimitadas por uma cépsula de tecido conjuntivo (figura 3). A consisténcia do pus evolui de
liquida, no inicio da formagédo do granuloma, a pastosa, chegando a caseosa nas lesfes antigas
(PEPIN et al.1994).

Pele Pus Membrana piogénica

\l \\

Tecido granulomatoso Gordura Tecido fibrético

Figura 3 - Esquema da estruturacdo de um granuloma.
Fonte: Modificado de http://img.tfd.com/dorland/thumbs/abscess.jpg

O piogranuloma na linfadenite caseosa consiste em um mecanismo de defesa, que
limita a disseminacdo bacteriana sistémica (PEKELDER, 2000). Em alguns animais a
infeccdo pode se disseminar por via linfatica e hematogena para os pulmdes e outras partes do
organismo sem envolver o linfonodo proximo da porta de entrada (COLLETT, BATH,
CAMERON, 1994). Os abscessos pulmonares podem eventualmente romper e contaminar o
meio ambiente (WILLIAMSON, 2001).

Estas lesbes granulomatosas podem se manifestar tanto nos linfonodos superficiais,
como em visceras e em linfonodos internos. Outros sitios menos comuns, como Ubere, bolsa
escrotal e articulacdes, foram descritos (MENZIES, 1998). 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).

Todavia, embora a patogenia da linfadenite caseosa ndo esteja totalmente elucidada,

trés fatores foram amplamente descritos como sendo responsaveis pela viruléncia de C.
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pseudotuberculosis: a fosfolipase D (PLD), a camada lipidica e uma proteina relacionada ao
transporte de ferro produzida pelo gene Fag B.

A acdo da PLD na disseminacdo do patdégeno dentro do hospedeiro decorre do fato
dessa exotoxina hidrolisar a esfingomielina, um componente importante da membrana, em
colina e ceramida fosfato (CARNE e ONON, 1978). A colina é liberada enquanto a ceramida
fosfato fica associada com a membrana comprometendo as células do epitélio vascular e
aumentando a permeabilidade capilar (CARNE e ONON, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983).

Estudos demonstraram destruicdo de neutrofilos apos fagocitarem essa exotoxina, com
isso garantindo a sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro. Em inje¢do intradérmica de PLD
em camundongo foi observado a inibicdo da migragdo neutrofilica e uma formacao de necrose
no local (YOZWIAK e SONGER, 1993).

Yozwiak e Songer (1993) afirmam que a PLD D também atua na deplecdo do sistema
do complemento, protegendo o microrganismo contra opsonizacdo, além de reduzir a
quimiotaxia de neutrdfilos para o sitio inicial da infecgdo, evitando a fagocitose. Em um
estudo conduzido por McNamara et al. (1994), linhagens mutantes com o gen da PLD
deletado foram utilizadas para demonstrar que estes mutantes ndo sao capazes de estabelecer
uma infeccdo primaria ou formar granulomas nos linfonodos regionais, confirmando que a
exotoxina esta envolvida na persisténcia e disseminacdo da bactéria no organismo do
hospedeiro.

A PLD demonstra ainda uma atividade hemolitica em sinergia com o colesterol-
oxidase e a fosfolipase C de Rhodococcus equi (BURRELL, 1979; SONGER, 1997), e
proporciona uma resisténcia a hemolise pela toxina p estafilococica (SONGER et. al.1988).
Estas duas propriedades deram origem a dois testes sorologicos para a deteccéo de anticorpos
anti-exotoxina (teste da inibicdo da acdo anti-g-hemolisina e teste da inibicdo da hemolise
sinérgica) e do teste para a dosagem da exotoxina no sobrenadante de cultura (KNIGHT,
1978; ZAKI, 1968). Estas atividades enzimaticas foram relacionadas com a toxicidade da
fosfolipase D em camundongo (SUTHERLAND et al., 1989).

As atividades hemolitica, vasodilatadora e fosfolipasica da exotoxina sdo essenciais
para a disseminacdo da bactéria no organismo animal (BATEY, 1986¢c; BENHAM et al.,
1962; BURRELL, 1981; JOLLY, 1966; SONGER, 1997).

A presenca de lipideos associados a parede celular bacteriana, além de atuar como
fator piogénico, esta relacionada ao aumento da viruléncia do microrganismo por impedir sua
fagocitose pelas enzimas lisossbmicas da célula hospedeira (JOLLY, 1966). A camada

lipidica, presente na face externa da parede, assemelha-se em composic¢do ao &cido micélico



31

encontrado no género Mycobacterium e sugere-se que tenha uma acgdo letal sobre os
macrofagos (HARD, 1975). Essa camada impede a destruicdo do patdgeno pelas enzimas
lisossdmais permitindo com isso que, a bactéria sobreviva dentro do macr6fago, como um
parasita intracelular facultativo (BRAITHWAITE et al., 1993; TASHJIAN e CAMPBELL,
1983).

Uma relacdo entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede de C.
pseudotuberculosis foi evidenciada por infecgdes experimentais tanto em camundongos como
em ovinos, mostrando que quanto maior o contetdo lipidico maior a capacidade de formar
granulomas (BURRELL, 1978; MUCKLE E GYLE, 1983). Outros autores acreditam que
estes lipideos estejam relacionados a citotoxicidade (BATEY, 1986¢c; SONGER et al., 1990).
Nos dois casos, foi observada uma alta relacdo entre o contetdo lipidico das cepas testadas e
sua capacidade de formar granulomas (WILLIAMSON, 2001).

Outros fatores de viruléncia veem sendo descritos em C. pseudotuberculosis, dentre os
quais destacam-se os produtos dos genes Fag A, B, C e D, proteinas que retiram ferro do
hospedeiro, transportando-o para a bactéria. Bactérias com mutagdes nestes genes mostraram
diminuicdo da viruléncia (BILLINGTON et al., 2002).

Como sinais clinicos observa-se linfonodos afetados com o volume aumentado, firmes
e sensiveis a palpacdo (RASDOSTITIS et al., 2002), sendo descritas duas formas clinicas: a
forma superficial e a profunda, que podem estar associadas. A forma superficial acomete
linfonodos mandibulares, pré-escapulares, pre-crurais parotideos, cervical superficial,
inguinal, retro-mamarios, testiculares e subliacos causando abscessos facilmente
identificaveis ao exame fisico (ALVES e OLANDER, 1999; RADOSTITIS et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2001; SMITH e SHERMAN, 1994; WILLIAMSOM, 2001).

Ja a forma profunda acomete linfonodos internos, como mediastinicos, mesentéricos e
viscerais, causando também abscessos, que muitas vezes resultam em problemas respiratorios,
hepéaticos ou esplénicos, neuroldgicos e reprodutivos (RADOSTITIS et al., 2002; ROSA,
1996; SMITH e SHERMAN, 1994).

Clinicamente, a manifestacdo da doenca ocorre pela presenca de abscessos externos e
desordens reprodutivas: abortos, mortalidade neonatal, diminuicdo de peso, atraso na
maturidade sexual, reducdo na taxa de crescimento, diminuicdo na producdo de Id e
persisténcia da enfermidade no rebanho (ALONSO et al., 1992).

Nos exames laboratoriais pode se observar anemia, leucocitose com neutrofilia e altos
niveis de fibrinogénio, hipoproteinemia e hiperproteinemia por aumento de imunoglobulinas,
principalmente 1gG (PAULE et al., 2003).



32

Apos atingir os linfonodos locais, a infecgdo evolui para a fagocitose, multiplicacdo
intracelular de C. pseudotuberculosis, seguidos da desintegragdo e morte celular. Esse
processo é ciclico e recorrente, causando as lesfes cronicas tipicas da LC em ovinos (ALVES
et al., 1997). Através da via linfatica, ocorre 0 acometimento de linfonodos toracicos e dos
pulmdes e, posteriormente, de outros 6rgdos causando debilitacdo progressiva do animal
(ALVES et al., 1997; BATEY, 1986c¢;) (Figura 4).

Corynebacterium — Mucosas e S Ferimento
pseudotuberculosis Pele l
LINFONODO
LOCAL
Formacio do <+—— Morte 4——  Fagocitose e Multiplicagdo
Abscesso Celular Intracelular

}

Via Linfatica —» Linfonodos Toracicos —» OQutros 6rgios
e Pulméo l

| Debilita¢ao Progressiva do Animal

Figura 4 - Esquema da evolucdo da patogenia da Linfadenite Caseosa.

Fonte: Alves et al. (1997), adaptado de Batey (1986).

2.7 IMUNOLOGIA

Ao contrario do que ocorre contra microrganismos extracelulares (e toxinas por eles
secretadas) onde o principal mecanismo de defesa é a imunidade humoral, pois 0s anticorpos
podem se ligar a esses elementos e auxiliar na sua eliminacdo, 0S microrganismos
intracelulares sobrevivem a este mecanismo, proliferando dentro dos fagocitos e de outras
células do hospedeiro, 0 que os tornam inacessiveis aos anticorpos circulantes. A defesa
contra essas infeccOes esta a cargo da imunidade celular, que funciona promovendo destruicdo
dos microrganismos que residem nos fagocitos ou lisando as ceélulas infectadas
(BURMESTER e PEZZUTO, 2003).

Os neutréfilos e macréfagos sdo as principais células envolvidas na resposta contra

este microorganismo no estagio inicial pos-infeccdo (HARD, 1969; JOLLY, 1965a). Desta
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forma, Lan et al. (1999), demonstraram que a presenca destes tipos celulares pode ser critica
no estabelecimento de uma resposta protetora a infeccdo priméria e também secundaria.
Contudo, para o controle efetivo da infeccdo, além dessas células é necessaria a presenca de
subpopulacdes de linfocitos, como CD4 e CD8, bem com de macréfagos ativados (JOLLY,
1965b; LAN et al., 1998).

A fagocitose € o mecanismo de maior importancia da imunidade natural contra
microrganismos intracelulares (NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares
patogénicas sendo resistentes a degradacdo dentro dos fagocitos, tendem a causar infeccdes
cronicas, dificeis de serem erradicadas. Segundo Tashjian e Campbell (1983), a resisténcia da
C. pseudotuberculosis a morte e a digestdo no interior dos fagdcitos esta relacionada aos
lipideos da parede celular bacteriana.

A formacdo de granulomas é um processo dependente da imunidade adaptativa que,
nesse caso, € complexa e envolve tanto uma resposta imune humoral como mediada por
linfocitos T (PAULE, 2003; EI-Enbaawy et al., 2005). Pépin et al., (1994) observaram que ha
mais linfocitos T CD8 em granulomas no sitio de inoculagdo em comparagdo com aqueles
presentes em linfonodos drenantes. Esta subpopulacdo de linfocitos esté relacionada com a
atividade efetora e citotoxica, podendo atuar como um mecanismo de protecéo antibacteriana
para conter a disseminacgdo de macréfagos infectados.

A resposta imune humoral € uma resposta intensa e presente em animais imunizados e
naturalmente infectados (VALE, 2003). Esta resposta por anticorpos é regulada por citocinas
produzidas em decorréncia da interacdo do antigeno com as células imunocompetentes
(MCINTYRE et al., 1993).

Cameron e Engelbrecht (1971) demonstraram a protecdo desencadeada por anticorpos,
através da imunizacdo passiva de camundongos com soro de coelhos imunizados contra a C.
pseudotuberculosis. Posteriormente, Yozwiak e Songer (1993) relataram o efeito protetor
exercido por anticorpos anti-fosfolipase D, presentes antes da infecgdo, contra a disseminacao
da bactéria para os linfonodos. Entretanto, segundo Vale et al., (2000, 2003) esta forte
resposta humoral, por si s6, ndo é capaz de eliminar a infeccdo sendo, contudo de extrema
importancia quando associada a resposta celular. Esses anticorpos ndo interferem com a
multiplicacdo do microrganismo, mas sdo capazes de impedir a disseminacdo da infeccdo do
local de inoculacdo para 6rgaos internos (MACHADO, 2004). A resisténcia as infeccdes
causadas por bactérias intracelulares facultativas esta relacionada as células T CD4+ e mais
especificamente aos clones Thl, pelo aumento da atividade microbicida dos macrofagos, pela

producéo de IFN-gama e Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-alfa).
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O papel das células T CD8+ na resisténcia deste tipo de infeccdo esta relacionado a
capacidade de produzir IFN-gama e lisar as células infectadas (LAN et al., 1998;
CARMINATI, 2005). O papel do IFN-gama no controle da infeccdo pela C.
pseudotuberculosis foi observado em ratos, nos quais foi detectado um aumento no
crescimento bacteriano apds a administracdo de anticorpos monoclonais anti-IFN-gama (LAN
et al., 1998). Além disso, estudos em animais que apresentam delecdo do gene que codifica
esta citocina também demonstraram fundamental importancia do IFN-gama para a prote¢édo
imune do hospedeiro (PEPIN et al., 1997).

Hedden et al., (1986), analisaram a quantidade de linfécitos T e B bem como as
concentracdes de IgG de cabras sadias e doentes e, observaram quantidades menores de
linfécitos T em cabras doentes, enquanto as percentagens de células B apresentaram
similaridade entre ambas as espécies. No que se refere as concentracfes de 1gG, observaram
ainda resultados superiores nos doentes. Fato atribuivel a caracteristica do microrganismo
atuar como parasito intracelular facultativo, comprometendo o sistema imunologico e
consequentemente, reduzindo o nimero e a atividade das células T e aumento da sintese de
imunoglobulinas. Isto poderia levar a pensar que a imunidade humoral teria um papel mais
importante que a imunidade celular.

Além da resposta humoral mediada por anticorpos a infeccdo por C.
pseudotuberculosis também induz a producdo de varias citocinas formando um complexo de
interacdo entre as citocinas do perfil inflamatério e pro-inflamatorio, regulatorio e anti-
inflamatorio.

TNF-alfa (Fator de Necrose Tumoral-alfa), uma citocina pro-inflamatéria que atua
aumentando a permeabilidade vascular recrutando neutrofilos e células mononucleares para o
local da infeccdo, também estimula a atividade microbicida de neutrofilos e macréfagos.
Sendo um agente indutor de coagulacdo é um importante agente na formacgdo de granuloma
(ROBBIS, 2005). O excesso dessa citocina pode causar além de febre algumas patologias, tais
como hiperinflamacdo com necrose e caquexia alem do choque séptico (JACOBS, 2007).
Desta forma, esta citocina possui uma enorme importancia na imunidade inicial contra C.
pseudotuberculosis, sobretudo no local de inicio da infeccdo (ELLIS et al., 1991; LAN et al.,
1998, 1999; PEPIN et al.,1997).

Ja a interleucina-10 (IL-10) foi originalmente descrita como uma citocina produzida
por células Th2 e mediadora de efeitos anti-inflamatorios, atuando primariamente em células
fagociticas e em células apresentadoras de antigenos, inibindo a transcricdo e a produgéo de

citocinas pré-inflamatorias, tais como TNF e IL-12, a expressdo do MHC de classe 1l e de
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moléculas co-estimulatérias, bem como a producdo de intermediarios reativos de oxigénio e
nitrogénio (FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989; OSWALD et al., 1992; MOORE et
al., 2001). Além disso, esta citocina previne apoptose mediada pelo TNF-alfa sobre
macréfagos infectados por Mycobacterium tuberculosis, possibilitando, a manutencdo da
infeccdo cronica (ROJAS et al., 1999). No entanto, estudos em diversos modelos murinos
demonstraram que a IL-10 além de regular a atividade das citocinas do perfil Thl como IFN-
gama, também regula a formac&o de fibrose (granuloma) mediada por citocinas do perfil Th2
como IL-4. Nessa regulacdo do granuloma a IL-10 interage com as citocinas do perfil Thl
como IFN-gama suprimindo a deposicéo de colageno (WYNN, 2004).

As principais fontes de 1L-10 podem ser as células T que produzem IFN-gama, células
CD4+, CD25+ e foxp3, células Th2, macrofagos, principalmente, durante os estagios iniciais
da fase aguda da infeccdo e/ou ainda por celulas infectadas ou expostas a componentes dos
parasitas (POHL-KOPPE et al., 1998; TRINCHIERI, 2001). Esta citocina para garantir a
homeostase, regula a exacerbagdo tanto das citocinas Thl quanto Th2, entretanto uma
producéo excessiva de 1L-10 nos pulmdes a torna pro-fibrotica (WINN, 2004).

Interferon-gama é considerada uma citocina que promove a modulacdo da resposta
imune pelo controle da expressdo das moléculas de MHC classes | e Il por diversos tipos de
células, ativacdo e regulacdo da diferenciacdo de fagdcitos induzindo a expressdo de
moléculas co-estimulatérias e a producédo de produtos microbicidas como radicais de oxigénio
e NO, possuindo também a capacidade de regular a ativacdo e a diferenciacdo das células T
CD4+, tornando esta citocina um componente chave no curso da resposta imune (ABBAS,
2008; BOEHM et al., 1997; MEYER et al., 2005).

Desta forma, IFN-gama é o principal indutor da funcdo efetora na infeccdo de
macrofagos por micobactérias, desenvolvendo também um papel significativo na formacéo e
organizacdo de granulomas na resposta contra esse patégeno (EHLERS, 2001). Essa citocina
induz macréfagos a produzirem oxido nitrico devido a acdo da enzima 6xido nitrico sintetase
(NOS2), processo conhecido como via classica ativacdo (HESS, 2001; WYNN, 2004).

A producdo de IFN-gama ¢ induzida pela citocina IL-12 que tem sido descrita como
uma citocina pro-inflamatéria secretada por macréfagos e células B em resposta a infeccdes
bacterianas. Além de IFN-gama, a IL-12 também é capaz de induzir a secrecdo de IL-10 pela
mesma célula T (POHL-KOPPE et al., 1998). Em caprinos infectados por C.
pseudotuberculosis mediante estimulo com antigeno soméatico com meio minimo de cultura,
houve baixa producdo de IFN-gama, entretanto quando estimulados com antigeno secretado
ocorreu alta producdo dessa citocina (MEYER et al., 2005; REGIS, 2001).
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Pépin et al.(1991) sugeriram uma relacdo entre citocinas produzidas pelas células T
CD4+ com o desenvolvimento do granuloma e a persisténcia da bactéria no hospedeiro
quando observaram uma grande producao de IFN-gama e baixa producéo de IL-4.

Lan et al.(1998) demonstraram que o uso de anticorpos anti-TNF-alfa e anti-IFNgama
em camundongos, leva a disseminacdo deste microrganismo no hospedeiro, resultando na
morte desses animais. Fortune et al.(2004) relatam & importancia do IFN-gama, da IL-12 e
TNF-alfa no controle da infeccdo micobacteriana em humanos e em camundongos.

Um desenvolvimento de uma resposta Thl potente principalmente com a producao de
IFN-gama diminui e/ou impede a formagao do tecido fibroso (granuloma), mostrando que esta
citocina possui uma forte atividade antifibrotica (WYNN, 2004). Sabe-se que IFN-gama
estimula varias quimiocinas, sendo possivel que essas reduzam a vascularizacdo levando a
hipoxia do granuloma gerando a necrose caseosa (EHLERS, 2001).

A interleucina-4 (IL-4) é uma citocina produzida primariamente por basofilos,
eosinofilos, mastocitos e por subclasses de linfocitos T (as células Th2). Estudos vém
mostrando que as células T gama-delta também s&o produtoras dessa citocina (NELMS et al.,
1999). Esta citocina exerce um papel importante na regulagcdo da diferenciacdo de células T
virgens apds estimulo antigénico. A IL-4 induz tais células a se desenvolverem em células
capazes de produzir mais IL-4 e uma série de outras citocinas anti-inflamatorias e/ou
regulatorias , incluindo IL-5, IL-10 e IL-13, bem como suprime o aparecimento de células T
CD4 produtoras de IFN-gama, podendo promover em alguns casos a sobrevivéncia de
patdgenos por limitar a ativacdo de macrofagos (HESS, 2001; NELMS et al., 1999). Além
disto, a IL-4 induz a proliferacdo de células B ativadas, células T, timdcitos e clones de
células NK (PENE et al., 1988).

Outra funcdo de grande importancia fisiolégica é o controle exercido pela IL-4 na
especificidade do “switch” da classe da imunoglobulina onde em humanos induz a producao
de IgE e 1gG4 e nos camundongos IgE e 1gG1l (NELMS et al., 1999). A IL-4 também ¢é
responsavel pela ativacdo alternativa de macréfagos levando-os a uma maior expressao de
receptores para manose, aumentando a fagocitose e producdo de colageno pela via da
arginase-1, promovendo o remodelamento tecidual e formacdo de granulomas, mostrando
com isso um potencial pro-fibrético, assim como o TGF-beta e IL-13 (ABBAS, 2008;
WYNN, 2004).

Estudos com camundongos deficientes para citocinas mostraram que a fibrose esta

fortemente ligada ao desenvolvimento de uma resposta Th2 mediada principalmente por IL-4.
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O desenvolvimento de uma forte resposta inflamatéria Thl mediada principalmente por IFN-
gama promove uma reducdo no desenvolvimento de tecido fibrotico (WYNN, 2004).

Meyer et al. (2005), verificaram que os antigenos de C. pseudotuberculosis induziam
resposta de imunidade celular, quantificada pela producdo de IFN-gama, em cultivos de
células sanguineas in vitro e que a producdo de IFN-gama era maior quando se utilizavam
células de animais infectados, por outro lado quando se utilizavam células sométicas a
producdo de IFN-gama era menor, mostrando com isso a capacidade dos antigenos induzirem
uma resposta celular, contribuindo para o diagnostico da doenca e adicionalmente para a

producéo de vacinas mais eficientes.

2.7.1 Imunidade contra Corynebacterium pseudotuberculosis

A resposta imune promovida pelo hospedeiro contra a C. pseudotuberculosis €
complexa e envolve tanto a resposta imune mediada por células quanto a resposta imune
humoral (ELLIS et al.,, 1991). No entanto, segundo relatos a principal resposta imune
protetora contra a C. pseudotuberculosis € a imunidade mediada por células atraves de dois
processos distintos e complementares: a morte dos microorganismos fagocitados, devido a
ativacdo dos macrofagos pelas citocinas derivadas dos linfdcitos, principalmente o IFN-gama,
e a lise das células infectadas, efetuada pelas células T citoliticas (CD8+) (VALE, 2000).

Com a morte das células do sistema imunologico, ocorre a liberacdo do
microrganismo no linfonodo drenante local, ocasionando a formacdo de lesdes necrdticas
(JONES et al., 2000). Entdo, as bactérias iniciam um novo ciclo de replicacdo, conseguindo
colonizar os linfonodos regionais, e podendo atingir diversos orgaos e células (SONGER,
2005). Na tentativa de conter e eliminar o microrganismo ocorre a formacéo de granulomas.

A lesdo se inicia pelo aparecimento de células epitelidides que, posteriormente, sao
substituidas por necrose caseosa, sendo esta a caracteristica predominante desta patologia. A
massa caseosa vai sendo circundada por células epiteliais, linfocitos e por uma camada de
tecido conjuntivo fibroso; e a medida que a lesdo progride, estas camadas celulares e
fibréticas vado sofrendo necrose. (JONES et al., 2000).

A organizacdo e composicdo celular dos granulomas gerados pela infec¢do por C.
pseudotuberculosis sdo similares aquelas observados nas infecgdes por outras bactérias
intracelulares, particularmente com os granulomas induzidos por Mycobacterium tuberculosis
(FLYNN et. al., 1993) ou Listeria monocytogenes (NAKANE et. al., 1989). Entre as

similaridades, pode ser lembrada a predominancia dos linfécitos T CD8 (MODLIN et. al.,
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1983), importantes pelas suas atividades citotoxicas e de producdo de IFN-gama, responsavel
neste caso pela ativagdo de macréfagos pela via classica (KAUFMANN, 1988).

Diversas citocinas sdo expressas durante a infecgdo experimental com C.
pseudotuberculosis, entre as quais se destacam a producdo de IL-2 e IL-4 em linfonodos
drenantes e de TNF-alfa e IFN-gama no sitio de inoculacdo. Estas citocinas desempenham um
papel importante no desenvolvimento da resposta imune celular, sendo que o IFN-gama
possui grande importdncia na ativacdo de macrdfagos, os quais sdo 0s responsaveis pela
eliminacdo de patdgenos intracelulares (Pépin et al., 1997). De acordo com Jolly (1965a), a
resolucdo da infeccdo por C. pseudotuberculosis estd relacionada com a presenca de
macrofagos ativados dentro da leséo.

Estudos veem mostrando que o envolvimento da resposta celular, mais
especificamente, da inducdo de uma resposta Thl, é a mais satisfatoria na resisténcia contra
bactérias intracelulares facultativas (KAUFMANNN, 1993), entretanto, o desenvolvimento de
um perfil Th2 também é necessério.

O papel da resposta imune humoral na protecdo contra C. pseudotuberculosis foi
demonstrado em ensaios de imunizacgdo passiva, nos quais a administracdo de soros antitoxina
e antibactéria protegeram camundongos desafiados com a bactéria (Paule, 2003). Contudo,
Irwin e Knight (1975) relataram que a protecdo contra C. pseudotuberculosis é dependente de
linfocitos T e esta associada com a diminuicdo da resposta humoral, ressaltando-se a

importancia da imunidade mediada por células.

2.7.2 O papel do Interferon-gama (IFN-y)

Identificados pela primeira vez por Isaacs e Lindenmann (1957) como uma substancia
capaz de proteger as células de infeccbes virais, os interferons de uma forma geral sdo
proteinas com atividades antiviral, antitumoral e imunorreguladora, produzidas pelas células
frente a uma variedade de estimulos. (GALVANI, et al., 1999; KADOWAKI, 2000)

Particularmente, o IFN-y ou fator de ativacdo de macrofagos € uma citocina pro-
inflamatdria crucial na resisténcia infec¢oes, que esta envolvida com: mecanismos de defesa,
estabelecimento de processos inflamatérios e auto-imunidade, controle de programas
fagocitarios, bactericidas e tumoricidas em monadcitos/macréfagos, expressdo de antigenos de
histocompatibilidade (MHC) classe |1, produgdo de mediadores derivados de macrdfagos tais

como o TNF-alfa, IL-1, IL-12 e 6xido nitrico, e regulacdo negativa da sintese de mediadores
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antiinflamatérios tais como a IL-10 (EL-HASHEMITE et al., 2004; FARRAR e
SCHREIBER, 1993) Individuos que possuem mutacdes nos receptores dos genes desta
citocina sdo potencialmente mais susceptiveis a agentes infecciosos, incluindo cepas de
Micobactérias e Corynebactérias (KADOWAKI, 2000).

Secretado por células NK, macréfagos e células T CD4" e T CD8", o IFN-gama possui
receptores em quase todas as células onde é capaz de ativar diversas respostas
antimicrobianas. Nos tecidos, seus alvos sdo as células ndo infectadas, macréfagos, células B
em proliferacdo e células T CD4". Estima-se que esta citocina regule a expressdo de diversos
genes relacionados com a producdo de proteinas envolvidas na criacdo de barreiras efetivas
contra os patdgenos (PESTKA, 2004).

Esta citocina pleiotropica apresenta uma funcdo especifica para cada célula alvo
incluindo aumento da expresséo de MHC e coestimuladores em APCs amplificando a
apresentacdo antigénica e a fase de reconhecimento da resposta imune, diferenciacdo de
monacitos, ativacdo do metabolismo oxidativo de macréfagos e neutrofilos - importantes para
a fagocitose, potencializacdo da acdo do TNF e da atividade citolitica de NK, além de atuar na
conversao de linfocito ThO em linfécito Thl, e de induzir nas células B a mudanga para a
producdo de anticorpos tipo 1gG2a e bloqueiar a mudanca de classe para IgE (induzida pela
IL-4), inibindo a proliferacdo das células Th2 (GALVANI, et al., 1999; JANEWAY, 2002;
TAYLOR, 2004).

Assim, o IFN-y exerce um papel critico nas imunidades inata e adaptativa,
participando na resposta do hospedeiro nas infec¢bes bacterianas, principalmente por
patogenos intracelulares promovendo um acumulo de polimorfonucleares no local da
inflamacdo (GALVANI, et al., 1999). Quando secretado por NK em resposta ao
reconhecimento de componentes desconhecidos de microorganismos ou em resposta a 1L-12,
age como um mediador da resposta imune inata. Quando é produzido por células T em
resposta ao reconhecimento antigénico atua na resposta imune adaptativa e sua resposta é
acentuada por IL-10 e IL-18 (JANEWAY, 2002).

Consequentemente o IFN-y ¢ o principal ativador de macrofagos acentuando sua agdo
microbicida mediante a estimulacdo da sintese de intermediarios reativos de oxigénio e do
oxido nitrico, sendo que media estes efeitos, principalmente ativando a transcricao de genes
que codificam as enzimas fagdcito-oxidase e sintase indutora de 6xido nitrico necessarias para
a geracdo de intermediarios reativos de oxigénio e intermediarios reativos de nitrogénio,
respectivamente. Estas moléculas reativas sdo produzidas no interior dos lisossomos e a fuséo

destes ao fagossoma resulta na destruicdo dos microorganismos (JANEWAY, 2002).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar e comparar aspectos da resposta imunolégica de camundongos da linhagem

C57Black/6 selvagem e knockout para IFN-gama, durante a infeccdo por Corynebacterium

pseudotuberculosis.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar a cinética da infeccdo e disseminacdo bacteriana através da contagem de
unidades formadoras de colonias, em cultura de células dos linfonodos de
camundongos C57Black/6 selvagem e Knockout IFN-gama, infectados por C.

pseudotuberculosis;

Determinar o padrdo de migracdo celular para a cavidade peritoneal em
camundongos C57Black/6 selvagem e Knockout IFN-gama infectados por C.

pseudotuberculosis;

Analisar e comparar o peso do baco dos camundongos C57Black/6 selvagem e

Knockout IFN-gama infectados por C. pseudotuberculosis;

Avaliar a cinética da resposta imune humoral através da produgdo de subclasses de
IgG especificas, em camundongos C57Black/6 selvagem e Knockout IFN-gama

infectados por C. pseudotuberculosis;

Avaliar a cinética da resposta imune celular através da imunofenotipagem e
producdo de citocinas em células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem e

Knockout IFN-gama infectados por C. pseudotuberculosis.
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4.0 RESULTADOS

4.1 MANUSCRITO: Avaliacdo da Influéncia do Interferon-Gama durante a Infeccdo por
Corynebacterium pseudotuberculosis em Modelo Murino.

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia do interferon-gama durante a
infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis em modelo murino, originando assim o

manuscrito a ser submetido a Veterinary Immunology and Immunopathology.
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RESUMO

A linfadenite caseosa é uma doenga infecto-contagiosa crénica, de ocorréncia mundial que
acomete pequenos ruminantes, causando grandes perdas econdmicas. Esta doenca tem como
agente etioldégico a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis e caracteriza-se pela
formacdo de granulomas em ganglios linfaticos superficiais, podendo também acometer
6rgdos e linfonodos internos, como forma de resposta do sistema imune do hospedeiro a
penetracdo deste agente que resiste a acdo bactericida das células fag6citicas. Estudos tém
demonstrado a importancia de citocinas na defesa de patdgenos intracelulares facultativos,
inclusive para C. pseudotuberculosis, destacando-se o interferon-gama (IFN-y) citocinas
caracteristica de células Thl, que pode esta envolvida na protecdo a patdgenos intracelulares.
O presente estudo avaliou aspectos da resposta imunolégica de camundongos da linhagem
C57Black/6 selvagem e knockout para IFN-gama, durante a infecgdo por Corynebacterium
pseudotuberculosis. Os grupos foram acompanhados ao longo de 7 e 14 dias apos infeccéo
intraperitoneal com 10" UFC, durante os quais foram avaliados a disseminacdo bacteriana, a
frequéncia de granulomas, a variacdo de peso do bacgo, o padrdo de migracdo celular para a
cavidade peritoneal, alem da resposta imune humoral através da dosagem de 1gG e subclasses
e resposta imune celular através da dosagem de citocinas e imunofenotipagem. Os
camundongos knockout para IFN-gama se mostraram mais susceptiveis a infeccdo por
Corynebacterium pseudotuberculosis apresentando maior disseminacdo bacteriana nos
linfonodos mesentéricos, maior frequéncia de granulomas, aumento consideravel no peso do
baco, intensa migracdo celular para a cavidade peritoneal, principalmente neutrofilos e
macrofagos e expressdo de linfocitos T CD8+ nas células esplénicas, e consequentemente
menor expressao de citocinas pro-inflamatorias e regulatorias. Estes achados apontam para a
importancia do IFN-y na resposta imune a patogenos intracelulares a exemplo de C.
pseudotuberculosis, ao tempo em que demonstra a resposta deficiente do sistema imune dos

animais nocauteados a infecgéo.

Palavras chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Linfadenite caseosa, Interferon gama,
C57Black/6, Knockout.
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1. INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura é uma atividade rural de grande importancia para o Brasil,
principalmente para os pequenos e médios produtores da regido Nordeste, particularmente da
zona semi-arida, pois os rebanhos de pequenos ruminantes constituem as principais fontes
econémicas e nutricionais dessa populacdo (DORELLA et al, 2006a; MEYER, 2004).
Também exercem uma funcéo social de elevada importéncia, devido a fixacdo do homem no
campo, contribuindo, assim, para a diminuicdo do éxodo rural. Entre as doencas que
acometem o0s rebanhos caprinos e ovinos nesta e em outras regides brasileiras com alta
prevaléncia (MEYER, 2004; SEYFFERT et al, 2009), esta a linfadenite caseosa, doenca
cronica infecciosa cujo agente etioldgico € a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
bacilo gram positivo, pleiomorfico, patogeno intracelular facultativo de fagdcitos, relacionado
filogenéticamente com Mycobacterium tuberculosis (DORELLA, 2006a; PASCUAL et al.,
1995).

A transmissdo da doenca acontece principalmente atraves da pele ndo integra, porém
pode acontecer através do aleitamento por fémeas doentes e pela eliminacdo de aerossois
contaminados. As manifestacfes desta doenca, nos pequenos ruminantes, sdo caracterizadas
principalmente por caseacdo necrotica dos linfonodos (MEYER et al, 2005). Desta forma, a
bactéria, ao adentrar no organismo € carreada para os linfonodos superficiais e drenantes,
onde granulomas caracteristicos sao produzidos (BATEY, 1986b).

Estudos tém demonstrado a importancia de citocinas na defesa de patdgenos
intracelulares facultativos, inclusive para C. pseudotuberculosis (LAN et al., 1998, 1999;
ELLIS et al., 1991). Interferon-gama (IFN-y) é uma citocina que assume grande importancia
por promover a modulacdo da resposta imune pelo controle da expressdo das moléculas de
MHC classes | e Il por diversos tipos de células, ativacdo e regulacdo da diferenciacdo de
fagdcitos induzindo a expressdo de moléculas co-estimulatérias e a producdo de produtos
microbicidas como radicais de oxigénio e NO, além de também ter a capacidade de regular a
ativacdo e a diferenciacdo das células T CD4+, o que torna esta citocina um componente
chave no curso da resposta imune (BOEHM et. al.1997; MEYER et al., 2005; ABBAS,
2008). Adicionalmente, IFN-y é o principal indutor da funcdo efetora na infeccdo de
macrofagos por micobactérias, desenvolvendo também um papel significativo na formacéo e
organizacdo de granulomas na resposta contra esse patégeno (EHLERS, 2001). Com isso, 0

uso de camundongos Knockout para interferon-gama nos possibilita uma analise comparativa
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da resposta imunoldgica diretamente relacionada as funcBes exercidas por esta citocina na
infeccdo experimental destes animais por Corynebacterium pseudotuberculosis.

Neste trabalho buscou-se avaliar e comparar aspectos da resposta imunoldgica de
camundongos da linhagem C57Black/6 selvagem e knockout para IFN-gama, durante a

infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CULTIVO BACTERIANO

Foi utilizada a linhagem T1 de Corynebacterium pseudotuberculosis, proveniente da
colecdo do laboratorio de Microbiologia do ICS — UFBA. A linhagem foi isolada, a partir de
granuloma em linfonodo caprino, na regido de Santa Luz no estado da Bahia, e identificada
pelo teste “API coryne” (BioMérieux AS, Marcy-I’Etoile, Franga). Em seguida, a linhagem

foi semeada em meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e cultivada a 37°C, por 48 horas.
2.2.1 Preparo do inéculo

Para a infeccdo, a massa bacteriana foi lavada, centrifugada a 3.000 g a 4°C durante 30
minutos, ressuspensa em solucéo fisiolégica, e diluida para a concentragdo de 10 * UFC/mL,
para a inoculacdo. Para obtencdo do antigeno secretado foi realizado o fracionamento em trés
etapas, 0 sobrenadante da cultura foi saturado com 30% de sulfato de aménia a temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. Depois que o pH 4.0 foi ajustado para o nivel adequado pela
adicdo de HCI concentrado, n-butanol na mesma proporc¢édo de volume de meio de cultura foi
adicionado. Apds agitacdo em vortex por 1min e repouso por 1h, o anel protéico foi coletado
e centrifugado a 1350 g durante 10min e a interface precipitada foi coletada e dissolvida em
volumes pequenos de tampao tris 20 mM, pH 7,4 (500ul de extrato para 5 mL de tampdo).

Este extrato foi concentrado por ultrafiltracdo com membrana de ponto de corte de 10 kDa.
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2.3 ANIMAIS/INFECCAO

Foram utilizados, no experimento, 28 camundongos, sendo 14 da linhagem
C57Black/6 selvagem (WT) e 14 C57Black/6 knockout (KO) para IFN-gama, com idade entre
6 - 8 semanas, de ambos 0s sexos, adquiridos no Biotério da Fundagdo Oswaldo Cruz — RJ
(figura 5). Estes animais foram subdivididos em 04 grupos organizados da seguinte forma:

%+ Grupo C57Black/6 WT:

e Subgrupo 1 - 04 animais controle negativo

e Subgrupo 2 - 10 animais infectados com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis
%+ Grupo C57BL6 KO:

e Subgrupo 1 - 04 animais controle negativo

e Subgrupo 2 - 10 animais infectados com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis

O protocolo experimental foi delineado de forma que 20 animais foram
experimentalmente infectados com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis, nos quais foi
inoculado 1 mL de solucdo salina contendo 10’ unidades formadoras de colénia (CFU) da
bactéria, injetados por via intraperitoneal, enquanto que os 08 camundongos controles foram
inoculados com 1 mL de solucéo fisiolégica pH 7,4, pela mesma via. Em cada tempo (07 e 14
dias) pos inoculacdo, foram sacrificados 05 animais infectados e dois animais controles, de
cada um dos grupos experimentais (C57Black/6 WT e C57Black/6 KO). Os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical.

Apos o sacrificio, foi coletado sangue destes animais por puncao cardiaca para retirada
do soro e posterior dosagem de imunoglobulinas. Em seguida os animais foram pesados e,
sempre em condicdes estéreis, foi realizada uma incisdo na regido abdominal (na altura da
linha alba) para remocdo dos érgdos. Posteriormente o baco foi pesado e procedeu-se a
obtencdo das células esplénicas para a quantificacdo de citocinas e para a separacdo das

subpopulac@es de linfécitos.

2.4  DISSEMINACAO BACTERIANA

Para avaliar a disseminacdo bacteriana, apos o sacrificio dos animais foi removido um
linfonodo mesentérico (LNM). Com rigor asseptico, a peca foi transferida para recipiente

estéril, no qual foi divulsionado com o auxilio de agulhas e homogeneizado em 500uL de
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solucdo fisioldgica estéril, gerando uma suspensao celular, da qual uma porcéo de 100uL foi
semeada em placas contendo agar BHI, incubadas por 48 horas a 37 °C, em estufa. A cultura
do LNM foi realizada nos tempos 07 e 14 dias. A contagem das bactérias foi realizada ap6s

48 horas de incubag&o e foi expressa em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).

25  PADRAO DE MIGRACAO CELULAR

Para determinar o padrdo da migracdo celular para a cavidade peritoneal apés infec¢do
com C. pseudotuberculosis, foi introduzida 1,5mL de solucédo fisiologica estéril na cavidade
abdominal dos animais. Desta forma, massageando o abdémen do animal por em média 30
segundos, recuperou-se 0 maximo do liquido introduzido utilizando para isto uma seringa
milimetrada. Apos definicdo do volume recuperado, este foi acondicionado em microtubos
eppendorf, dos quais 40 ul foram utilizados para posterior contagem de células totais através
de um contador automatico de células (Hemocytometer).

Em seguida, foi realizado o citoesfregaco (Cytospin) em duplicata, acrescentando
60uL do lavado em cada cacapa do aparelho para centrifugacdo por 16 minutos a 500rpm em
temperatura ambiente. Em seguida, apés a retirada das laminas do aparelho e secagem das
mesmas, estas foram submetidas a uma coloracdo de Wright. Finalmente, foi feita a contagem
diferencial de leucdcitos, utilizando um microscépio Optico em objetiva de imersdo (aumento
de 1000X).

2.6 RESPOSTA IMUNE

A avaliacdo da resposta imune, dos camundongos infectados com C.
pseudotuberculosis, foi realizada para as duas vertentes, a humoral e a celular. A resposta
imune humoral foi avaliada pela mensuracdo da producdo de anticorpos especificos no soro,
enquanto que a resposta imune celular foi avaliada pela imunofenotipagem e da producéao de

citocinas em esplendcitos, por citometria de fluxo.
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4.6.1 Resposta Imune Humoral

A avaliacdo da producédo de anticorpos (IgG total e subclasses 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e
1gG3) anti- C. pseudotuberculosis (antigeno somatico) foi realizada em amostras de soro
obtidas com quatorze dias apés infeccdo. Uma vez coletado o sangue por puncdo cardiaca, as
amostras de cada animal foram acondicionadas em microtubos eppendorf, e incubadas a
temperatura ambiente por um periodo de uma a duas horas para permitir a coagulacdo. Em
seguida, estes tubos foram centrifugados a 1500 g e a temperatura ambiente, por 10 minutos.
Por fim as amostras de soro coletadas foram armazenadas a -20 °C até o momento de uso.

A) ELISA Indireto para deteccao de 1gG e subclasses

A producdo de anticorpos especificos 1gG e subclasses ( 1gG 1, 1gG 2a, IgG 2b e
IgG3) foi avaliada através de ensaio imunoenzimatico ELISA. Resumidamente, placas de
microtitulacdo foram sensibilizadas com 1ug/100ul por pogco de antigeno somatico, em
tampao carbonato-bicarbonato e a seguir incubadas overnight a 4°C, lavadas duas vezes em
PBS-Twenn 20, bloqueadas com 200 ul de leite desnatado (5%) em PBS-Twenn (por 2 horas
a 37°C). Apos uma lavagem, adicionou-se 50 ul de soro diluido 1:100 em PBS-T contendo
leite desnatado 1%, incubou-se por 1hora a 37°C e em seguida, estas foram lavadas sete vezes
com PBS-Twenn 20. Acrescentou-se 50 ul de conjugado, que consistiu em IgG de coelho
conjugada com peroxidase, contra IgG total ou contra cada subclasse (anti-lgG1, 19G2a,
IgG2b e 1gG3) diluido 1: 5.000 em PBS-Twenn 20, leite desnatado 1%, incubou-se por 45
minutos a 37°C. Apos sete novas lavagens, adicionou-se 50ul de solucéo reveladora TMB
(tetrametilbenzidina), deixando por 30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. A reacao
foi interrompida com 25 ul de H,SO4 4 N e a leitura foi feita em leitor automatico de ELISA,
com duplo filtro de 450 nm e 655 nm. As deteccGes dos anticorpos especificos foram

quantificadas como densidade dptica (DO).

2.6.2 Resposta Imune Celular

Para a avaliagcdo da resposta imune celular o baco de cada animal foi removido em

condigdes assépticas, e transferido para uma placa de petri de poliestireno. Em seguida, cada
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6rgédo foi pesado e retirado 30mg deste para maceragdo em 500 pL de solugdo inibidora de
proteases gerando uma suspensdo celular.

Esta suspensédo foi submetida a centrifugacdo a 450 xg por 10 minutos a temperatura
de 4°C. A partir de entdo o sobrenadante das amostras foi devidamente acondicionado a
temperatura de -20°C até o momento de uso para a quantificacdo de citocinas e sedimento
celular de cada amostra foi ressuspenso em 3,0 mL de solucdo fisiolégica, a qual foi
submetida a contagem total de células num contador automatico de células (Hemocytometer
CELM cc-530), a fim de ajustar a concentracdo celular necessaria para a imunofenotipagem no
citbmetro de fluxo de 500 000 células para 500 L de suspenséo.

A) Imunofenotipagem (Citometria de Fluxo)

Para a fenotipagem das células esplénicas, dos animais sob experimentacdo, foram
utilizados anticorpos ligados a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC): anti-CD4 para detecgédo
de linfocitos T auxiliares e anti-CD8 para deteccdo de linfocitos T citotoxicos (Invitrogen).
Todos os anticorpos monoclonais (AcMQ) foram previamente titulados para determinacédo da
concentracdo ideal de uso, fixada em 2L diluidos 1:10 em solucgéo fisioldgica. As células
esplénicas foram ressuspensas em solucédo fisioldgica, ajustadas em 500.000 células diluidas
em 500 pL de solucdo. A aquisicdo foi realizada no citdmetro de fluxo (FACScalibur —
BECTON DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton—Dickinson,

Canada). Para anélise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, California, EUA).

B) Producao de citocinas (Citometria de Fluxo)

Para a mensuracdo da producdo das citocinas, foi utilizado um homogenato do baco
obtido conforme descricao anterior em 4.6.2. Para isso, um volume de aproximadamente 300
uL da suspensdo de esplendcitos de cada animal foi acondicionado a -20 °C até 0 momento da
dosagem.

As dosagens de citocinas nestes sobrenadantes de esplendcitos resultantes da
maceracdo do 6rgdo foram realizadas através de um ensaio para deteccdo de citocinas por
Citometria de Fluxo utilizando “Kits” comerciais Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex — Flow
Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH), para quantificar IL-1a , IL-2, 1L-4, IL-5,
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IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27 e TNF-0, de acordo com as instrugfes do
fabricante, resumidas a seguir:

Inicialmente os padrdes de citocinas foram reconstituidos em agua destilada estéril de
acordo com a concentracdo previamente recomendada na etiqueta de cada tubo. Logo apds
estes tubos foram levados ao vortex para homogeneizagdo por aproximadamente 15 segundos,
e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o primeiro passo foi preparar
0 mix de padrBes, em um tubo denominado S1, com o acréscimo de 5uL de cada padrdo de
citocina e 35uL de tampdo de ensaio (Kkit) diluido em &gua destilada estéril 1:10 para obter um
volume final de 100uL. Apds o mix padrdo ser levado ao vortex para homogeneizacéo por
aproximadamente 15 segundos, e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, este foi
submetido a dilui¢Bes seriadas em 07 tubos contendo 50uL de tampéo de ensaio em cada um,
sendo sempre transferido 25uL de S1 a S7, com S8 contendo apenas tampdo de ensaio
(branco). O segundo passo foi preparar o mix de beads de captura (kit), diluido em tampé&o de
ensaio, que foi centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante cuidadosamente
desprezado e o “pellet” resuspenso com o mesmo volume de tampédo se ensaio. O terceiro
passo consistiu no preparo do mix de conjugado biotinilado (kit) também diluido em tampéo
de ensaio. Desta forma o ensaio foi realizado, adicionando em tubos devidamente
identificados os volumes descritos na sequéncia: padrdes e amostras, em seguida o mix de
beads e por ultimo o mix de conjugados biotinilados; Estes foram incubados ao abrigo de luz
e a temperatura ambiente por 2 horas; adicionado 1ml de tampédo de ensaio em cada tubo;
centrifugados a 7500 rpm durante 5 minutos; removido 700 uL o sobrenadante e novamente
lavado com o0 mesmo volume de tampdo; removido o sobrenadante e adicionado 20 uL de
streptoavidina-PE; homogeneizados e incubados no escuro por 1 hora; as amostras foram
novamente lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500uL de tampdo de ensaio e
aondicionadas isentas de iluminacdo a 4°C para leitura overnight no citdmetro de fluxo
(FACScalibur — BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para analise dos dados foi

utilizado o FlowCytomix Pro Software, conforme orientac6es do fabricante.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de avaliar e comparar as respostas humorais, producdo de anticorpos,
e as respostas celulares, proliferacdo e producdo de citocinas, bem como o padrdo de

migracdo celular obtidos com infeccdo de camundongos selvagens e Knockout por C.
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pseudotuberculosis foram empregados testes estatisticos ndo paramétricos em funcdo da
distribuicdo anormal dos dados. Para comparar a magnitude das variages das amostras, foi
realizada a analise de varidncia através do teste de Kruskal-Wallis (FISHER, 1993;
BIOSTAT, 2007).

As tendéncias centrais dos grupos independentes, dois a dois, foram comparadas pelo
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (CALLEGARI-JACQUES, 2003).
Todas as analises dos dados obtidos foram feitas com o programa SPSS (Statistical Package
for Social Sciences), versdo 14.0 para Windows. Foram considerados estatisticamente
significantes os resultados com valores de p < 0,05.

3.0 RESULTADOS

Nos tdpicos que a seguir serdo descritos os resultados obtidos nos experimentos
realizados para avaliar a participacdo de segmentos efetores da defesa murina na resposta
imune gerada contra uma linhagem de C. pseudotuberculosis. Para tal foram utilizados dois
grupos experimentais sendo um grupo composto por animais C57BI/6 WT e outro grupo de
camundongos C57BI1/6 KO-I1FN.

3.1 AVALIACAO DA DISSEMINACAO BACTERIANA

Os resultados do crescimento microbiolégico de C. pseudotuberculosis estdo
relacionados na tabela 2. Entretanto, podemos ainda observar de forma individualizada os
resultados do crescimento microbioldgico nas culturas da suspensdo do linfonodo mesentérico

de cada animal na tabela 1.

3.2  AVALIACAO DA FREQUENCIA DE GRANULOMAS

Apos incisdo na regido abdominal dos animais e a partir da remocao de seus 0rgaos,
procedeu-se a inspecao apurada em toda a carcaca, com o propdsito de verificar a presenca de
alteracbes granulomatosas. Assim, tabela 3 mostra o numero total de animais que

apresentaram granulomas nos diferentes grupos ao longo do tempo de infecgdo experimental.
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Nesta percebe-se que o grupo de camundongos C57Black/6 KO IFN, foi o Unico que
apresentou granulomas no 14° dia de infeccdo com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis.
Deve-se salientar, entretanto, que neste grupo todos os animais desenvolveram granulomas
em alguma regido anatomica.

Na tabela 4 tem-se uma descricdo das diferentes regibes anatémicas onde os
granulomas foram encontrados no grupo de camundongos KO-IFN. No entanto, apesar de
apenas cinco animais observados apresentarem granulomas, estes abcessos se desenvolveram
em diferentes regides anatbmicas no mesmo animal, justificando assim elevado numero

apresentado.

3.3  AVALIACAO DO PESO DO BACO

A figura 1 mostra os resultados obtidos na determinacdo da relacdo peso total do
baco/carcaca de camundongos C57Black/6 WT e C57Black/6 KO-1FNy, 07 e 14 dias ap0s
infeccdo por 10’ UFC de C. pseudotuberculosis. Comparando-se os tempos de infeccdo (7 e
14 dias), constata-se que houve diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) no peso do
baco dos animais KO infectados demonstrando um aumento nestes valores. Na comparacéo
entre os grupos WT e KO, verificou-se uma diferenca significativa (p < 0,05) no peso do baco
dos animais, 7 e 14 dias apos infec¢do, sendo que os camundongos KO apresentaram 0S
maiores valores. No entanto, a comparacédo entre animais KO (infectados x controles) mostrou
uma tendéncia a aumento no peso do baco dos animais infectados no 14° dia apds infeccdo,

porém este valor (p=0,053) ndo foi estatisticamente significativo.

3.4 DETERMINACAO DO PADRAO DE MIGRACAO CELULAR
3.4.1 Andlise da contagem total de células

Para contagem total de células, foram utilizados 40uL do lavado recuperadas da
cavidade peritoneal 07 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis. Na figura 2 esta
graficamente representada a avaliacdo do nimero total de células do lavado peritoneal dos
camundongos C57Black/6 WT e C57Black/6 KO-IFNy, 07 e 14 dias ap6s infeccdo por 10’

UFC de C. pseudotuberculosis. Nesta, uma comparacdo do teor de células nos diferentes
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tempos mostrou que o grupo de animais C57Black/6 KO-IFNy teve uma significativa variagao
(p < 0,05) na contagem total de células durante os tempos experimentais, com uma redugéo
desta quantidade no 14° dia pos infec¢do. Ao contrario nos camundongos C57Black/6 WT
ndo houve diferenca significativa nos tempos analisados. Por conseguinte, a comparacdo do
perfil celular entre os grupos de camundongos WT e KO apresentou diferenca estatistica no
7° dia poés infecgdo. A analise comparativa da quantidade de células presente no lavado dos
animais KO infectados e no grupo controle percebe-se que houve uma tendéncia a aumento
do nimero de células no grupo infectado com relacdo ao grupo controle aos 7 dias pds
infeccdo, ndo configurando entretanto valores estatisticamente significativos (p=0,053).

3.4.2 Andlise da contagem diferencial de células (Leucograma)

Na determinacdo do diferencial de células também foi utilizado o lavado peritoneal
dos camundongos 07 e 14 dias ap0s infeccdo por C. pseudotuberculosis.

Os resultados obtidos a partir das laminas do citoesfregaco (Cytospin), e coloragdo de
Wright e observadas ao microscopio oOptico para a contagem diferencial de células estdo
dispostos na figura 3, onde avaliou-se a frequéncia de macrdfagos, linfocitos, neutrofilos e
mastocitos nos diferentes grupos experimentais. Desta forma, observou-se que no grupo de
animais WT quando comparados camundongos controle e infectados houve um variacdo no
teor de neutréfilos em ambos os tempos de infec¢do e no teor de macrofagos aos 14 dias de
infeccdo, sendo que os animais infectados apresentam as maiores concentragdes,
configurando diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Resultados similares foram
observados no grupo de camundongos KO-IFN, sendo que nestes os animais infectados
tiveram maiores valores de neutrofilos e macrofagos tanto com 7 quanto com 14 dias de
infeccdo, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Por sua vez, no grupo
controle, comparando os animais WT com os animais KO-IFN percebe-se que houve
diferenca (p<0,05) apenas no numero de linfocitos, onde os maiores valores foram dos
controles KO-IFN, em ambos os tempos experimentais. Ja fazendo esta mesma comparacéo
(WT x KO-IFN) no grupo de animais infectados obteve-se diferenca estatistica (p<0,05) nédo
sO para linfocitos, mas também para macrofagos e neutréfilos aos 7 dias de infeccdo, e aos 14
dias apenas de macréfagos, porem sempre o camundongos KO-IFN com os maiores nimeros

de células.



54

3.5 CINETICA DE ANTICORPOS PRODUZIDOS AO LONGO DA INFECCAO POR

C. pseudotuberculosis.

Na avaliacdo da resposta imune humoral, a producéo de anticorpos especificos 1gG e
subclasses foi realizada através do ensaio imunoenzimético ELISA utilizando o soro, aos 14
dias apds infecgdo experimental dos camundongos por C. pseudotuberculosis.

Os resultados obtidos expressos nas figuras 4 e 5 demonstraram que 0S grupos de
camundongos WT e KO ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante nos niveis
de resposta anticérpica, ndo havendo assim variacdo detectavel expressiva na DO.
comparando 0s grupos testados. Entretanto, o controle positivo, que refere-se a um
camundongo da linhagem Swiss infectado no mesmo tempo de avaliagdo, sob as mesmas

condicdes com C. pseudotuberculosis que apresentou o valor de 1.980 de DO.

3.6  AVALIACAO DA IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem da suspensdo de células esplénicas para a deteccdo de linfécitos
T CD4" e CD8" mostrado na figura 6, traz que no grupo de animais WT, comparando
controles e infectados, aos 7 dias de infeccdo houve diferenca estatistica (p<0,05) na
expressio de linfocitos T CD4" , enquanto que no 14° dia a diferenca estatistica (p<0,05) foi
na expressdo de T CD8" . Entretanto, o grupo de animais KO-IFN ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante na expressdo destes linfocitos, entre controles e infectados, em
nenhum dos tempos experimentais. Sobretudo, quando comparados 0s grupos de
camundongos WT e KO-IFN entre si, percebe-se que entre os controles ha uma diferenca
estatistica na expressdo de células T CD8" sendo que os animais KO apresentaram os maiores
valores em todos os tempos. Ja entre animais infectados, a comparacdo dos grupos WT e KO-
IFN mostrou diferenca estatistica (p<0,05) apenas no 14° dia de infeccdo para as células T

CD4", sendo que a maior expressdo foi no grupo dos camundongos WT.

3.7 PRODUCAO CITOCINAS POR CELULAS ESPLENICAS DURANTE A
EVOLUCAO DA INFECCAO POR C. pseudotuberculosis.

As figuras de 7 a 18 apresentam a producao das citocinas TNF-a, IL-2, IL-1a, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22 e IL-27 pelas células esplénicas aos 7 e 14 dias
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apos infeccdo por C. pseudotuberculosis. Os valores apresentados nos gréficos a seguir,
representam a média de intensidade de fluorescéncia (MIF), da detec¢do de citocinas no
sobrenadante da suspensdo de esplendcitos submetido a leitura no citbmetro de fluxo.

A figura 7 mostra os resultados obtidos na dosagem do TNF o, onde niveis da
producdo pelas celulas esplénicas dos camundongos C57BI/6 apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos WT e KO-IFN aos 14 de infecgéo
experimental.

A figura 8 refere-se aos resultados da dosagem de interleucina 2 (IL-2), e neste pode-
se observar diferenca estatistica (p<0,05) no grupo de animais WT comparando os tempos de
infeccdo, 0 mesmo ndo ocorre no grupo KO-IFN onde percebe-se uma variagdo (p=0,076),
mas ndo o suficiente para configurar valores estatisticamente significantes. No grupo de
camundongos KO constatou-se diferenca nos niveis de IL-2 do grupo controle quanto
comparado com o grupo infectado no segundo tempo apos infecgéo.

Ja nos resultados apresentados na figura 9 para a dosagem de interleucina-lalfa (IL-
la), observa-se diferenca estatisticamente significante (p<0,05) apenas quando comparados 0s
tempos de infeccdo dos camundongos KO-IFN, com o aumento nos niveis desta citocina no
14° dia apds infeccao.

Na dosagem de interleucina 6 (IL-6) representada na figura 10, obtivemos diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) na comparagédo entre os grupos WT e KO-IFN aos 14
dias apds infec¢éo.

A dosagem da interleucina 4 (IL-4) representada na figura 11 revelou niveis
diferenciados entre os grupos WT e KO-IFN aos 7 dias de infeccdo. Comparando os tempos
de infeccdo obteve-se diferenca estatisticamente significante (p<0,05) no grupo KO-IFN do 7°
para 0 14° dia de infec¢do, no entanto no grupo WT percebe uma tendéncia a variacdo dos
niveis desta citocina comparando os tempos de infeccdo (p=0,076), ndo atingindo porém
valores significativos.

Ja a interleucina 5 (IL-5), cujos resultados estdo expressos na figura 12, ndo
apresentou valores estatisticamente significativos na comparacdo entre grupos. Percebe-se
apenas tendéncia a variacdo no grupo WT com a comparacdo entre 0s tempos de infeccdo
(p=0,076), 0 mesmo ocorrendo na comparacdo entre os grupos WT e KO-IFN aos 14 dias de
infeccdo, sobretudo ndo atingindo diferenca estatistica (p<0,05).

A figura 13 mostra os resultados obtidos na dosagem de interleucina 13 (IL-13), cujos
niveis apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos controle

e infectado no primeiro tempo experimental. Ainda no grupo de animais WT, considerando os
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diferentes tempos, houve um aumento significativo nos niveis de IL-13 do sétimo para o
décimo quarto dia apos infeccdo. Quando comparados os grupos WT e KO-IFN também
observou-se variacao nos niveis de IL-13 com valores estatisticamente significantes (p<0,05),
em ambos 0s tempos experimentais.

Em relacdo a interleucina 10 (IL-10), a dosagem também ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante na comparagédo entre os grupos (figura 14). Entretanto, percebe-
se que hd uma tendéncia a variacdo na comparacdo entre os tempos de infeccdo nos
camundongos WT, com p= 0,076), apesar de ndo ser um valor estatisticamente significativo.

A figura 15 apresenta os resultados da dosagem de interleucina 17 (IL-17), onde é
mostrada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) nos niveis desta citocina
produzidos pelos grupos WT e KO-IFN no 7° dia ap6s infeccdo na comparacdo entre tempos,
ocorre variacdo nos niveis dos camundongos WT (p=0,075), porém nédo atingindo valores
significativos.

Para interleucina 22 (I1L-22) os resultados da figura 16 tambem apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) na comparacdo dos tempos de infeccdo, porém nos
animais do grupo WT. A dosagem desta citocina também variou comparando animais WT e
KO-IFN mostrando diferenca significativa aos 14 dias ap0s infecgéo.

Na figura 17 a representacdo da dosagem de interleucina 21 (IL-21) mostra que houve
diferenca significativa (p<0,05) no grupo KO-IFN na compara¢do do grupo controle com o
grupo infectado (14 dias ap6s infeccdo) e também entre os animais com diferentes tempos de
infeccdo (7 e 14 dias). J& na comparacédo entre animais WT e KO-IFN observou-se diferenca
estatistica no 14° dia apos infecgéo.

A dosagem dos niveis de interleucina 27 (IL-27), também ndo apresentou resultados

estatisticamente significativos (p<0,05) na comparacao entre os grupos (figura 18).

40 DISCUSSAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € um parasita intracelular facultativo e para o
seu controle a resposta imune de caprinos, ovinos e murinos envolve tanto mecanismos da
imunidade inata (JOLLY, 1965a) quanto da imunidade adaptativa (ELLIS et al., 1991; PEPIN
etal., 1991; PEPIN et al., 1997).

Considerando-se que nos mecanismos basicos desta patogénese em modelo murino,

ocorre similaridade aos observados em pequenos ruminantes, ampla utilizacdo do referido
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modelo justifica-se por apresentar vantagens relacionadas a aquisicdo de reagentes
especificos, o facil manejo e, sobretudo, a existéncia de linhagens isogénicas, além de
propiciar uma maior facilidade de comparacdo e de interpretacdo de resultados relativos a
mecanismos basicos, com estudos de enfermidades humanas e de outros animais (CHORILLI
et al, 2007; RODRIGUES, 2009; VALE , 2005).

Neste contexto, 0s experimentos descritos foram desenvolvidos com o intuito de
contribuir para o entendimento do padrdo de resposta apresentado por camundongos
C57Black/6 KO-IFN ao longo da infeccdo experimental por C. pseudotuberculosis, num
modelo onde os mecanismos basicos de patogénese pelo microrganismo em questdo sdo
similares ao observado em pequenos ruminantes.

Analisando os resultados obtidos em nossos estudos verificamos o progresso da
infeccdo intraperitoneal dos camundongos C57Black/6 por C. pseudotuberculosis através de
cultivos da suspensdo do linfonodo mesentérico dos animais infectados, monitorada pela
presenca e quantificacdo de bactérias determinadas por UFC, que revelaram um crescimento
microbiolégico elevado na primeira semana de infec¢do diminuindo sensivelmente apds o 14°
dia de infecgdo, sugerindo que a fase inicial da doenca, a resisténcia contra este patégeno, a
resposta imune inata do hospedeiro ndo foi suficiente para eliminar a bactéria (Tabela 2).
Assim sendo, 0s mecanismos efetores da imunidade adaptativa desenvolvidos mais
tardiamente durante a infeccdo representam fatores relevantes no controle da disseminacdo de
C. pseudotuberculosis.

Belchior et al. (2006) afirmam que a disseminacdo deste patdgeno do linfonodo
regional para outros 6rgéos e tecidos do hospedeiro depende da viruléncia da linhagem, da
carga bacteriana infectante e higidez do animal. Nos casos de disseminacéo via linfo-hematica
a bacteéria atinge outros 6rgdos alvo incluindo pulmaéo, figado, rins e encéfalo, determinando
forma visceral grave da doenca (MCKEAN et al., 2007).

A enzima Fosfolipase D apresenta funcdo determinante na fisiopatologia das
corinebacterioses, visto que as membranas das células dos mamiferos sdo constituidas por
grande quantidade de fosfolipideos (BELCHIOR et al., 2006). A acdo de mediadores pro-
inflamatorios como: calicreinas, bradicininas, histaminas, fator de necrose tecidual, 6xido
nitrico e prostaglandinas na cronicidade do processo induzira a formacéo de piogranulomas e
abscessos caseosos, caracteristicos das infeccBes por actinomicetos, incluindo C.
pseudotuberculosis (BOGDAN, et al., 1997). A partir de uma semana ap0s inoculacdo

experimental, numerosos pequenos piogranulomas sdo formados que, em seguida, coalescem
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dando origem a grandes areas focais purulentas (FONTAINE, et al. 2006; MEYER et al.,
2005; SMITH, 2003; WILLIAMSON, 2001).

A partir da observacdo dos dados descritos nas tabelas 3 e 4 é possivel obter, ao longo
dos 14 dias de infeccdo por C. pseudotuberculosis, a correlagdo existente entre os grupos de
animais controle e infectados (WT e KO-IFN) e a frequéncia de granulomas nas diferentes
regibes anatdmicas destes, onde tem-se todos um acometimento generalizado dos animais
KO-IFN infectados em detrimento dos demais grupos.

A ampla distribuicdo e nimero de granulomas evidenciado no grupo de animais
nocauteados para IFN-y infectados, sugere uma relagdo entre a auséncia desta citocina e o
agravamento da doenga, ao tempo em que demonstra o qudo efetiva pode ser a resposta imune
do hospedeiro frente a este patdgeno. De acordo com Vale (2005), a localizagdo do granuloma
depende principalmente da via de entrada do microorganismo. As células de defesa apos
fagocitarem C. pseudotuberculosis morrem devido aos lipidios da parede celular bacteriana
(HARD, 1972; BATEY, 1986b), iniciando assim a formagdo dos granulomas, e a retencéo
destes patdgenos dentro da capsula fibrosa constitui um importante mecanismo de defesa, por
limitar a disseminagéo do processo infeccioso (BATEY, 1986b).

Os resultados expressos na figura 1 mostram que na relacdo do peso baco /carcaga dos
camundongos em estudo houve um aumento no peso do baco dos animais experimentalmente
infectados por C. pseudotuberculosis, ao longo dos 14 dias, principalmente no grupo KO-IFN
que apresentaram 0s maiores valores para esta relacdo. Estudos de Baird e Fontaine (2007)
demonstraram que a inoculacdo experimental de C. pseudotuberculosis em camundongos
confirmam que independentemente da localizacdo da bactéria a disseminagdo ocorre por todo
0 organismo, livre ou no interior dos fagocitos, com predominancia nos érgéos do sistema
mononuclear fagocitario (linfonodos, bago) alem do rim, figado, pulmdes e intestinos.

A progressdo da infeccdo com C. pseudotuberculosis, bem como a determinacdo do
padrdo de migracdo celular para a cavidade peritoneal dos camundongos C57BI/6 WT e KO-
IFN foi monitorada pela mensuracdo do quantitativo de células no lavado peritoneal por via
automotizada. Assim, o numero de células encontrado na cavidade peritoneal destes animais
infectados mostra o0 qudo efetiva pode ser a resposta do hospedeiro frente a acdo deste
patdgeno. Os dados deste trabalho demonstram variacdo na quantidade total de leucocitos do
7° ao 14° dia de infeccdo no grupo de camundongos KO-IFN com reducdo significativa dos
valores. Por outro lado observa-se que os animais nocauteados para IFN apresentaram teor

leucocitario maior que os camundongos WT aos 7 dias de infeccdo (figura 4). Sobretudo, a
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migracdo de células circulantes para os tecidos (diapedese), é direcionada pela presenca de
um gradiente de substancias quimiotéaticas no sitio inflamatério.

No tecido, as células buscam remover o patdgeno por meio de sua capacidade
fagocitaria, permitindo o reparo da lesdo, sendo que na inflamacao aguda as principais células
sdo os neutrofilos e os macréfagos. Entretanto, permanéncia do agente lesivo leva a
cronificacdo do processo inflamatorio, sendo observada concomitancia de destruicéo e reparo
tecidual. Na inflamacdo cronica o tecido apresenta caracteristicamente um infiltrado
constituido por células mononucleares (mondcitos, macréfagos e linfcitos), sinais de
angiogénese e fibrose (BILATE, 2007).

Adicionalmente, 7 dias apds a infec¢do, a analise diferencial de células através do
citoesfregaco demonstrou uma prevaléncia inicial de leucocitos polimorfonucleares (PMN)
principalmente neutrofilos no lavado peritoneal de ambos os grupos de animais WT e KO-IFN
infectados. ApoOs 14 dias de infeccdo experimental, p6de-se observar além de neutrofilos,
também um aumento de células mononucleares principalmente macrofagos tanto nos
camundongos WT quanto nos animais KO-1FN infectados. Em ambos os casos se configurou
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) na comparacdo destes com o grupo controle.
No entanto, a comparacdo entre grupos WT e KO-IFN, aos 7 dias, apresentou diferenca
estatistica no numero de linfécitos para os animais controles (ndo infectados) e de linfocitos,
macrofagos e neutrofilos nos animais infectados. Aos 14 dias, porém, a mesma analise
comparativa entre camundongos WT e KO-IFN mostrou diferenca significativa apenas para
0s macréfagos. Entretanto, sempre em todas as situacdes em que estes grupos foram
confrontados observou-se uma maior proliferacdo celular no grupo de animais nocauteados
(figura 5).

Deste modo, os dados observados no presente trabalho sugerem que a presenca de
polimorfonucleares nos momentos iniciais da infeccdo esteja relacionada a resposta imune
inespecifica, em seguida tende a progredir para uma resposta especifica contra o patdgeno. A
diminuicdo de tais valores ao final do experimento pode ser explicada pela resolucdo do
processo inflamatorio. Esta cronologia esta de acordo com os conhecimentos dos mecanismos
inatos que sdo predominantes nos primeiros dias de infec¢do, gerando as condi¢bes para o
desenvolvimento da resposta adaptativa. Entretanto, essas células apds fagocitarem C.
pseudotuberculosis morrem devido aos lipidios da parede celular bacteriana (BATEY, 1986a;
HARD, 1972), iniciando assim a formacdo dos granulomas. A retencdo destes patdgenos
dentro da cépsula fibrosa constitui um importante mecanismo de defesa, por limitar a

disseminagéo do processo infeccioso (BATEY, 1986c).
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Seiler et al. (2003) demonstraram que, em camundongos C57BI/6 infectados com
Mycobacterium tuberculosis, no inicio da infecgdo, houve uma constituicdo que propicia a
contengdo da bactéria, com as células PMN tendo papel central na regulacdo do foco
granulomatoso no pulméo para que este granuloma formado possa ter uma fungéo de protecdo
ao longo do tempo.

A resposta imune humoral, apesar de ndo desempenhar papel principal na defesa do
hospedeiro frente ao C. pseudotuberculosis, uma vez que isoladamente ndo é capaz de
eliminar a infec¢do causada por este patdgeno, exerce funcdo auxiliar na ativacdo do sistema
imune sendo de extema importancia quando associada a resposta  imune  celular
(MUCKLE et al., 1992; VALE et al., 2003). Esses anticorpos ndo interferem com a
multiplicacdo do microrganismo, mas sdo capazes de impedir a disseminacdo da infeccdo do
local de inoculagéo para érgéos internos (MACHADO, 2004).

Neste estudo os niveis de anticorpos 1gG e subclasses contra C. pseudotuberculosis no
soro, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes na comparagdo entre grupos
controle e infectados tanto para animais WT quanto para animais KO-IFN em ambos os
tempos de infeccdo. Todavia, estes achados estdo de acordo com os resultados de Vale (2005),
onde os niveis de 1gG3 néo se alteram ao longo do tempo, e 1gG1, 1gG2a e IgG2b, se elevam
com o tempo, mas SO apresentam niveis expressivamente consideraveis a partir dos 30 dias de
experimentacdo. Adicionalmente, estudos de Paule et al. (2003) avaliando a resposta imune
humoral observou uma resposta primaria de curta duracdo no 5° dia com uma mudanca deste
quadro a partir do 16° dia, numa forte resposta secundaria e de longa duragdo. Assim sendo,
auséncia de expressdo desses anticorpos pode estar relacionada a precocidade da dosagem aos
7 e 14 dias de infeccdo experimental (figuras 4 e 5).

Para melhor compreender o fendmeno de mobilizacdo linfocitaria e sua relacdo na
defesa do organismo durante a infec¢do bacteriana, avaliamos quantitativamente as células do
macerado do baco, através da citometria de fluxo, empregando anticorpos especificos para a
determinacdo das subpopulacdes linfocitarias. De acordo com Lan et al. (1998) as infeccGes
causadas por bactérias intracelulares facultativas esta relacionada as células TCD4 e mais
especificamente aos clones Thl pelo aumento da atividade microbicida dos macrofagos pela
producdo de IFN-y e TNF-a, sendo que o papel das células T CD8 esta relacionada a
capacidade de produzir IFN-y e a lise de células infectadas. Assim, os achados da citometria
mostraram diferenca estatistica (p< 0,05) para expressdo de linfocitos T CD4 presentes na
suspensdo do homogenato do bago no 7° dia de infecgdo no grupo de animais WT sendo que

estes foram mais expressos nos camundongos infectados que nos controle. Ja no 14° dia, a
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expressao de linfocitos T CD8+ mostraram variacdo estatistica também com maior expressao
nos camundongos infectados. Todavia, para o grupo de animais KO-IFN n&o ocorre diferenca
estatisticamente significante na expressdo linfocitaria para esta comparagdo entre animais
infectados e controle, em nenhum dos tempos de infec¢do (figura 6). Quando comparados 0s
dois grupos de animais WT e KO-IFN percebe-se que s6 ha diferenca estatistica aos 14 dias
de infeccdo na expressao de linfocitos T CD4 mais prevalente nos animais WT que nos KO-
IFN (figura 6). Estes resultados estdo em concordancia com Pépin et al. (1994) que afirmam
existir uma prevaléncia de linfocitos T CD4 na lesdes imaturas e de células T CD8 e Tyd em
lesBes maduras.

Lan et al. (1998) mostraram em camundongos, que ambas as populagdes de linfocitos
sdo importantes no processo de resisténcia a C. pseudotuberculosis quando administraram
anticorpos anti-CD4 ou anti-CD8 e observaram que aumentava a letalidade de camundongos e
havia uma reducao na producéo de interferon-y.

Durante a persisténcia intracelular, proteinas microbianas sdo produzidas e
apresentadas, promovendo assim a ativacdo de células T (KAUFFMAN, 1993). Segundo
Denis (1991) em estudo com mycobacteria a resposta imune adaptativa comeca quando
linfocitos T reconhecem os antigenos micobacterianos associados as moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) e apresentados pelas células infectadas.
Consequentemente, estes linfocitos ativados liberam citocinas que véao atrair células
inflamatérias e ativar macréfagos (DENIS, 1991). Dentro dos macrofagos bactérias
intracelulares podem estimular tanto as células T CD4+ através da expressdo de antigeno
associado ao MHC classe II, como também ceélulas T CD8+ através da expressdo de
antigenos associados a moléculas do MHC classe I. A ativacdo de células T CD4+ leva a
secrecdo de IFN-y, que ativa macrofagos, a producdo aumentada de éxido nitrico e
destruicdo da bactéria. As células T CD8+ participam do mecanismo de defesa através da
citotoxicidade, destruindo os macrofagos infectados (MACHADO et al., 2004).

Pépin et al. (1994) observaram que ha mais linfocitos T CD8 mostrando que essa
populacdo de linfécitos esta relacionada com a atividade efetora e citotoxica, para conter a
disseminacdo de macrofagos infectados.

No contexto imunoldgico, os dois maiores subtipos de linfocito T CD4+, T auxiliador
do tipo 1 (Thl) e do tipo 2 (Th2), produzem diferentes padres de citocinas apresentando
papeis distintos na resposta imunologica. Assim, células Thl secretam citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, TNF-a, interleucinas (IL)- 1, IL-2, IL-8, IL-12, e proteina

quimioatraente de mondcitos (MCP-1); enquanto células Th2 secretam preferencialmente
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citocinas consideradas antiinflamatérias como 1L-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (CHER e
MOSMANN, 1987; ELSE e FINKELMAN, 1998). Contudo, estas citocinas Thl e Th2 atuam
como sinais imunorregulatérios para geracdo de resposta imune mediada por células e
anticorpos, respectivamente (WIKEL, 1996). E é o balanco entre estes perfis que define o
estabelecimento de um ambiente pré ou antiinflamatdrio.

Dentre as citocinas classificadas como pré-inflamatdrias, tem-se IFN-y, por ser
secretado principalmente por linfocitos T citotoxicos e linfocitos T auxiliares ativados além
de ser um potente ativador de macréfagos, portanto relacionados a inducdo e ativacdo da
resposta imunoldgica adquirida e da resposta inflamatéria aguda. Neste experimento, contudo
sua dosagem ndo se fez necessaria visto que estamos estabelecendo comparagdo com um
grupo de animais knockout para esta citocina.

Os valores médios de intensidade de fluorescéncia (MIF) das principais citocinas
relacionadas a patogénese de C. pseudotuberculosis mensurados por citometria de fluxo
mostraram que a producdo de TNF-a teve diferenca estatisticamente significante (p< 0,05)
entre 0s grupos WT e KO-IFN no 14° dia de infeccdo, sendo que nos camundongos WT
observa-se maiores niveis (figura 7). De acordo com Zganiac et. al. (2004) TNF-a. controla a
ativacdo da resposta Thl, suprimindo a proliferacdo de células Thl CD4 e CD8 evitando com
isso a desintegracéo de granulomas e destruicao tecidual.

Assim, os estudos dos perfis de citocinas mostraram a enorme importancia daquelas
com acdo pré-inflamatoria, como o TNF-a, sobretudo no local de inicio da infeccdo (ELLIS
et al., 1991; PEPIN et al., 1997). O TNF-a teria papel crucial na fase inicial da infeccio
(LAN et al., 1998, 1999). Estudos realizados por Pépin et al., 1997, esclareceram também a
ligacdo entre a formacéo de granulomas e expressdo de algumas citocinas (IFN-y, TNF-a,, IL-
2, IL-4 e MCP-1) as quais tém papel nos mecanismos que impedem a disseminacdo do
parasita.

Para Lan et al.(1998) o uso de anticorpos anti-TNF-a e anti-IFNy em camundongos,
leva a disseminacdo deste microrganismo no hospedeiro, resultando na morte desses animais.
Fortune et al.(2004) relataram a importancia do IFN-y, da IL-12 e TNF-o no controle da
infeccdo micobacteriana em humanos e em camundongos. Sobretudo, dentre os mediadores
pro-inflamatorios 0 TNF-a ¢ considerado o mediador mais importante na geragdo da resposta
inflamatoria, assim incluimos a mensuracdo do TNF- a neste experimento conforme descrito

no método.
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Neste estudo, a dosagem de IL-2 variou no grupo de animais WT quanto ao tempo de
infeccdo mostrando um sensivel aumento no segundo tempo analisado, bem como também na
comparacdo deste grupo com os animais KO-1FN, onde observou-se diferenca estatistica
(p<0,05) entre os animais infectados aos 7 dias com maior producdo dos animais nocauteados
(figura 8). Considerando-se que esta citocina € produzida pelas células T CD4+ e em menor
quantidade pelos, pelas células T CD8+, deve-se salientar que a IL-2 além de atuar como um
fator de crescimento autdcrino sobre estas células, também estimula o crescimento de células
NK, facilitando sua acéo citolitica 0 que se faz importante na contencdo da infeccdo por C.
pseudotuberculosis. Estudos realizados por Pépin et al. (1997), esclareceram também a
ligagdo entre a formagao de granulomas e expressdo IL-2, bem como de outras citocinas que
tém papel nos mecanismos que impedem a disseminagdo do parasita.

Os niveis de IL-1o também variaram significativamente no grupo de camundongos
KO-IFN, mostrando um aumento dos seus niveis nos animais infectados do sétimo ao décimo
quarto dia de infeccdo (figura 9). Ciarlini et al. (1994) estudando caprinos infectados por C.
pseudotuberculosis afirmaram que a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e 0 TNF-a séo
importantes citocinas liberadas na circulagcdo que alcangam o figado e induzem a sintese e
liberacdo das proteinas de fase aguda. Estas proteinas de fase aguda funcionam como
indicadores de doencas nos estagios iniciais da inflamagéo. Essa resposta inflamatdria para o
tecido lesado € um mecanismo fundamental, no qual o organismo monta uma defesa contra a
lesdo e inicia uma série de eventos quimicos para desencadear 0 processo de cura. Estes
eventos quimicos sdo mediados pela liberacdo de citocinas pelos leucocitos que migram para
0 local da lesdo.

Para IL-4 tem-se variacdo estatistica na comparacdo dos niveis produzidos por
camundongos WT e KO-IFN aos 7 dias de infeccdo com maior producdo dos animais
nocauteados, sendo que este nivel diminui até o 14° de infeccdo experimental também com
diferenca significativa (p<0,05) (figura 11). No entanto para IL-5 ndo houve diferenca
significativa nos niveis dos grupos analisados (figura 12) e na producdo de IL-6 0s niveis
estatisticamente variaveis foram apenas na comparacdo entre grupos WT e KO-IFN aos 14
dias de infeccdo com maior producdo dos animais WT (figura 10). A relacdo entre citocinas
produzidas pelas células T CD4+ com o desenvolvimento do granuloma e a persisténcia da
bactéria no hospedeiro foi sugerida por Pépin et al.(1991), que observaram uma grande
producédo de IFN-y e baixa producéo de IL-4.

Nossos resultados com baixos niveis de IL-4, citocina tipica do padrdo Th2,

produzidos pelos camundongos KO-IFN estdo perfeitamente de acordo com dados
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amplamente registrados na literatura, que demonstram ser o perfil de resposta
predominantemente Thl, aquele responsdvel pela eliminacdo de bactérias intracelulares
(FORTUNE et al., 2004; TRAJKOVIE et al., 2004). Assim sendo, 0s maiores niveis de 1L-4
no grupo de animais KO-IFN pode esta relacionado a auséncia de interferon gama nestes
animais devido ao carater antagonista da atividade destas citocinas na infecgdo por C.
pseudotuberculosis.

A IL-4 induz células T virgens apos estimulo antigénico, a se desenvolverem em células
capazes de produzir mais IL-4 e uma série de outras citocinas anti-inflamatdrias e/ou
regulatérias , incluindo IL-5, IL-10 e IL-13, bem como suprime o aparecimento de células T
CD4 produtoras de IFN-y, podendo promover em alguns casos a sobrevivéncia de patdgenos
por limitar a ativacdo de macr6fagos (NELMS et. al., 1999; HESS, 2001). Além disto, a IL-4
induz a proliferacdo de células B ativadas, celulas T, timdcitos e clones de células NK (PENE
et. al., 1988).

A IL-6 é uma citocina sintetizada pelos fagocitos, células endoteliais, fibroblastos,
células T ativadas e outras células em resposta a IL-1 e TNF-a. A mensuragédo da interleucina-
6 mostrou a influéncia do processo de infeccdo por C. pseudotuberculosis na sua ativacao
pelo sistema imune, visto que, as elevacBes nos niveis desta citocina mostraram-se maiores no
grupo KO-IFN infectado, sendo estatisticamente significante no 14° dia de infec¢éo.

Com relacdo a dosagem de IL-13 no grupo de animais WT ocorreu variacdo entre
animais controle e com 7 dias de infeccdo onde observamos maiores niveis nos controle.
Também visualizamos diferenca na producgéo desta citocina entre os tempos de infeccdo, onde
percebe-se um aumento consideravel em seus niveis com o passar do tempo. Ja comparacao
de grupos WT e KO-IFN mostrou um aumento de producéo aos 7 dias seguido de declinio aos
14 dias de infeccdo com valores estatisticamente significativos (p<0,05) (figura 13).

Por sua vez quando analisamos o0s niveis do mediador antiinflamatério IL-10, o qual é
produzido pelos mondcitos, linfocitos B ativados e linfocitos T auxiliar e citotoxico, observa-
se que ndo apresentaram diferencas estatisticamente relevantes, na comparacdo dos grupos
analisados, o que pode esta relacionado a baixa sensibilidade do kit Flow Cytomix Multiplex
utilizado para este mediador ndo permitindo distinguir as diferencas entre os grupos testados
(figura 14). O mesmo ocorre com a dosagem de IL-27 (figura 18).

Estudos relativamente recentes tém evidéncias sugerindo o envolvimento de IL-12
(p40), IL-23 e IL-27 na defesa do hospedeiro contra infeccdes causada por Mycobacterium
tuberculosis. 1L-27 parece ter propriedades bioldgicas similares a IL-12, que incluem
potencializagdo da producéao de IFN-y por células NK e células T (KAWAKAMI et al., 2004).
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Quando presentes durante a estimulacdo priméria de células T CD4 naive, IL-27
aumenta a proliferagdo e promove a diferenciacdo em células T efetoras Th1l que secretam
IFN-gama. Entretanto, embora possa aumentar a produgdo de IFN-a por Células T CD4+,
estudos demonstram que a IL-27 ndo é necessario para a manuntencdo do perfil Thl.
(VILLARINO et al., 2006). Assim, apesar da I1L-27 ser incapaz de direcionar a producédo
IFNy por conta prépria, ela desempenha um papel importante nas etapas iniciais do perfil
Th1, contribuindo de forma paracrina para o controle da capacidade de resposta da IL-12
(LUCAS et al., 2003)

A producéo de IFN-y é induzida pela citocina IL-12 que tem sido descrita como uma
citocina pro-inflamatéria secretada por macréfagos e células B em resposta a infeccbes
bacterianas. Além de IFN-y a IL-12 também é capaz de induzir a secre¢do de IL-10 pela
mesma célula T (POHL-KOPPE et al., 1998).

A analise dos niveis de IL-17 mostrou variacdo significativa (p<0,05) logo no 7° dia de
infeccdo, onde se observou um aumento sensivel nos niveis desta citocina dos animais WT
para 0s KO-IFN (figura 15).

Para IL-22 (figura 16) houve diferenca nos niveis desta citocina nos camundongos WT
infectados com um aumento sensivel do 7° para o 14° dias de infecgdo. Porém, entre animais
WT e KO-IFN ocorre diferenca nos niveis desta citocina aos 14 dias de infeccdo, com menor
teor nos animais nocauteados. Produzidas principalmente por células Thl ativadas, 1L-22
inibe a producéo de IL-4 pelas células Th2.

Ja os niveis de IL-21 mostraram diferenca estatistica entre animais WT e KO-IFN no
segundo tempo de infeccdo, sendo que o grupo WT apresentou os maiores niveis. Na
comparacgdo entre animais controle e infectados houve variacdo na producdo desta citocina
pelos animais infectados com 14 dias no grupo KO-IFN que apresentaram menores niveis de
IL-21. Porém, considerando apenas animais infectados neste mesmo grupo knockout
percebe-se que hd um decaimento na producdo desta citocina do 7° ao 14 dia de infeccao
(figura 17), em ambos os casos com diferenga estatistica (p<0,05). A IL-21, produzida pelas
células T CD4+ ativadas, tem capacidade de aumentar a proliferacdo de células T, coordenar a
diferenciacdo de células B e aumentar a atividade citotoxica de células NK, podendo ainda
apresentar efeito autocrino na proliferacdo de células T CD 4+ e CD 8+ 0 que parece
aumentar a resposta auxiliar Thl e a atividade de linfocitos T citotéxicos (LEONARD et al.,
2005).

As principais fontes de IL-22 sdo células T ativadas e células NK, sendo que a

polarizacdo de células T para um fendtipo tipo Thl aumenta ainda mais a expresséo de 1L-22,
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enquanto que a polarizagdo em direcdo ao tipo Th2 ou o fendtipo regulador reduz, sendo a
mais alta expressdo de IL-22 detectada em células CD4 + de meméria. (Wolk et al., 2002).

O IFN-y, caracteristico de células Thl, pode estar envolvido na protecdo a patdégenos
intracelulares (BARNES et al., 1993). Ao contrério células Th2, as quais produzem IL-4, IL-
10, IL-13 e IL-5 apresentam uma menor importancia na imunidade protetora contra patdgenos
intracelulares (KAUFMANN, 1993).

50 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos inferir que a evolugédo da infecgédo
mostrou que a disseminacdo bacteriana ocorreu mais ativamente nos animais KO-IFN
infectados que nos controles. Nestes observou-se 0s maiores quantitativos de recuperacéo
bacteriana através da contagem de UFC na cultura de linfonodo, provavelmente devido a
maior susceptibilidade destes animais a infeccdo por C. pseudotuberculosis.

A maior frequéncia de granulomas verificada nos camundongos KO-IFN aos 14 dias
de infeccdo, principalmente nos linfonodos, pode esta relacionada com uma tentativa
compensatdria do hospedeiro de conter a infec¢do na auséncia de IFN-y.

O aumento crescente verificado no peso do bago dos animais KO-IFN infectados
quando comparado aos animais WT, sugere um maior aporte celular para este 6rgdo na
tentativa de conter a infec¢do na auséncia de IFN-y.

A producédo de IgG e subclasses 14 dias pos infeccdo por C. pseudotuberculosis foi
semelhante nos animais KO-IFN e WT, o0 que sugere uma resposta humoral tardia por esse
tipo de anticorpo para esse microorganismo.

O maior teor de células no infiltrado peritoneal de camundongos KO-IFN infectados,
principalmente neutréfilos e macréfagos, sugere um mecanismo compensatorio inato para a
contencao do crescimento bacteriano na auséncia de IFN-y.

Observou-se que houve um predominio de linfocitos T CD8+ nas células esplénicas de
ambos os grupos WT e KO-IFN, o que sugere a importancia dessa sub-populacdo de
linfocitos T na resposta imune contra esse microorganismo intracelular.

O balanco de citocinas demonstrou uma aumento da expressdo de citocinas
consideradas do perfil Th 1 no decorrer do processo infeccioso em ambos 0s grupos de
camundongos WT e KO-IFN, sugerindo a inducdo de uma resposta satisfatoria na resisténcia

a bactérias intracelulares facultativas.
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Na comparagdo entre animais WT e KO-IFN infectados observou-se que a expresséo
pelas células esplénicas de citocinas do perfil Th2/Th17 foi significativamente maior nos
animais nocauteados, provavelmente por uma incapacidade de estabelecer uma resposta

inflamatoria eficiente na auséncia de IFN-y.
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TABELAS E FIGURAS:

Tabela 1 - Resultado do crescimento microbiolégico para C. pseudotuberculosis
por animal nos diferentes grupos.

ANIMAIS GRUPO TEMPO UFC UFC

(C57BL6/WT)  (C57BL6/KO)
1 | 7dias 00 00
2 | 7 dias 00 00
3 | 14 dias 00 00
4 | 14 dias 00 00
5 I 7 dias 15 84
6 I 7 dias 08 317
7 I 7 dias 00 01
8 I 7 dias 00 10
9 I 7 dias 00 25
10 I 14 dias 00 00
11 I 14 dias 92 00
12 I 14 dias 00 00
13 I 14 dias 00 00
14 I 14 dias 00 00

I — Grupo controle; Il —animais infectados; C57BL6/WT — camundongos selvagens;
C57BL6/KO — camundongos Knockout IFN.

Tabela 2 - Numero (positivos/avaliados) de animais com crescimento microbioldgico
positivo para C. pseudotuberculosis na cultura da suspenséo do linfonodo mesentérico.

TEMPOS/ Black WT Black WT Black KO Black KO
GRUPOS Cont. Infec. Cont. Infec.
7 dias 00/02 02/05 00/02 05/05
14 dias 00/02 01/05 00/02 00/05
Total 00/04 03/10 00/04 05/10

- WT Camundongos C57Black/6 selvagens; KO - Camundongos C57Black/6 Knockout IFN;
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Tabela 3 — Presenca de granulomas em variadas regides anatdbmicas de camundongos infectados com
C. pseudotuberculosis.

Tempo Black WT Black WT KO-IFN KO-IFN
Cont. Infec. Cont. Infec.
07 dias 00/02 00/05 00/02 00/05
14 dias 00/02 00/05 00/02 05/05
TOTAL 00/04 00/10 00/04 05/10

WT - Camundongos C57Black/6 selvagem; KO - Camundongos C57Black/6 knockout IFN;

Tabela 4 — Principais regides anatbmicas acometidas por granulomas nos animais C57Black/6 KO- IFN

Regido anatémica KO- IFN KO- IFN
Cont. Infec.
Linfonodos 00 14
Cutéaneo 00 03
Figado 00 01
Rim 00 02
Pulméo 00 01
TOTAL 00 21

KO - Camundongos C57Black/6 knockout IFN
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Figura 1 — Relacdo do peso bago /carcaca de camundongos C57Black/6 selvagem (WT) e
C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), nos tempos 07 e 14 dias ap6s infecgdo com a linhagem T1
de C. pseudotuberculosis. * Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na
comparagao entre 0s grupos.
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Figura 2 - Determinagdo da quantidade leucocitaria total no lavado peritoneal de camundongos
C57Black/6 selvagem (WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), nos tempos 07 e 14 dias
apos infecgdo por C. pseudotuberculosis. * Representa a diferenga estatisticamente significativa
(p < 0,05) na comparag&o entre oS grupos.
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Figura 3 - Determinacdo da contagem diferencial de células de camundongos C57Black/6 selvagem (WT)
e C57Black/6 knockout IFN (KO-IFN), nos tempos 07 e 14 dias ap6s infeccdo com a linhagem T1de C.
pseudotuberculosis. * Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparagéo
entre 0S grupos.
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Figura 4 - Cinética da producdo de IgG por camundongos C57Black/6 selvagem (WT) e
C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), aos 14 dias apés infeccdo com C. pseudotuberculosis.
Valores obtidos por densidade dptica (DO). * Representa a diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,05) na comparag&o entre 0S grupos.
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Figura 5 - Cinética da producdo de subclasses de 1gG por camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 knockout IFN (KO-IFN), aos 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
Valores obtidos por densidade dptica (DO). * Representa a diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,05) na comparacdo entre 0s grupos.
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Figura 6 - Determinacdo da média intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfdcitos CD4" (A) e
CD8" (B) de camundongos C57Black/6 selvagem (WT) e C57Black/6 knockout IFN (KO-IFN),
nos tempos 07 e 14 dias ap6s infecgdo com a linhagem T1de C. pseudotuberculosis. * Representa
a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparacéo entre 0s grupos.
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Figura 7 - Producdo de TNF-alfa por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias apds infeccdo por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparacao entre 0s grupos.
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Figura 8 - Producdo de interleucina 2 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias apos infecgdo por C. pseudotuberculosis.
* Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparagao entre 0s grupos.
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Figura 9 - Producéo de interleucina 1-a por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
* Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparag&o entre 0s grupos.
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FiguralO — Producéo de interleucina 4 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias apos infeccdo por C. pseudotuberculosis.
* Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparac&o entre 0s grupos.
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Figurall — Producdo de interleucina 4 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
* Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparacao entre 0s grupos.

IL-5
8001
@ Controle
@8 Infec.7d
600+ @8 Infec.14d
|
E
2 4004
w
=
200+
o-
Black WT Black KO-IFN

Figura 12 — Producéo de interleucina 5 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap06s infec¢do por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparacio entre 0s grupos.
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Figura 13 — Producéo de interleucina 13 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparag&o entre 0s grupos.
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Figura 14 — Producéo de interleucina 10 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap06s infec¢do por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparago entre 0s grupos.
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Figura 15 — Producdo de interleucina 17 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparacio entre 0s grupos.

200+ IL - 22
: * : @@ Controle
* @8 Infec.7d
150+
@ Infec.14d
—
£
2 1004
L
s
50+
0-
Black WT Black KO-IFN

Figura 16 — Producéo de interleucina 22 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap06s infec¢do por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparag&o entre 0s grupos.
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Figura 17 — Producdo de interleucina 21 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap6s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparag&o entre 0s grupos.
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Figura 18 — Producéo de interleucina 27 por células esplénicas de camundongos C57Black/6 selvagem
(WT) e C57Black/6 Knockout IFN (KO-IFN), 7 e 14 dias ap06s infeccdo por C. pseudotuberculosis.
*Representa a diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na comparag&o entre 0s grupos.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice A

Neste apéndice esta representado o delineamento experimental de todo o trabalho.

-
Cultivo bacteriano
C.pseudotuberculosis

-
( | ]
Preparo do in6culo
Linhagem T1 (10" UFC)
-

[ C57Black/6 WT ] [ C57Black/6 KO-IFN ]

8 animais C. negativo

[ Grupo 1 (controle) 1 [ Grupo 2 (infectados 7d)

10 animais

Grupo 3 (infectados 14d)
10 animais

1

(&

Sacrificio camundongos (7, 14 dias) ]

A 4

Puncéo cardiaca ]—[ Coleta de soro (1gG e subclasses) ]

_,[ Avaliacdo da disseminagédo Bacteriana

) Contagem UFC

Vs

Quantificagdo de citocinas

-~

Obtencéao de Células Esplénicas

v

.

Avaliagdo o peso do baco ]

.

]_.

.

Vs

Imunofenotipagem

Contagem total e diferencial
de células do lavado peritoneal

v

Padré&o da migracéo celular
(Citoesfregaco)

S

Andlise estatistica ]

Fonte: Arquivos do autor
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Apéndice B

Neste apéndice tem-se a imagem de um Camundongo C57Black/6 (linhagem usada nos
experimentos)

Fonte: Arquivos do autor

Apéndice C

Este apéndice mostra uma imagem da retirada do sangue por puncdo cardiaca (A) e da
incisdo na regido abdominal (B) nos camundongos C57 BI/6 do grupo experimental.

e
1 #54
KO Par 2

>
7= f b

N 7~

Fonte: Arquivos do autor

Apéndice D
Este apéndice mostra em (A) introducdo de 1,5 ml de solugdo fisioldgica na cavidade peritoneal do camundongo,

e em (B) o volume final recuperado.

Fonte: Arquivos do autor
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Apéndice E

Neste apéndice tem-se a imagem de: em A - baco retirado de camundongo KO-IFN; B - baco de
C57Black/6 WT; C — porgdo do baco diluida em solugdo fisioldgica; D - Maceracdo do baco para obtengdo
de esplendcitos.

Fonte: Arquivos do autor

Apéndice F

Este apéndice apresenta animais C57Black/6 KO-IFN com granulomas e variadas regides anatdbmicas.

Fonte: Arquivos do autor
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