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FRAGA, Ricardo Evangelista. Avaliacdo de aspectos da relacdo parasito-hospedeiro durante a
infeccdo com Linhagem selvagem e atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis em
diferentes linhagens de camundongos. 207f. Il. 2012.Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias
da Saude, Universidade Federal da Bahia.

RESUMO

O presente trabalho trata de estudos relacionados a Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp),
agente etiologico da linfadenite caseosa. Tem como finalidade estabelecer o perfil da resposta
imune durante o percurso da infeccdo por estirpe atenuada (T1), relacionado ao primeiro
experimento, ou selvagem (C57), segundo experimento, de Cp, em diferentes linhagens de
camundongos, e desta forma estabelecer o padrdo de resposta imune em animais susceptiveis e
resistentes, além de avaliar o envolvimento do 6xido nitrico, INF-gama e da citocina IL-10 no
inicio do processo infeccioso. Uma comparacao entre as respostas imunes a estas duas estirpes
foi feita no terceiro experimento. Na metodologia empregada, para o primeiro e segundo
experimento, foram utilizados 133 animais de diferentes linhagens, por experimento, sendo: de
linhagem heterogénea - 28 Swiss; de linhagem isogénica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6
selvagem, 14 C57Black/6 knockout (KO) para 6xido nitrico (ON), 14 C57Black/6-KO-IFN-
gama e 14 C57Black/6 knockout-KO-1L-10. Cada linhagem estudada foi dividida em dois
grupos (controle e teste). Para o terceiro experimento foram utilizados 15 animais Balb/c
divididos em trés grupos. Os animais do grupo teste foram infectados com a estirpe T1 com
10’/ml (1° experimento), a C57 com 10%/ml (2° experimento) ou 10%/ml das duas estirpes (T1
ou C57), no 3° experimento. Ap6s a infeccdo os animais Swiss, Balb/c e C57Black/6
selvagens, foram avaliados aos 07, 30, 60 e 120 dias, enquanto que os animais C57Black/6
selvagens e knockout, foram analisados aos 07 e 14 dias (1° e 2° experimentos). Os animais
referentes ao 3° experimento foram avaliados aos 70 dias apds a infeccdo. Foi realizada a
construcdo da curva de mortalidade; avaliagdo morfoldgica, que constava da identificagdo de
granulomas, bem como dos locais de acometimento e avaliacdo do peso do baco; avaliacdo do
direcionamento celular para o local da infeccdo, que corresponde a avaliagéo total e diferencial
das células da cavidade peritoneal; producéo das citocinas IL-1a, TNF-a, INF-y, GMC-SF, IL-
10, IL-6, IL-2, IL-17 por células aderentes da cavidade peritoneal estimuladas com antigenos
secretados ou com bactéria viva (1° e 2° experimento); imunofenotipagem, avaliando as
células T CD4" e T CD8"; bem como a mensuragao das citocinas I1L-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y e TNF-a no homogenato do baco, em todos os
experimentos. Os resultados obtidos mostram uma diferenca entre as linhagens Balb/c,
C57Black/6 e Swiss no tipo de resposta imune estabelecida durante infeccdo com T1 e com
C57, onde os animais C57Black/6 demonstraram ser mais resistentes. Dentre os animais
nocauteados, aqueles KO-IL-10 demonstraram ser mais resistentes, enquanto que os animais
KO-ON e KO-INF-y foram mais sensiveis a infec¢cdo. No 3° experimento foi possivel
visualizar que a estirpe C57 induziu alteracbes morfologicas mais acentuadas e maior
direcionamento de células para o local da infeccdo, quando comparada com tais inducdes
feitas pela estirpe T1. Com o0s experimentos realizados e resultados obtidos, pretendeu-se
fornecer subsidios para uma melhor compreenséo da relacdo parasito-hospedeiro no modelo
murino, em infecgbes experimentais que confrontam duas estirpes desta bactéria com
diferentes linhagens de camundongos. Estes conhecimentos poderdo orientar a construcdo de
protocolos de imunizagdo/desafio visando o desenvolvimento de vacinas ou/e imunoterapias.

Palavras chave: Corynebacterium pseudotuberculosis. Camundongos. Resposta Imune.



FRAGA, Ricardo Evangelista. Evaluation of aspects of host-parasite relationship during
infection with wild strain of Corynebacterium pseudotuberculosis and attenuated in different
strains of mice.207f. 1. 2012. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia.

ABSTRACT

The present work deals with studies related to Corynebacterium pseudotuberculosis (C.p.),
the etiologic agent of caseous lymphadenitis. Its finality is to establish the immune response
profile during the course of infection by a attenuated C.p strain (T1), concerning the first
experiment, and by a wild C.p. strain (C57), concerning the second experiment, in different
mice lineages, thereby evaluating the immune response pattern in susceptible and resistant
animals, in addition to evaluating the involvement of nitric oxide (NO), IFN-gama, and 1L-10
in the beginning of the infectious process. Furthermore, this study aims to compare the
immune response established by theses two strains, concerning the third experiment. The
applied methodology consisted of 133 animals of different lineages, for each experiment (1°
and 2°), these being: The heterogeneous lineage — 28 Swiss animals; the isogenic lineage — 28
Balb/c animals, 35 wild C57Black/6 animals, 14 C57Black/6 nitric oxide knockout (KO)
animals, 14 C57Black/6 IFN-gama KO animals, and 14 C57Black/6 IL-10 KO animals, each
lineage being divided in two groups: control and test. For the third experiment, 15 Balb/c
animals were used, divided in three groups. This experiment’s mice were infected with the
T1 strain (10°/ml), also used in the first experiment; with the C57 strain (10%/ml), also used in
the second experiment; or 10*/ml of both strains (T1 or C57). After the infection the Swiss,
Balb/c and wild C57/Black6é mice were evaluated with 07, 30, 60 and 120 days. While the
wild and KO C57Black/6 animals were analyzed with 07 and 14 days (first and second
experiment). The third experiment’s animals were evaluated with 70 days after infection.
During the experiment were performed: the construction of a mortality curve; a morphologic
evaluation, consisting of identification of granulomas, as well as the sites affected and
evaluation of the spleen weight; the analysis of the cellular migration to the site of infection,
that corresponds to the total number of cells in the peritoneal cavity and the differentiation of
these cells; the evaluation of cytokine production (IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-
6, IL-2, IL-17) by adherent cells in the peritoneal cavity stimulated with secreted antigens or
the live bacteria (the first and second experiment); immunophenotyping, evaluating CD4" and
CD8" T cells as well as measuring the production of the cytokines IL-1a, 1L-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y and TNF-a in the spleen homogenate, in all
the experiments. The obtained results show difference between the Balb/c, C57Black/6 and
Swiss lineages concerning the immune response pattern established during the infection by
the T1 and C57 strains, where the C57Black/6 animals showed resistance. Besides, the IL-10-
KO animals presented more resistance, while the NO-KO and INF-gama-KO animals were
more susceptible to infection. In the third experiment, it was observed that the C57 strain
showed more pronounced morphologic alterations, compared to the T1 strain. Thus, the
present work contributes to the understanding of the host-parasite interaction, during the
infection by attenuated and wild strains of C.p. in different mice lineages, describing aspects
related to the immune response in susceptible and resistant animals, and may contribute to
immunization/challenge protocol evaluation aiming the development of vaccines and/or
immunotherapies.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; Mice; Immune Response.
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INTRODUCAO

Vaérias bactérias sdo responsaveis por causar diversas patologias em pequenos ruminantes.
A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa crénica presente em animais de
varios paises do mundo incluindo o Brasil, que acomete principalmente os caprinos e 0s
ovinos. Esta doenca € ocasionada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, um
cocobacilo Gram positivo, intracelular facultativo de macréfagos, imovel, ndo esporulado,
anaerobico facultativo, que foi isolado pela primeira vez em 1888 por Edward Nocard de uma
linfangite bovina e, posteriormente, em 1891 por Hugo von Preisz de um abscesso renal
ovino. (BATEY, 1986b; DORELLA et al., 2006c; BAIRD & FONTAINE, 2007).

Nos pequenos ruminantes a doenga se caracteriza por um quadro de formacdo de
granulomas nos linfonodos externos e internos e em visceras como os pulmdes, rins e figado
(SMITH & SHERMAN, 1994; PEKELDER, 2000; KURIA et al., 2001; BAIRD &
FONTAINE, 2007; SOARES, VIANA & LEMOS, 2007). Os granulomas sao constituidos de
camadas concéntricas de macrdfagos, e principalmente linfocitos, tanto os T CD4" quanto os
linfocitos TCD8", estas células estdo distribuidas em torno de um centro necrético e
circundadas por uma capsula fibrosa (PEPIN et al., 1994b; RADOSTITS et al., 2002;
FONTAINE & BAIRD, 2008).

Geralmente a doenca esta associada a uma debilidade geral do animal, afetando o seu
ganho de peso e a sua eficiéncia reprodutiva; desvalorizagédo da pele; elevagdo dos custos com
medicamentos para o tratamento das lesGes externas; diminuicdo da producdo de leite e
carnes; condenacgdo de carcagas e visceras e, nos casos mais graves, resultar na morte dos
animais (MEYER et al., 2002).

A imunidade estabelecida a esta bactéria intracelular facultativa é complexa e envolve
tanto mecanismos da resposta imune inata, quanto adaptativa. Na resposta imune inata, 0s
neutrofilos e macrofagos sdo as principais células envolvidas no inicio da infeccdo. A
presenca destes tipos celulares pode ser critica no estabelecimento de uma resposta protetora a
infecgdo primaria e também secundaria a LC (JOLLY, 1965a; HARD, 1969; LAN et al.
1999), uma vez que sdo as responsaveis pela fagocitose e destruicdo dos microrganismos
(NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares patogénicas, sendo resistentes a
degradacéo dentro dos fagocitos, principalmente por alterar a producéo de 6xido nitrico destas
celulas, tendem a causar infecgBes cronicas, dificeis de serem erradicadas (TASHJIAN &
CAMPBELL, 1983). Desta forma, torna-se importante o auxilio da resposta imune adaptativa

que favoreca a acdo da fagocitose para eliminar/conter o microrganismo, como por exemplo, a
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C. pseudotuberculosis. Desse modo, um envolvimento das células T CD4", subpopulagéo
Th1, torna-se uma importante ferramenta (JOLLY, 1965b; LAN et al., 1998).

O controle deste agravo deve estar apoiado em medidas que possam inibir a
entrada/disseminacdo de C. pseudotuberculosis no rebanho, sendo assim, a imunoprofilaxia,
baseada no estabelecimento de vacinas, € uma importante ferramenta frente a LC
(PIONTKOWSKI & SHIVVERS, 1998; PATON et al., 2003; DORELLA et al., 2006a).
Ademais, diversos grupos vém trabalhando, utilizando-se de diferentes protocolos, na
tentativa de conceber uma vacina eficaz frente a este microrganismo.

Diante destas observacdes, e por entender que a caprinocultura e a ovinocultura séo
atividades rurais de grande importancia para o Brasil, principalmente para 0s pequenos e
médios produtores da regido Nordeste, que estudos voltados para agravos como a linfadenite
caseosa sdo importantes. Estas atividades constituem as principais fontes econémicas e
nutricionais dessa populacdo, além de exercerem uma funcdo social de elevada importancia,
devido a fixacdo do homem no campo, contribuindo, assim, para a diminui¢do do éxodo rural.
Além disso, a ampliacdo do conhecimento sobre os diversos aspectos da relacdo parasito-
hospedeiro sdo fundamentais para o estabelecimento de estratégias eficientes na contencdo e
eliminacdo deste agravo, uma vez que, para se desenvolver uma vacina que seja eficaz frente
a um patdgeno é necessario considerar a epidemiologia e a imunologia da infec¢do natural, ou
a fisiologia do patdégeno em questdo. Assim, o empenho para se conhecerem como cepas
virulentas e atenuadas de C. pseudotuberculosis se relacionam com o hospedeiro gera
informacBes Uteis para o desenvolvimento de novas vacinas, Kits de diagndstico e terapia
efetiva, além de gerar conhecimento sobre a cinética das respostas imunes contra bactérias
intracelulares.

Ademais, foi proposta do presente trabalho, avaliar aspectos da relacdo parasito-
hospedeiro durante a infeccdo com cepa selvagem e atenuada de Corynebacterium
pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos, com o intuito de verificar se a
existéncia de diferencas, tanto relacionadas com particularidades imunol6gicas do hospedeiro,
guanto inerentes ao microrganismo, interferem na relacdo parasito-hospedeiro. Com este
intuito foram realizados trés experimentos onde o primeiro se refere & avaliagdo de uma cepa
atenuada, o segundo utilizando uma cepa recentemente obtida de um caprino naturalmente
infectado, enquanto que o terceiro compara estas duas cepas administradas na mesma

concentragéo.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfadenite Caseosa

A linfadenite caseosa, doravante (LC), também conhecida como mal do carogo ou falsa
tuberculose, ¢ uma doenca infectocontagiosa crbénica, que acomete principalmente o0s
pequenos ruminantes, caprinos e ovinos, entretanto, pode, em menor grau, causar linfagite
ulcerativa em equinos e dermatite ulcerativa em bovinos, bufalos e cervos (BENHAM et al.,
1962; LOPEZ et al., 1966; ZAKI, 1976; BATTEY & TONGE, 1968; CAMERON &
MINNAR, 1969; AYERS, 1977; BATEY, 1986a). A LC ndo é considerada uma zoonose,
entretanto ja foram registrados casos humanos relacionados com este microrganismo,
geralmente referido a uma exposi¢do ocupacional, demonstrando o seu potencial para tornar-
se uma (MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997; LIU et al., 2005).

2.1.1 Agente Etioldgico

A linfadenite caseosa é causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis
pertencente ao género Corynebacterium e a0 mesmo grupo supragenérico dos géneros
Mycobacterium, Rhodococcus e Nocardia, que corresponde ao Actinomycetes
(WILLIAMSON, 2001; PAULE et al., 2004; DORELLA et al., 2006c; BAIRD &
FONTAINE, 2007; D’ AFONSECA et al., 2008). E caracterizada como um cocobacilo Gram
positivo, intracelular facultativo de macréfagos, embora possa infectar outras células como as
células renais de caprinos, é pleiomorfico, imovel, ndo esporulado, anaerébico facultativo,
possuindo dimensdes que variam entre 0,5 - 0,6 pum de didmetro e 1-3 um de comprimento. A
bactéria pode se apresentar isolada ou formando grupamentos irregulares, pequenos, brancos e
secos (BATEY, 1986b; DORELLA et al., 2006¢c; BAIRD & FONTAINE, 2007; VALDIVIA,
et. al., 2012). E um microrganismo mesofilico, cuja temperatura ideal de crescimento é 37°C,
0 pH ideal esta entre 7,0 e 7,2, e que requer um periodo de incubacdo de 48 a 72 horas
(MERCHANT & PACKER, 1975; MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006a).

Ao que se refere as caracteristicas bioquimicas, € possivel observar que este
microrganismo apresenta uma grande capacidade fermentativa, sendo capaz de utilizar para
tal propriedade, uma variada fonte de carboidratos como a glicose, frutose, manose, maltose e

sacarose, com producdo de &cido, entretanto sem a producdo de gas. Mostra-se positiva para



12

os testes de catalase, urease e fosfolipase D, porém negativa para os testes de oxidase,
esculina, hidrolise de gelatina, digestdo da caseina e fermentacdo da lactose. A reducdo de
nitrato é variavel, ndo sendo geralmente observada em estirpes isoladas de pequenos
ruminantes (biovar ovis) e sim a partir do isolamento de equinos e bovinos (biovar equi)
(MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006a). Em relacdo as variacbes bioquimicas
observadas, principalmente em relacdo a fermentacdo de carboidratos, Songer e seus
colaboradores (1988), atribuiram a possibilidade da existéncia de varios biovares entre as
especies e/ou ao uso de diferentes métodos por diferentes pesquisadores na caracterizacdo
bioguimica destas bactérias. O isolamento de C. pseudotuberculosis originados de animais
domesticos sdo fenotipicamente heterogéneos e séo estas peculiaridades que podem contribuir
de formas diferentes para a viruléncia deste microrganismo (NIETO et. al., 2009; SOUZA,
2009).

Embora seja uma bactéria beta-hemolitica, a hemdlise ao redor das coldnias é variavel,
podendo ndo ser observada no periodo de 48 a 72hs. Quando se acrescenta a0 meio 0
detergente Tween 80, a atividade hemolitica das cepas é favorecida, assim como grandes
zonas se desenvolvem na presenca de Rhodococcus equi (DORELLA et al., 2006a; BAIRD &
FONTAINE, 2007).

Uma vez que é relativamente recente o sequenciamento de genes deste microrganismo
(RUIZ et al., 2011), at¢ o momento, somente alguns fatores de viruléncia que conferem
caracteristicas patogénicas a C. pseudotuberculosis foram bem descritos e caracterizados,
sendo eles a fosfolipase D, doravante (PLD), e os acidos corinomicolicos (BAIRD &
FONTAINE, 2007).

A PLD é uma exotoxina hemolitica catiénica de aproximadamente 31 kDa (JOLLY,
1995a). Caracterizada como uma fosfatidilcolina fosfatidohidrolase, descrita inicialmente por
Carne (1940), atuando tanto na disseminacdo quanto na sobrevivéncia da bactéria no
hospedeiro, principalmente por hidrolisar a esfingomielina, um componente importante da
membrana celular do hospedeiro, aumentando a permeabilidade capilar, e desta forma a
disseminacédo pelo hospedeiro (CARNE & ONON, 1978; MUCKLE& GYLES, 1983). Essa
exotoxina além de auxiliar na disseminacdo provoca também uma reacdo inflamatoria intensa
(TAMBOURG, 2006). A inativacdo desta enzima em microrganismos mutantes interfere
diretamente na persisténcia e disseminacdo desta bactéria, uma vez que estes mutantes nao
sdo capazes de estabelecer uma infecgdo priméria ou a formacdo de granulomas nos

linfonodos regionais (MCNAMARA et al., 1994). Esta exotoxina parece ndo ser um fator
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piogénico (formagdo de granulomas), e sim de disseminagdo do agente infeccioso no
hospedeiro (ZAKI, 1976).

Os acidos corinomicolicos, por criarem uma espessa camada cerosa que reveste a
parede celular da bactéria, estdo envolvidos na protecdo contra a digestdo pelas enzimas
intracelulares do hospedeiro, capacitando sua sobrevivéncia e proliferacdo no interior dos
macrofagos. Estes 4&cidos graxos apresentam propriedades citotoxicas e induzem a
caseificacdo (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; BRAITHWAITE et al., 1993;
WILLIAMSON, 2001; BILLINGTON et al., 2002; PAULE et al., 2004; BAIRD &
FONTAINE, 2007). Uma relacdo entre viruléncia e a 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 & GYLE, 1983).

2.1.2 Patogénese

Nas infeccBes naturais dos pequenos ruminantes, a bactéria utiliza como a principal
porta de entrada, ferimentos ou pequenas abragdes na superficie da pele (DORELLA et al.,
2006a; BAIRD & FONTAINE, 2007). Apos a entrada, ocorre a formacao de pequenas lesdes
granulomatosas geralmente no local de acesso, comumente a regido subcutanea, ou nos
linfonodos superficiais, originando a LC externa ou superficial (SMITH & SHERMAN, 1994;
KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007; SOARES, VIANA & LEMOS, 2007). A
medida que o microrganismo se dissemina, utilizando a via linfatica ou sanguinea, as lesdes
se desenvolvem em oOrgdos internos, comumente nos linfonodos mediastinicos ou nos
pulmdes, entretanto qualquer 6rgdo pode ser acometido. Esta forma é conhecida como LC
visceral, sendo observada com mais frequéncia em ovinos que nos caprinos (PEKELDER,
2000; KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007).

Os granulomas da LC s&o resultados principalmente da resposta imune do hospedeiro
como um mecanismo para conter a disseminagdo deste microrganismo (PEKELDER, 2000).
As lesbes sdo constituidas de camadas concéntricas de macrofagos, e principalmente
linfocitos, T CD4" e TCDS8", estas células estdo distribuidas em torno de um centro necrético
e circundadas por uma cépsula fibrosa. O centro necrotico contém pus de coloragao variando
do branco ao amarelado e/ou esverdeado que, inicialmente, é mole e semifluido, evoluindo

com o tempo, para uma consisténcia pastosa, chegando a caseosa nas lesdes mais antigas
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(PEPIN et al., 1994b; WILLIAMSON, 2001; RADOSTITS et al., 2002; FONTAINE &
BAIRD, 2008). E identificada uma semelhanca entre os granulomas causados pela infecgo
por C. pseudotuberculosis e os causados por Mycobacterium tuberculosis. Tal semelhanca é
esperada, uma vez que ha aproximacdo filogenética entre estes dois microrganismos
(PASCUAL et al., 1995).

Além da visualizacdo de granulomas é possivel identificar em exames laboratoriais nos
caprinos e ovinos a presenca de anemia, leucocitose com neutrofilia e altos niveis de
fibrinogénio, hipoproteinemia ou uma hiperproteinemia por aumento de imunoglobulinas
(principalmente IgG) e aumento de Interferon gama (PAULE et al., 2003).

As lesbes granulomatosas, quando se rompem, liberam o material caseoso, que é rico em
bactérias viaveis, que representa uma fonte de contaminacdo horizontal entre os animais
(BROWN & OLANDER, 1987 apud FONTAINE & BAIRD, 2008). Este material caseoso
pode contaminar a pele ou 0 meio ambiente em que este animal vive, e assim ocorrer a
transmissdo por contato fisico direto dos animais sadios com o animal infectado ou,

indiretamente, via fomites contaminados (DORELLA et al., 2006a).

2.1.3 Prevaléncia

A linfadenite caseosa € uma patologia presente em animais de varios paises,
principalmente naqueles que possuem uma significativa populacdo de pequenos ruminantes.
A doenca ja foi descrita em paises como: Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados
Unidos, Canad4, Inglaterra, Franca, Italia, Dinamarca, Argentina, Chile, Uruguai, Venezuela,
Turquia, Cuba e Brasil (RUIZ et al., 1995; LITERAK et al., 1999, MOLLER et al., 2000;
WILLIAMSON, 2001; ARSENAULT et al.,, 2003; CABRERA et al., 2003; CHIRINO-
ZARRAGA et al., 2005; DORELLA et al., 2006a). A infeccdo pelo C. pseudotuberculosis
acomete os animais de ambos 0s sexos e idades, contudo, apresenta-se mais prevalente entre o
primeiro e o segundo ano de vida do animal e em fémeas (AL-GAABARY et al., 2009).

Estima-se que no Brasil, que ocupa o 15° lugar em relacdo ao tamanho do rebanho de
pequenos animais, correspondendo a 26.000.000 de cabecas (FAO, 2008), a prevaléncia
clinica da LC possa atingir 30% a 50% dos animais (FARIA et al., 2004). A regido Nordeste
possui a maior concentracdo de rebanhos do pais, apresentando cerca de 91% da populacédo de
caprinos e 56% da populagédo ovinos, e seria a regido mais acometida (RIBEIRO et al., 1991;
ALVES & PINHEIRO, 1997; IBGE, 2012).
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A Bahia por deter o maior efetivo de caprinos e 0 segundo maior de ovinos do pais com
33,7% e 19,1% do efetivo nacional, respectivamente (BRASIL, 2007), é o estado nordestino
mais afetado. Principalmente nas regifes semiaridas onde os animais sdo criados de forma
extensiva na vegetacdo espinhosa da Caatinga, favorecendo, assim, a contaminacdo dos
animais e a disseminacdo da doenga. Um estudo soroldgico realizado no ano de 2003 em 19
municipios do semiérido baiano demonstrou uma prevaléncia média de 46,6% da LC em
caprinos (MEYER, 2003).

A LC ¢ responsavel por grandes perdas econdmicas, principalmente na Bahia, onde o
pequeno produtor tem na caprinocultura a sua fonte de renda familiar preponderante
(RIBEIRO et al., 1988; MOURA-COSTA, 2002; MEYER, 2003; DORELLA et al, 2006a).
Esta patologia € a responsavel por comprometimento do couro, principalmente devido a
formacéo de cicatrizes nos locais dos granulomas superficiais, que desvalorizam a pele. Além
disso, pode ocasionar perda de peso, desordens reprodutivas (como abortos e mortalidade
neonatal), diminuicdo da producédo de carne, 1a e leite, condenagdo da carne e visceras e nos
casos mais graves, resultar na morte dos animais (NAIRN & ROBERTSON, 1974; AYERS,
1977; ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981; EGGLETON et al., 1991; ALONSO
etal., 1992; MEYER et al., 2002).

2.1.4 Resposta Imune

A imunidade estabelecida frente a este microrganismo, bactéria intracelular facultativa, é
complexa e envolve tanto mecanismos da resposta imune inata quanto adaptativa. Na resposta
imune inata, os neutrofilos e macréfagos sdao as principais células envolvidas no inicio da
infeccdo e a presenca destes tipos celulares pode ser critica no estabelecimento de uma
resposta protetora a infeccdo primaria e secundéaria (JOLLY, 1965a; HARD, 1969; LAN et al.
1999), uma vez que, estas células sdo as principais responsaveis em realizar a fagocitose e
destruicdo dos microrganismos (NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares
patogénicas sendo resistentes a degradacdo dentro dos fagocitos, tendem a causar infecgdes
crénicas, dificeis de serem erradicadas (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; REINOUT et al.,
2002).

Os neutrofilos sdo células essenciais para a defesa contra a infec¢do primaria, atuando
para restringir o crescimento bacteriano ou agindo sobre as células infectadas de forma
independente das atuagdes dos macrofagos e das células Natural Killer - NK (CONLAN &
NORTH, 1991; ROGERS &UNANUE, 1993; SJOSTEDT et. al., 1994). Camundongos cuja
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atuacdo destas células foram bloqueadas, sucumbem as infec¢bes por Francisella tularensis
ou Listeria monocytogenes, microrganismos intracelulares facultativos. Tal resultado
demonstra que os neutrofilos sdo essenciais para restringir o crescimento destas bactérias,
antes que elas sejam capazes de atingir nimeros suficientes para oprimir o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa (CONLAN & NORTH, 1991; SJOSTEDT et. al., 1994).

Os macrdfagos, por sua vez, atuam na eliminacdo dos microrganismos fagocitados
principalmente pela atuacdo do oxido nitrico (NO), gas soltvel altamente lipofilico, produzido
pela enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS). Esta producdo pode ocorrer, prioritariamente, pela
acdo de citocinas pro-inflamatorias, como INF-y e TNF-a (PEPIN el al., 1992; MACHADO,
2004; MAYER, 2006). O NO possui acéo citotoxica e citostatica, promovendo a destrui¢ao de
microrganismos através da sua ligacdo direta com metais, principalmente o ferro, presente nas
enzimas do seu alvo (JAMES, 1995; NATHAN & SHILOH, 2000; DUSSE, VIEIRA &
CARVALHO 2003). Desta forma, s&o inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para
a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para o0 mecanismo de proliferacédo
celular, tdo importantes para a sobrevivéncia e proliferacdo de microrganismos. Nas
infeccdes, células ativadas como macrofagos, neutrdfilos e células endoteliais secretam
simultaneamente NO e intermedidrios reativos do oxigénio, e a acdo citotdxica indireta do NO
consiste, principalmente, na sua reagdo com esses intermediarios do oxigénio. Uma acéo
toxica cooperativa de NO e anion superdéxido (O2-) resulta na formagdo de peroxinitrito
(ONOO-), um poderoso oxidante de proteinas. (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Apesar
desta poderosa ferramenta, os macréfagos podem ndo conseguir destruir a C.
pseudotuberculosis, este fato pode estar relacionado a ndo producdo do NO quando essas
células estdo sob estimulo dos antigenos desse patdgeno (GREEN et al., 1991; BOGDAN et
al., 1997).

A atracdo de macrofagos e neutrofilos para o local da infeccdo, bem como a sua
ativacdo podem ser influenciadas principalmente por um grupo de citocinas denominadas pro-
inflamatorias. Dentre elas, destaca-se a citocina IL-6, que estimula a producdo de proteinas de
fase aguda pelos hepatocitos e estimula a producéo de neutréfilos (APPELBERG et al.,1994;
LEAL et al.,1999; DIAS et al., 2011). As citocinas TNF-o. e a citocina IL-1o atuam
aumentando a permeabilidade vascular permitindo a passagem de células recrutadas da
resposta imune inata, além de promover a ativacdo destas células. O TNF-o também pode
atuar como indutor de coagulagdo, sendo um importante agente na formagao de granuloma. O
INF-y também atua ativando principalmente os macrofagos induzindo a producdo de NO e a

expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos - MHC de classe | e 1, que atuam no
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processo de ativacao das células da resposta imune adaptativa (NOLL et al., 1996; PERRY et
al., 1997; ALLIE et al., 2009; BRANDAO et al, 2011; DIAS et al., 2011).

O INF-y ¢ secretado por células NK e macrofagos, como também por células da
resposta imune adaptativa, tanto os linfécitos T CD4", quanto os T CD8". Esta citocina possui
receptores em quase todas as células onde é capaz de ativar diversas respostas
antimicrobianas. Estima-se que esta citocina regule a expressdo de diversos genes
relacionados com a producdo de proteinas envolvidas na criacdo de barreiras efetivas contra
0s patdgenos (PESTKA, 2004), como as moléculas de MHC classes | e 1l por diversos tipos
de células, ativacdo e regulacdo da diferenciacdo de fagocitos induzindo a expressdo de
moléculas co-estimulatdrias e a produgdo de produtos microbicidas como radicais de oxigénio
e NO, permitindo uma interacdo entre a resposta imune inata e adaptativa (BOEHM et al.,
1997; MEYER et al., 2005).

Por se tratar de um microrganismo capaz de sobreviver dentro das células fagociticas,
principalmente pela inibicdo da producdo do NO (GREEN et al., 1991; BOGDAN et al.,
1997), uma resposta imune adaptativa que potencialize a acdo da fagocitose torna-se um
mecanismo importante para eliminar/conter a C. pseudotuberculosis (JOLLY, 1965b; LAN et
al., 1998).

Desta forma, os linfocitos T CD4" sdo importantes para definir o tipo de resposta
montada frente a um microrganismo, principalmente devido a possibilidade de apresentar
perfis distintos. A populacio de linfécitos T CD4" pode ser dividida em subpopulacdes de
células, as mais bem estudadas e caracterizadas sdo as células T auxiliadoras tipo 1 (Thl) e
células T auxiliadoras do tipo 2 (Th2). Quando estimuladas, as células Th1l produzem, dentre
outras citocinas, o IFN-y, a IL-2 e 0 TNF-0, as quais promovem mecanismos efetores
celulares, incluindo hipersensibilidade tardia, reacdes inflamatérias e, no camundongo, a
producdo de anticorpos da classe 1gG2a, os quais sdo capazes de favorecer, direta ou
indiretamente, a opsonizacédo e toxicidade mediada por células. Tais mecanismos efetores sdo
direcionados ao combate a patdgenos intracelulares. Por outro lado, apds estimulacdo, as
células Th2 produzem IL-4 e IL-5, promovem sintese de anticorpos IgE e, em camundongos,
IgG1, responsaveis pela imunidade humoral e reacGes alérgicas (MOSMANN et al., 1986;
COFFMAN, 2006). Estas subpopulacdes de linfocitos T exercem um controle reciproco, uma
vez que a resposta Thl pode inibir o desenvolvimento de uma resposta Th2 (HOFSTRA et al.,
1998; COTTREZ et al., 2000) e vice-versa (POWRIE et al., 1993).

Estudos vém mostrando que o envolvimento da resposta celular, mais especificamente,

da indugdo de uma resposta Thl, é a mais satisfatoria na resisténcia contra bactérias
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intracelulares facultativas uma vez que auxilia o0 mecanismo de fagocitose e destrui¢do destes
patdégenos (KAUFMANN, 1993). Entretanto, o desenvolvimento de um perfil Th2 também ¢
necessario, principalmente por atuar na formacdo de granulomas e, no caso desta
enfermidade, na formacdo de anticorpos que neutralizam a exotoxina de C.
pseudotuberculosis.

O desenvolvimento de uma resposta Thl potente, principalmente com a producdo de
IFN-y, diminui e/ou impede a formacdo do tecido fibroso (granuloma) mostrando que esta
citocina possui uma forte atividade antifibrotica (WYNN, 2004). Sabe-se que IFN-y estimula
varias quimiocinas, possivelmente capazes de reduzir a vascularizacdo, levando a hipdxia do
granuloma e gerando a necrose caseosa (EHLERS, 2001).

Neste processo, a interleucina-10 (IL-10) é um importante elemento na regulacdo da
resposta imune, 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 produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-a e IL-12. Atuando também na inibicdo da expressdo do MHC
de classe Il e de moléculas co-estimulatérias, bem como a producdo de intermediarios
reativos de oxigénio e nitrogénio, diminuindo a resposta imune sistémica (FIORENTINO,
BOND & MOSMANN, 1989; OSWALD et al., 1992; MOORE et al., 2001).

Esta citocina previne apoptose mediada pelo TNF-a em macréfagos infectados por
Mycobacterium tuberculosis possibilitando a manutencdo da infecgcdo crénica (ROJAS et al.,
1999). Por outro lado, a IL-10 modula a atividade das citocinas do perfil Thl como o IFN-y,
atuando também na regulacdo da formacdo de fibrose, importante para a formacdo do
granuloma, mediada por citocinas do perfil Th2 como IL-4, que pode ativar um tipo de
macrofago que estaria basicamente envolvido no reparo tecidual, estimulando fibroblastos e
promovendo deposicdo de matriz extracelular que atuaria na formacdo do granuloma. Nessa
regulacdo do granuloma a IL-10 interage com as citocinas do perfil Th1 como IFN-y
suprimindo a deposicdo de colageno (WYNN, 2004; MOSSER & EDWARDS, 2008). Além
disso, a citocina IL-4 é envolvida na formacéo das células gigantes multinucleadas, originadas
da fusdo de mondcitos/macrofagos, que estdo presentes nos granulomas de M. tuberculosis,
atuando na contencgéo destes microrganismos (McCINNES & RENNICK, 1988).

Atualmente a IL-10 é considerada como pertencente prioritariamente ao perfil das
células T regulatérias (Treg), juntamente com a citocina IL-13. Entretanto a IL-10 pode ser

produzida por células NK, mondcitos, macréfagos, células dentriticas, linfécitos B,
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principalmente por células Th2 e durante infecgdes cronicas pelas células Thl (CARTER et
al., 2011; MOTOMURA et al., 2011).

Em relac3o aos linfocitos T CD8", Pépin e colaboradores (1994a) observaram que ha
mais destas células nos granulomas no sitio de inoculacdo do que encontrados nos linfonodos
drenantes. Esta subpopulacdo de linfocitos estaria relacionada com a atividade efetora e
citotoxica, podendo atuar como um mecanismo de protecdo antibacteriana para conter a
disseminacdo de macrofagos infectados por C. pseudotuberculosis. A funcdo destas células
estaria baseada na capacidade de produzir IFN-y e promover a lise de células infectadas (LAN
etal., 1998; CARMINATI, 2005).

2.1.5 Tratamento e Profilaxia

O tratamento da linfadenite caseosa baseia-se na drenagem e extirpacdo dos linfonodos
visiveis acometidos e da utilizacdo de antibioticoterapia. Apesar do microoganismo C.
pseudotuberculosis ser sensivel a ampicilina, ao cloranfenicol, a lincomicina, a tetraciclina, a
gentamicina, a penicilina, ao trimetropim, a ciprofloxacina e ao sulfametoxazol (ABREU et
al, 2008), estes antibidticos ndo sao eficazes em ultrapassar a capsula fibrosa dos granulomas,
0 que torna a terapia ineficaz e de custo muito elevado (OLSON et al., 2002).

No que se refere a extirpacdo dos linfonodos acometidos, o principal entrave esta na
incapacidade da realizacdo deste procedimento quando se tratar de LC interna, que acomete
linfonodos e/ou outros 6rgdos internos do animal (ALVES & PINHEIRO, 1997). Ademais, a
drenagem realizada nos linfonodos superficiais pode promover a contaminacdo do ambiente,
uma vez que é possivel encontrar um grande nimero de bactérias vidveis no material caseoso,
na ordem de 1x10° e 5x10" UFC/g (BROWN & OLANDER, 1987 apud FONTAINE &
BAIRD, 2008), podendo permanecer viavel durante meses no solo, cerca, fezes, exudato
purulento, carnes congeladas, locais Umidos e escuros, tesouras, pele, entre outros, o que pode
tornar sua presenca constante no ambiente de criagdo (RADOSTITS et al.,, 2002;
ANDERSON, RINGS e PUGH, 2005).

Sendo assim, o controle deste agravo deve estar apoiado em medidas que possam
inibir a entrada/disseminacdo de C. pseudotuberculosis no rebanho. Uma possibilidade esta
justamente no desenvolvimento de vacinas que sejam eficazes, além da identificacdo e
eliminacdo de animais acometidos. Logo, o desenvolvimento de vacinas e de testes

diagnosticos mais especificos constituem importantes instrumentos para o controle e
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erradicagéo desta enfermidade (PIONTKOWSKI & SHIVVERS, 1998; PATON et al., 2003;
DORELLA et al., 2006a; WINDSOR, 2011).

2.1.5.1 Vacinas como ferramenta no controle da LC

A vastidao dos estudos voltados ao desenvolvimento de novas vacinas, iniciados com
as vacinacgdes contra a variola em 1796 por Edward Jenner (ABBAS & LICHTMAN, 2012),
estd relacionada com a quantidade de microrganismos, entre bactérias, virus, parasitas e
fungos, envolvidos no desdobramento de diversas patologias. Desta forma, o
desenvolvimento de mecanismos que possam estimular e/ou mobilizar a resposta imunolégica
dos organismos frente a tais patdgenos se torna uma importante ferramenta no combate a tais
patégenos (HANDMAN, 1997). De certo, as vacinas propiciam uma protecdo a infeccBes ao
estimular o desenvolvimento de células direcionadas a destruicdo de um patdgeno especifico
(HANDMAN, 1997; SANTOS et al., 1999). Assim, a busca por uma vacina eficaz para a LC
é factivel, este fato estd baseado na observacdo de que animais infectados com C.
pseudotuberculosis podem apresentar uma protecdo frente a uma exposi¢do subsequente.
Entretanto, esta infeccdo primaria faz com que os animais permanecam com a bactéria
(PEPIN et al., 1988; PEPIN et al., 1993; BRAGA et al., 2007) e possam, em situacdes
adversas, reativar a infecgéo.

Uma vacina, para atuar como método profilatico ideal para a LC, deve ser segura,
induzir resposta imune protetora e ter o potencial de gerar memoria imunologica (WAHREN
& BRYTTING, 1997), ter baixo custo de producdo, ser biologicamente estavel e de facil
administracdo, além de acarretar pouco ou nenhum efeito colateral (MONTGOMERY et al.,
1997). Ademais, é importante que se possa identificar/diferenciar os animais vacinados dos
infectados. De acordo com o tipo de material usado para inducdo de resposta imune, as
vacinas podem ser classificadas em trés geraces (ABATH et al., 1998; GRIFFIN, 2002).

2.1.5.1.1 Vacinas de primeira geracao

As vacinas de primeira geracdo sdo constituidas por parasitos mortos ou Vivos
atenuados. A principal motivacdo para a utilizacdo deste material estd na possibilidade de
promover a protecdo utilizando o microrganismo inteiro, entretanto sem a possibilidade de

desenvolver a doenca. A utilizacdo de microrganismos mortos na busca de uma vacina para a
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LC vem sendo avaliada por muitos pesquisadores, encontrando niveis de prote¢do diferentes,
entretanto os resultados apresentam uma protecdo frequentemente parcial, ndo evitando o
surgimento da doenca e sim que esta aconteca de forma mais branda (CAMERON et al. 1972;
LEAMASTER et al., 1987; RIBEIRO et al., 1988; BROGDEN et al., 1990; BROGDEN et al.,
1996).

Ao empregar uma vacina utilizando o microrganismo vivo pode-se promover, de forma
mais eficiente, o envolvimento tanto de uma resposta imune humoral quanto celular, além de
ndo necessitar de doses de reforco (ABATH et al., 1998; GRIFFIN, 2002). Desta forma
algumas tentativas para a utilizagdo de C. pseudotuberculosis viva, atenuadas naturalmente,
tém sido avaliadas, entretanto também apresentando resultados de protecdo parcial (RIBEIRO
etal., 1991; SIMMONS et al., 1998; BRAGA et al., 2007; MOURA-COSTA et al., 2008). Na
Bahia, a EBDA - Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola, transferiu para a iniciativa
privada a comercializacdo de uma vacina viva atenuada produzida a partir da linhagem 1002
de C. pseudotuberculosis. Esta linhagem foi isolada em 1971 e apresenta naturalmente uma
baixa viruléncia. Apesar de promover a producdo de anticorpos especificos para C.
pseudotuberculosis (MEYER et al., 2002), esta vacina ndo vem apresentando o mesmo
sucesso em testes de campo, sendo bastante variavel o nivel de protecdo obtida.

O Laboratdrio de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Salde,
da Universidade Federal da Bahia vem avaliando o potencial de uma linhagem desta bactéria,
denominada T1, desta bactéria como candidata a uma vacina viva atenuada por sucessivas
passagens em meio de cultura especifico, até 0 momento, niveis de protecdo diferentes estdo
sendo alcangados e desta forma mais estudos precisam ser realizados (VALE, 2005;
MOURA-COSTA et al., 2007; LIMA, 2009; SILVA, 2010).

Uma preocupacdo presente ao se utilizar como vacina microrganismos vivos é a
possibilidade de reversdo da viruléncia e desta forma ocasionar o surgimento da patologia ao
invés de proteger o individuo. Por este motivo, a determinagdo dos riscos de reversdo para o
fendtipo virulento é sempre necessario para a liberacdo de uma vacina viva (HANDMAN,
2001).

2.1.5.1.2 Vacinas de segunda geracao

As vacinas de segunda geracdo Sd0 compostas por microrganismos Vivos

geneticamente modificados, como protozoarios, bactérias e virus; fragdes de antigenos de
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microrganismos; antigenos sintéticos e recombinantes ou antigenos ndo protéicos (ABATH et
al., 1998; GRIFFIN, 2002). Diversas combinacdes estdo em estudos na tentativa de encontrar
uma formulacdo que seja efetiva no controle da LC, dentre as quais se pode observar
trabalhos utilizando fragbes contendo antigenos da parede bacteriana (KUTSCHKE el al.,
2000; BRAGA, 2007), sobrenadantes da cultura bacteriana (EGGLETON et al., 1991; ELLIS
et al., 1991; MEDRANO et al., 2003), proteinas recombinantes (TACHEDJIAN et al., 1995;
HODGSON et al., 1999; MOORE et al., 2000; FONTAINE et al., 2006; IBRAHIM et al.,
2007; PINHO et al., 2009; SELIM et al., 2010), uma mistura de componentes celulares e
sobrenadantes (EL-ENBAAWY et al., 2005; BRAGA, 2007) e bactérias geneticamente
modificadas (HODGSON et al., 1992; HODGSON et al., 1994, CAMERON et al., 1997,
TAUCH et al., 2005). Essas preparacdes ofereceram certo grau de protecdo contra infecgoes

experimentais, contudo, os niveis de protecdo e a severidade das lesfes sdo variaveis.

2.1.5.1.3 Vacinas de terceira geracéo

As vacinas de terceira geracdo séo compostas por DNA. Na maioria das vezes, utiliza-
se como candidatos a vacina plasmideos codificando proteina(s) imunogénica(s) ou epitopos
antigénicos. Algumas das vantagens do emprego de plasmideos sdo as facilidades de: a)
producdo em larga escala, b) caracterizacdo molecular, c) estabilidade a temperatura
ambiente, d) custos relativamente baixo e e) indu¢do de memdria imunoldgica prolongada
(GURUNATHAN, 2000). Para a LC, a vacina de DNA contendo o material genético
responsavel pela construcdo da fosfolipase D, um potente fator de viruléncia desta bactéria,
foi testada em ovinos e caprinos, demonstrando uma protecdo em torno de 70% dos animais
(CHAPLIN et al., 1999; De ROSE et al., 2002).

2.1.6 Modelo Murino

Os camundongos apresentam varias vantagens para serem considerados como 0s
principais modelos/ferramentas experimentais, entre eles destaca-se a caracteristica de ser um
animal pequeno, pode ser mantido em espacos reduzidos, e por possui um periodo de gestacdo
curto. Além disso, um ponto crucial é a riqueza de recursos e informagdes para a manipulacéo
genética, proporcionando a construgdo de animais knockout, e assim a possibilidade de

avaliacdo in vivo da auséncia ou inclusdo de genes. Outro ponto positivo é a possibilidade de
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utilizacdo de diferentes linhagens com caracteristicas moleculares bem delimitadas, possuindo
informagdes que estdo disponibilizadas em bancos de dados sobre estas diferentes linhagens
(GRUBB el al., 2004; CHORILLI el al., 2007; PETER el al., 2007; SUNDBERG el al., 2009;
SCHOFIELD el al., 2010).

Ademais, camundongos infectados com C. pseudotuberculosis apresentam sinais
clinicos, perfil de hemograma e bioquimica sérica, bem como as alteracdes histopatolégicas
em Orgdos viscerais similares aos observados em pequenos ruminantes naturalmente
infectados por este microrganismo (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, el
al., 2011).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar e comparar aspectos da relacdo parasito-hospedeiro em diferentes linhagens
de camundongos durante a infeccdo com uma linhagem atenuada e uma linhagem selvagem

de Corynebacterium pseudotuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos:

a) Determinar a curva de mortalidade ocasionada pela infeccdo pelo uso de estirpe
atenuada e/ou selvagem;

b) Avaliar aspectos morfoldgicos, relacionados com o surgimento e localizacdo de
granulomas, como também avaliar 0 peso do bago nestes animais;

c) Apresentar a cinética do padrdo de migragdo celular para o local da infeccdo (cavidade
peritoneal), quantificar o total de células encontradas nesta cavidade e realizar o
diferencial celular. Avaliar a producdo de citocinas produzidas apds estimulo com

antigenos secretados da estirpe atenuada de C. pseudotuberculosis;

d) Apresentar a cinética da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, através da
avaliacdo da imunofenotipagem e avaliar também a presenca de citocinas no

homogenato do baco.



25

METODOLOGIA

Para realizar a avaliacdo dos aspectos da relagéo parasito-hospedeiro durante a infecgéo
com uma estirpe atenuada ou uma estirpe selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis
em diferentes linhagens de camundongos, o presente trabalho foi organizado em trés
experimentos. Previamente foi realizada a ampliacdo da biblioteca de bactérias presente no
Laboratério de Microbiologia - ICS-UFBA, para tanto, e em parceria com a aluna de
mestrado Italaney Fehlberga, foram avaliados 1.639 caprinos de cinco municipios do
semiarido da Bahia quanto a presenca de abscessos externos e, dos 59 animais que as
apresentavam, amostras de sangue total e do material caseoso foram coletadas. O sangue foi
destinado a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos - ELISA, enquanto o conteldo de 56
abscessos foi encaminhado para a realizacdo da cultura de Corynebacterium spp. e da Reacéo
em Cadeia de Polimerase multiplex direta (MPCR). Deste trabalho obteve-se a estirpe
selvagem, denominada C57, utilizada nos experimentos posteriores, além de originar a
dissertacdo de mestrado da mencionada aluna e a producdo de um artigo submetido a
Veterinary Microbiology, em setembro 2012. (Anexo 01).

A partir de entdo, trés experimentos foram organizados da seguinte forma:

1. Estudo de aspectos da resposta imune em diferentes linhagens de camundongos

apos infeccdo com estirpe atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis;

2. Avaliacdo da resposta imune em diferentes linhagens de camundongos apos

infeccdo com uma linhagem selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis;

3. Caracterizacdo da resposta imune apos infeccdo com duas diferentes linhagens de
Corynebacterium pseudotuberculosis em camundongos Balb/c.

Estes experimentos serdo apresentados em forma de manuscritos/capitulos, onde a
descricdo completa da metodologia, resultados e discussdo estdo especificadas em cada
manuscrito/capitulo. Para manter a leitura mais fluida as referéncias bibliograficas estardo

agrupadas no final desta tese.
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Resumo

Este estudo foi realizado objetivando estabelecer o perfil da resposta imune durante o
percurso da infeccdo por uma estirpe atenuada (T1) da bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis (C.p.) em diferentes linhagens de camundongos. C.p. € um microrganismo
intracelular facultativo, responsavel em estabelecer a linfadenite caseosa, doenca
infectocontagiosa cronica, que acomete principalmente os pequenos ruminantes. Para tanto,
diferentes linhagens de camundongos foram infectados com 10’/ml de T1. Os animais foram
divididos da seguinte forma: 28 Swiss; 28 Balb/c, 35 C57Black/6 selvagem, 14 C57Black/6
knockout (KO) para Oxido Nitrico (ON), 14 C57Black/6-KO para IFN-y e 14 C57Black/6-KO
para IL-10. Cada linhagem de camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste).
Apbs a infeccdo os animais Swiss, Balb/c e C57Black/6 selvagens, foram avaliados nos
tempos 07, 30, 60 e 120 dias. Enquanto que para os animais C57Black/6 selvagens e knockout
foram analisados aos 07 e 14 dias. Foi realizada a constru¢do da curva de mortalidade;
avaliacdo morfoldgica (presenca de granuloma e peso do bago); avaliacdo do direcionamento
celular para o local da infeccdo (quantidade total e diferencial de células peritoneais);
producdo das citocinas IL-1a, TNF-a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17 por células
aderentes peritoneais; imunofenotipagem (T CD4" e T CD8"); bem como a mensuragio das
citocinas IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y e
TNF-o no homogenato do bago. Os resultados obtidos mostram que os animais C57Black/6
sd0 mais resistentes, uma vez que estes animais ndo apresentaram mortalidade, nao
apresentaram alteragdes morfoldgicas, apresentou um direcionamento celular para o local da
infeccdo, como também a producéo de citocinas por células fagociticas compativeis com uma
atuacdo bem sucedida frente a infeccbes por microrganismos intracelulares facultativos,
resposta oposta encontrada nas demais linhagens. Os animais KO-IL-10 demonstraram ser
mais resistentes, enquanto que os animais KO-ON e KO-INF-y foram mais sensiveis a
infeccdo por C.p., demonstrando, desta forma, a importancia/envolvimento do ON, INF-y ¢ da
IL-10 para a eliminacdo ou estabelecimento da infec¢ao.

Palavras-chaves: Corynebacterium pseudotuberculosis. Camundongos. Resposta Imune.
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1. Introducao

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis € um microrganismo gram-positivo,
intracelular facultativo de macrofagos (KIMBERLING, 1988; PEKELDER, 2000; MEYER et
al., 2002; RADOSTITS et al., 2002; ANDERSON, RINGS, PUGH, 2005) responsavel em
estabelecer a linfadenite caseosa, doravante (LC), doenca infectocontagiosa crbnica, que
acomete principalmente 0s pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), entretanto, pode
eventualmente causar linfagite ulcerativa em equinos e dermatite ulcerativa em bovinos,
bufalos e cervos (BENHAM et al., 1962; LOPEZ et al., 1966; BATTEY E TONGE, 1968;
CAMERON & MINNAR, 1969; ZAKI, 1976; BATEY, 1986a). Esta doenca é caracterizada
pela formacdo de lesbes granulomatosas, que podem acometer tanto regides superficiais dos
animais, como linfonodos, como também 6rgdos internos (BERNABE et al., 1991;
DORELLA et al., 2006c; CRAWSHAW et al., 2008).

No Brasil, onde a pecuéria de pequenos ruminantes estd em constante expansao,
principalmente na regido Nordeste, e em especial no estado da Bahia, onde se encontra o
maior rebanho de caprinos do Pais (BRASIL, 2010), a LC é responsavel por grandes perdas
econémicas (MOURA-COSTA, 2002). A LC compromete a pele do animal, além de poder
ocasionar perda de peso, desordens reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal),
diminuicdo da producdo de carne e 1a e condenacéo da carcaga (NAIRN & ROBERTSON,
1974; AYERS, 1977, ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981; ALONSO et al.,
1992).

Por se tratar de um microrganismo intracelular facultativo a imunidade celular é a
principal responsavel em eliminar as bactérias que residem nos fagécitos, atuando também, na
eliminacdo de células infectadas. Além disso, a formagdo de granulomas € um mecanismo
utilizado pelo sistema imune para tentar conter a disseminacao deste microrganismo (VALE,
2000; BURMESTER e PEZZUTO, 2003).

A utilizacdo de camundongos como modelo de estudo para a linfadenite caseosa se
justifica, uma vez que estes animais sdo empregados em estudos para a compreensdo de
agravos cronicos (SUNDBERG et al., 2011), além de apresentarem sinais clinicos, perfil de
hemograma e bioquimica sérica, bem como as alteracdes histopatoldgicas em 6érgéos viscerais
similares aos observados em pequenos ruminantes (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA,
2010; JESSE, et al., 2011). Ademais, a possibilidade de realizar a remogéo de um gene de
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interesse nesta espécie, produzindo animais knockout, cada vez mais vem sendo aplicado com
a finalidade de implementar a compreensdo a respeito do envolvimento de determinados
elementos da resposta imune frente a diversas infeccdes (SIMMONS et al., 1997; CHORILLI
et al. 2007; PACHECO et al., 2012;).

A equipe do Laboratdrio de Imunologia e Biologia Molecular, do Instituto de Ciéncias
da Saude, da Universidade federal da Bahia (ICS-UFBA) vém trabalhando na tentativa de
estabelecer uma vacina viva atenuada para esta enfermidade, para tanto, diferentes protocolos
vem sendo estudados, tanto em modelo murino (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010),
qguanto em caprino (MOURA-COSTA et al., 2007; LIMA, 2009), alcancando diferentes
niveis de protecdo, no entanto, ainda € possivel identificar a presenca da formacdo de
granulomas em alguns animais imunizados. Estes estudos direcionados para a determinagéo
do tipo de resposta imune estabelecida, bem como a interferéncia de determinados elementos
desta resposta, sdo importantes no aperfeicoamento de candidatos a vacina a este patdgeno,
além de auxiliar na busca de métodos imunoterapicos e para o desenvolvimento de ensaios
imunodiagndsticos. Desta forma, o presente trabalho teve como finalidade estabelecer o perfil
da resposta imune durante o percurso da infecgé@o por estirpe atenuada em diferentes linhagens
de camundongos, e desta forma estabelecer o padrdo de resposta imune em animais
susceptiveis e resistentes a Corynebacterium pseudotuberculosis. Além de avaliar o
envolvimento do oxido nitrico, interferon gama (INF-y) e da citocina IL-10 no inicio do

processo infeccioso.

2. Materiais e Métodos

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis

A linhagem T1 deste microrganismo para a infeccdo dos animais e a producdo de
antigenos secretados (AsT1). Esta linhagem foi isolada de um caprino naturalmente infectado
da regido de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA, para o
Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da
Bahia (ICS-UFBA) no ano 2000, onde foi realizada a identificagéo pelo teste “API coryne”

(BioMérieux AS, Marcy-I’Etoile, Franga), e apos sucessivas culturas em meio especifico foi
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considerada atenuada por apresentar hemolise sinérgica com Rhodococcus equi menos intensa
que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados. A partir de ent&o,
esta linhagem € mantida, na colecdo do Laboratério de Microbiologia do ICS — UFBA, sendo
utilizada em diversos ensaios laboratoriais por promover uma infeccdo mais branda tanto em

caprinos como em camundongos infectados experimentalmente.

Para a producdo das proteinas secretadas (AsT1), quatro litros de cultura da T1 em meio
de infusdo de cérebro e coracdo - BHI - (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA); cultivados a
37°C, por 48 horas; foram utilizados, seguindo-se protocolo estabelecido por Paule et al.,
(2003). Resumidamente, o cultivo foi centrifugado a 10.000xg por 15 minutos, seguido de
filtracdo em membrana de dialise durapore em PVDF de 0,45um (Millipore, IndUstria e
Comeércio LTDA, S&o Paulo-SP, Brasil), com o intuito de eliminar as bactérias presentes no
meio. Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em um procedimento composto por trés
fases (“Three Phase Partitioning” - TPP). Primeiro ocorreu a saturagcdo com 30% de sulfato de
amonia (VETEC Quimica Final LTDA — Rio de Janeiro-RJ) a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo, em seguida o Ph foi ajustado para 4.0, e foi acrescentado n-butanol (VETEC
Quimica Final LTDA - Rio de Janeiro-RJ) na mesma propor¢do do volume do meio de
cultura BHI (04L), seguido de uma agitacdo vigorosa durante um minuto. Este material entdo
foi mantido em repouso durante uma hora, para promover a precipitacdo protéica. O segundo
passo correspondeu a recuperacdo do precipitado, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, e
novamente centrifugado a 1350xg durante 10min. e a interface foi coletada e dissolvida em
cinco ml de tampéo Tris 20 mM, pH 7,4. No terceiro passo, este material foi entdo submetido
a dialise contra Salina Tamponada com Fosfato - PBS, pH 7.2, realizada em trés banhos de 08
horas a 4°C. Para a determinacdo protéica foi empregado o método de Lowry (Bio-Rad
Laboratories Headquarters, California-USA). As amostras, antes de serem armazenadas a —
20°C, foram acondicionadas em um saco contendo gelo, e foram submetidas a esterilizacéo

por exposicdo a luz ultravioleta durante 15 min.

Com a finalidade de promover a infeccdo, tanto dos animais testados, quanto das células
aderentes da cavidade peritoneal, a quantificacdo bacteriana foi realizada, seguindo-se o
protocolo estabelecido por Pedral (2012). Resumidamente, trés ml, de uma cultura mantida
durante 48h a 37°C de 250 ml, foram retirados. Este material foi lavado duas vezes, em
solucdo salina, através de centrifugacbes de 04 min. a 8.000xg. Em seguida, o sobrenadante
foi desprezado e acrescido o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e

incubou-se por 20 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Nova lavagem foi realizada
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para a remocdo dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no
citometro de fluxo. Para isso, foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA),
contendo sedimento de microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em
cada lote. O estabelecimento da concentracdo bacteriana seguiu o seguinte calculo: Bactérias
totais = (N°beads eventos bactérias / N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

2.2 Animais

Foram utilizadas diferentes linhagens de camundongos, sendo: da linhagem heterogénea -
28 Swiss; da linhagem isogénica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6 selvagem, 14 C57Black/6
knockout (KO) para Oxido Nitrico (ON), 14 C57Black/6 knockout (KO) para IFN-gama e 14
C57Black/6 knockout (KO) para interleucina dez (IL-10); perfazendo um total de 133 animais,
com idade entre 06 - 08 semanas, de ambos 0s sexos. Os animais da linhagem C57Black/6
(selvagem e knockout) foram adquiridos no Biotério da Fundacdo Oswaldo Cruz — RJ; 0s
animais da linhagem Balb/c no Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM-
FIOCRUZ-Salvador-BA) e os animais da linhagem Swiss do Biotério da Escola de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (MEV-UFBA).

Os animais foram alojados em caixas de 30x19,5x12 cm, quatro a seis animais por caixa,
ou em caixas de 41x34x16 com 20 animais cada, durante todo o periodo do experimento, no
Biotério do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS-UFBA), sob condicGes adequadas de
temperatura (21 £ 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os camundongos foram mantidos com
alimentacdo e agua ad libitum.

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de

Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia,sob protocolo n° 006/2010.

2.3 Infeccéo

Cada linhagem de camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste), onde os
animais Swiss e Balb/c tiveram 08 animais controle e 20 animais infectados, ja os animais

C57Black/6 selvagens foram divididos em 10 controles e 25 infectados. Por sua vez, 0s
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animais C57Black/6 knockout foram agrupados em 04 controles e 10 infectados. Os animais
foram infectados com a linhagem T1 de C. pseudotuberculosis na concentracdo de 10/ml
diluidos em um (01) ml de salina (ISOFAR, Dugue de Caxias, RJ) que foi inoculado pela via
intraperitoneal. Enquanto que, os animais controle receberam, pela mesma via, um (01) ml de
salina (ISOFAR,Duque de Caxias, RJ).

Apos a infeccdo os animais do experimento 01, que se referiam aos camundongos Swiss,
Balb/c e C57Black/6 selvagens, foram avaliados nos tempos 07, 30, 60 e 120 dias. Enquanto
que para os animais do experimento 02, C57Blak/6 selvagens e knockout, foram analisados
aos 07 e 14 dias. Em cada tempo examinou-se cinco (05) animais infectados e dois (02)
animais controles, de cada grupo estudo, foram eutanasiados por deslocamento cervical

(desenho experimental 01).

Desenho experimental manuscrito/capitulo 01

Cultivo bacteriano
C.Pseudotuberculosis (T1)

(Infecgdo e producdo de antig.).

Preparacgédo do inoculo e
infeccdo_(107) ou salina (GC

C57blak/e-KO-INF

C57blak/6-KO-ON 57blak/6-KO-IL-10
10 infectados

04 controles

Swiss
20 infectados
08 controles

Balbic
20 infectados
08 controles

C57blak/é Selv.
25 infectados
10 controles

10 infectados
04 controles

10 infectados
04 controles

Eutanasiados com 07, 30, 60 e 120 dias Eutanasiados com 07 e14 dias
(05 infectados e 02 controle) (05 infectados e 02 controle)
| J
| | |
A _ . - Imunofenotipagem de célula;\
Avaliacdo da curva de Avaliagdo da migragéo o
mortalidade e avaliagéo celular para a cavidade esplénicas
Morfolbgica peritoneal (FD4. e C.DB e avaliagdo das
(presenga /local de (Quantidade total e I:;E;"}:i TTTLF-:ICI‘J' I:i_'_":; IIII'_'_‘::
\granulomas e peso de Bago). diferencial). L5, IL-2, IL-21, IL-22 IL-ZT)J
|
-
Produgédo de Citocinas por células aderentes da cavidade peritoneal estimuladas com TPP ou
Bactéria viva - apenas C57black/é - (IL-19, IL-2, IL-6, IL-10, INF-y, TNF-a, IL-17, GM-CSF).
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2.4 Curva de mortalidade

Para a caracterizacdo da curva de mortalidade dos camundongos infectados com a T1,
foram utilizados os animais referentes ao ultimo dia de anélise (120 dias para os animais do
experimento 01 e 14 dias para o experimento 02), que correspondia a cinco (05) animais
infectados e dois (02) animais controle. As caixas que reuniam estes camundongos eram

inspecionadas diariamente para a observacdo de possiveis 6bitos.

2.5 Avaliacdo Morfologica

2.5.1 Presenca e Localizacdo de Granuloma

Em seguida a eutanasia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na
abertura das cavidades peritoneal e toracica, para a observacdo da existéncia de granulomas,

bem como do local de sua ocorréncia.

2.5.2 Determinacéo do peso do baco

Ap0s a eutanasia dos animais, em cada ponto avaliado, o peso corporal, seguido pelo do
baco, foram obtidos utilizando Balanga de precisdo (Marte Balanca e Aparelhos de Preciséo
LTDA, Séo Paulo-SP). A relacdo entre o peso corporal e o peso do érgdo foi determinada pela
porcentagem que o 6rgdo representava em comparacdo ao peso do corpo, sendo este

considerado 100%.

2.6 Avaliacdo da Resposta Imune

A avaliagdo da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos infectados com a
bactéria T1 de C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relacdo a resposta imune inata,

quanto em relacdo a resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.

2.6.1 Resposta Imune Inata

2.6.1.1 Avaliagéo da migracéo celular para a cavidade peritoneal
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A avaliagdo da migracdo celular para a cavidade peritoneal (local da realizagdo da
injecdo) foi realizada através da quantificacdo total de células e do diferencial destas. Apds a
eutanasia, procedeu-se a assepsia do abdémen e exposicdo do peritdnio, e foi injetado, em
condicBes assépticas, 1,5mL de salina estéril (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ). Em
seguimento, foi realizada uma massagem, por em média 30 segundos, e este material foi
recuperado. Apds definicdo do volume readquirido, este foi acondicionado em microtubos
eppendorf, dos quais 40ul foram utilizados para contagem de células totais atraves de um
contador automatico de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia. Equipadora de
Laboratdrios Modernos, Barueri-SP), 60ul foram utilizados na preparacdo de citoesfregaco,
em duplicata, através de centrifugacdes de 16 minutos a 500xg em temperatura ambiente,
utilizando uma citocentrifuga de bancada Presvac CT12 (Prevac, Balneario Camboriu - Santa
Catarina fabricante), e o restante da suspensdo foi encaminhada para a cultura celular dos
animais C57Black/6.

As laminas do citoesfregaco foram coradas com uma mistura dos corantes hematoldgicos
Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as laminas foram cobertas
com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por trés minutos, seguidamente foram
acrescidos 20 gotas de agua destilada, por 12min., e entdo lavadas em agua corrente. O perfil
das células da cavidade foi determinado através de caracteristicas morfoldgicas de 200
leucdcitos por animal, utilizando-se para isso um microscopio Biol6gico binocular modelo L-

1000 bac (Bioval, Bauru-SP) em objetiva de imersdo (aumento de 1000X).

2.6.1.2 Avaliacdo da Producdo de Citocinas por Células Aderentes

Com o proposito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes apds o
estimulo com antigenos secretados ou com a bactéria T1 viva, células da cavidade peritoneal
dos camundongos C57Black/6, foram cultivadas. Para isso, as células recuperadas, como
descritas anteriormente, foram lavadas duas vezes utilizando-se salina (ISOFAR, Duque de
Caxias, RJ) através de centrifugacfes de 1500xg, por 10 minutos, a 4°C. Ao final, cada
sedimento celular foi ressuspenso em um mL de meio RPMI 1640 suplementado, e em
seguida realizou-se nova contagem de células utilizando o contador automatico (Kacil
IndGstria e Comércio LTDA, Recife-PE). Estas foram ajustadas para 2 x 10°/ml e incubadas

em placas de 24 pogos, de poliestireno, de fundo chato (Costar Corning Inc., Nova lorque,
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EUA), a 37°C, em atmosfera mida com 5% de CO? por 24 horas em incubadora (Costar
Corning Inc., Nova lorque, EUA).

As células dos animais C57Black/6 selvagens infectados com a linhagem T1 ap6s 14 dias
de infeccdo e os animais controles dos pontos 14 e 30 (logo 05 animais infectados e 04
controles) foram estimuladas com antigeno secretado (AsT1), para isso, ap6s 24hr do
plagueamento, os pogos foram lavados, com o objetivo de remover as células ndo aderentes, e,
posteriormente, estimuladas com apenas meio, ou 10ug/mL de Lipopolisacarideo de
Escherichia coli-LPS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), referente ao controle positivo,
ou 40ug/mL do antigeno da linhagem T1de C. pseudotuberculosis. As placas foram incubadas
por mais 24hr nas mesmas condi¢Oes anteriores e, depois disso, 0os sobrenadantes foram
coletados e estocados a -20°C.

Por sua vez, as células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-INF-y e KO-IL-10,
também referentes ao 14° dia de infecgdo, foram cultivadas, apds a remocao das células nédo
aderentes, na propor¢do de 1:5 (uma célula aderente para cinco bactérias vivas) com T1 em
meio RPMI suplementado, sem a presenca de antibidtico. O grupo C57Black/6-KO-ON néo
foi avaliado uma vez que, neste ponto estudado, o grupo infectado possuia apenas um animal.
Para isso, bactérias T1 viaveis foram quantificadas, como descrito anteriormente, e
adicionadas a cultura celular apds 24hr, depois de 1h30 min procedeu-se a coleta do
sobrenadante e posterior armazenamento a -20°C. Em seguimento, as células aderidas foram
ressuspensas, utilizando tripsina, para realizar a construcdo de citoesfregaco, e assim
confirmar a infeccdo/fagocitose pelo microscopio 6ptico, apds coloragdo com uma mistura dos
corantes hematoldgicos Wright e Giemsa, como descrito anteriormente.

As citocinas mensuradas nos sobrenadantes das culturas foram IL-1o, TNF-a, INF-y,
GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17, produzidas por macrofagos e outras células aderentes.
Estas citocinas foram detectadas por Citometria de Fluxo utilizando Kit comercial TH1/TH2
mouse 10 plex — Flow Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH). Resumidamente,
os padrBes das citocinas avaliadas foram reconstituidos em agua destilada estéril de acordo
com a concentracdo previamente recomendada no Kit, para serem utilizadas na elaboracéo de
um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elaboragdo de uma dilui¢do seriada,
utilizada como a curva padréo do ensaio. Posteriormente, foi elaborado o mix das beads de
captura, onde as beads referentes a cada citocina analisada foram agrupadas em um tubo
Falcon de 15ml e centrifugadas a 7500xg por 05 minutos, sendo o0 sobrenadante
cuidadosamente desprezado e o sedimento resuspenso com o mesmo volume de tampao de

ensaio. Seguidamente, o mix do conjugado biotinilado foi preparado também diluido em



36

tampdo de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos
previamente identificados a seguinte ordem: padrdes das citocinas ou as amostras, em seguida
0 mix de beads e por ultimo o mix de conjugados biotinilados. Estes foram incubados ao
abrigo de luz e a 4°C por duas (02) horas. Findado o periodo de incubacéo, foi adicionado um
(01)ml do tampdo de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugacdo a 7500xg
durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 puL do sobrenadante e novamente lavado
com o mesmo volume de tampao, que foi seguido da remocdo do sobrenadante e posterior
adigdo de 20 pL de streptoavidina-PE. Os tubos foram entdo homogeneizados e incubados no
escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este periodo, as amostras foram novamente
lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500uL de tampao de ensaio e acondicionadas
isentas da luz a 4°C, overnight, para posterior leitura no citbmetro de fluxo (FACScalibur —
BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o FlowCytomix
Pro Software, conforme orientacdes do fabricante.

2.6.2 Resposta Imune Adaptativa

A avaliacdo da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada atraves da
mensuragdo da populagio de linfocitos TCD4" e TCD8" presentes no baco no momento da
eutanasia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo,
além da quantificacdo de citocinas presentes neste 6rgao.

O baco de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e
apos a sua pesagem, foi removido um fragmento de 30mg que foi macerado em 500 L de
solucgéo inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensao celular.
Cada suspensdo foi submetida a centrifugacdo a 450xg por 10 minutos a 4°C. A partir de
entdo, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado a — 20°C para serem
utilizados na quantificacéo de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em
trés (03) ml de salina, a qual foi submetida a contagem total de células num contador
automatico de células (Hemocytometer CELM cc-530), a fim de ajustar a concentragdo celular
necessaria para a imunofenotipagem no citémetro de fluxo.

A imunofenotipagem foi realizada pela avaliacdo da expressédo das proteinas CD3, CD4 e
CD8 na superficie celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato
de Fluoresceina (FITC), anti-CD8a conjugado com PE-Cy®5.5 e anti-CD4 conjugado com R-

PE (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). Todos os anticorpos monoclonais (AcMQ) foram
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previamente titulados para determinacdo da concentracdo ideal de uso. As células esplénicas
foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluidas em 500 yL do tamp&o de ensaio, em
seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em
camara escura, durante 15 minutos. Findado o periodo de incubacédo, foi adicionado um (01)
ml do tamp@o de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugacéo a 7500xg
durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversdo e acrescentado 500uL de
tampdo de ensaio. A aquisicao foi realizada no citdmetro de fluxo (FACScalibur — BECTON
DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton—Dickinson, Canada).
Para analise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, California, EUA).

A dosagem das citocinas presentes no homogenato do bago foi realizada através de ensaio
para deteccdo por Citometria de Fluxo, utilizando-se para isso, Kit comercial Mouse
Th1/Th2/Th17/Th22 13plex — Flow Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH), para
quantificar IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y e

TNF-a, como descrito anteriormente.

2.7 Anaélise Estatistica

Com o objetivo de avaliar aspectos da relacdo parasito-hospedeiro durante a infecgao
com linhagem T1 de C. pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos,
considerando a avaliacdo morfoldgica, a avaliagdo da migracdo para a cavidade peritoneal, a
imunofenotipagem de esplendcitos e a dosagem de citocinas, tanto presentes em células
aderentes, quanto no homogenato do baco, foram empregados testes estatisticos ndo
paramétricos em funcgdo da distribuicdo anormal dos dados. Para comparar a magnitude das
variaces das amostras, foi realizada a analise de variancia através do teste de Kruskal-Wallis
(BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993) e as tendéncias centrais dos grupos independentes, dois a
dois, foram comparadas pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (CALLEGARI-JACQUES,
2003) quando os grupos avaliados apresentavam pelo menos trés valores. O valor fixado para

significancia estatistica foi de p < 0,05.
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3.Resultados

3.1 Curva de Mortalidade

A curva de mortalidade foi avaliada pela vistoria didria dos camundongos até o ultimo dia
de eutandsia de cada experimento. No experimento 01, que se refere aos animais Balb/c,
C57bBlack/6 e Swiss, foram possiveis relatar, para os animais da linhagem Balb/c, dois ébitos
(dias 94 e 117), e para o grupo Swiss nos dias 78, 95 e 108 (Figura 01). No experimento 02,
que corresponde aos animais C57Black/6 selvagem e knockout foram identificados 6bitos nos
dias 04, 10, 12 e 13 dos animais C57Black/6-KO-ON (Figura 02).

3.2 Avaliacdo Morfologica

A avaliacdo morfoldgica foi estimada em relacdo ao surgimento de granulomas, bem
como em relacdo aos locais onde sucederam a sua ocorréncia. Além disso, foi realizada uma
avaliacdo referente ao peso do baco.

No experimento 01 os animais Balb/c apresentaram granulomas com 30 dias (02 animais
em relacdo aos 05 — 02/05) e com 120 dias (01/03), e em cada um destes foi observado apenas
um granuloma em linfonodo. Nos Swiss foram identificados com 30 dias (03/05), com 60 dias
(01/05) e com 120 dias (01/02), acometendo 03 linfonodos, 01 no figado e 02 no tecido
subcutaneo (tabela 01 e 02). No experimento 02 foi possivel relatar nos animais C57Black/6-
KO-ON, com 07 dias (04/05) e 14 dias (01/01), surgindo mais de um por animal, sendo: 06
em linfonodos, 03 na cavidade abdominal, 01 no figado e 01 na musculatura do diafragma,
perfazendo ao total 11 granulomas. Nos C57Black/6-KO-INF-y pode-se assinalar a presenca
de granulomas em todos os animais avaliados no dial4 (05/05), envolvendo 14 linfonodos, 01
figado, 02 rins, 01 pulmé&o e 03 subcutaneos, em um total de 21 granulomas (tabela 03 e 04).

Os valores encontrados referentes a relacdo entre o peso corporal e o peso do baco dos
animais do primeiro experimento estdo apresentados na figura 03, onde a comparacao entre 0s
dias da infec¢do com o grupo controle, caracterizado pela unido de todos os animais controles
eutanasiados com 07, 30, 60 e 120 dias, realizada por Kruskal-Wallis, revelou diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,0209) apenas no grupo Balb/c. Neste grupo, a
comparacdo das médias entre os dias apresentou a seguinte relacdo: 120d = 60d > Grupo
Controle (GC) = 07d = 30d. Na figura 04 sdo avaliados os resultados referentes ao segundo

experimento, em que os animais C57Black/6-OK-INFy apresentaram diferenga com p =
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0,0066, e na avaliacdo pos-teste revelou a seguinte relagdo: 14d > GC. As médias aritméticas
com os desvios padrdes (X = SD) de cada grupo pesquisado encontram-se no apéndice A

3.3 Avaliacédo da Resposta Imune

Para a caracterizacdo da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos
estudadas nesta analise foram avaliadas a resposta imune inata, com a determinacdo da
quantidade total, bem como o diferencial, de células da cavidade peritoneal e as producées de
citocinas por estas células. Assim como a imunofenotipagem para CD4" e CD8" e as citocinas
produzidas no macerado do baco. Todas as médias aritméticas com os respectivos desvios
padrbes (X + SD) dos dados que se seguem estdo disponiveis no apéndice A

3.3.1 Avaliagdo da Resposta Imune Inata

A avaliacdo da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificacdo total e
diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal apds a eutanasia dos animais. A
Figura 05 representa os valores encontrados da quantificacdo total referentes ao experimento
01, no qual é possivel notar a diferenca estatistica significativa nos animais Balb/c, com p =
0,0084 e a seqguinte relacdo pos-teste: 07d> GC = 30d; 30d < 60d = 120d. J& para os animais
C57Black/6 foi possivel observar p = 0,0228, e a seguinte relacdo: 120d> GC = 07d = 30d.

Os valores relacionados com o diferencial destes grupos apresentaram, na avaliacdo
por Kruskal-Wallis, os seguintes valores estatisticos para a linhagem Balb/c: Macrofagos (p =
0,0087), tendo como pds-teste a relagdo:07d = 120d > GC = 30d; Linfdcitos (p = 0,0288),
apresentando: GC = 07d = 120d = 60d < 30d e Neutrofilos (p = 0,0006), com p6s-teste: 07d >
GC, 30d, 60d, 120d e 120d > GC = 60d; 30d >60d. Para os animais da linhagem C57Black/6,
os valores estatisticos encontrados foram para Linfécitos (p = 0,0015), e relacdo: GC = 60d =
120d > 07d = 30d e os Neutrdfilos (p = 0,0005), e pds-teste: 07d = 30d > GC = 60d = 120d. Ja
a linhagem Swiss ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo (Figura 06).

Ao ser avaliada a quantificacdo total das células peritoneais do experimento 02, com
0s animais C57Black/6 selvagem e knockout, foi encontrado, nos animais C57Black/6-OK-
ON (p = 0,0327) e relagdo: 07d> GC; C57Black/6-OK-INF-y (p = 0,0059) e pos-teste: 07d >
14d > GC e em C57Black/6-OK-1L-10 (p = 0,0444), tendo 14d > 07d (Figura Q7).
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Na figura 08 € visto o diferencial referente ao experimento 02, nela é possivel atentar para
0s seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutréfilos (p = 0,0031) onde 14d > 07d >
GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrofilos (p = 0,0266) com 07d > GC; os animais
C57Black/6-OK-INFy para os macrofagos (p = 0,0052) sendo o 07d > 14d > GC, linfocitos (p
= 0,0110) onde 07d > 14d = GC, e os neutrofilos (p = 0,0031) e 0 07d > 14d > GC; para 0
grupo C57Black/6- OK-1L-10 os neutréfilos com (p = 0,0039), tendo o 14d > 07d > GC.

3.3.1.1 Avaliagdo da producéo de Citocinas por Células Aderentes

As células da cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 foram cultivadas com
0 intuito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes ap6s o estimulo com
antigenos secretados ou com a bactéria T1 viva.

Na figura 09 é demonstrado os resultados alcangados quando células dos
camundongos C57Black/6 selvagens foram cultivadas com 40ug/ml de antigenos secretados
da bactéria T1. E possivel observar uma diferenca estatistica, através do teste de Kruskal-
Wallis, na producdo das seguintes citocinas: IL-1a (p = 0,0050), ¢ o pos-teste realizado pelo
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que
foram estimuladas com os antigenos da T1, no grupo infectado possui p = 0,0119; IL-2 (p =
0,0048), onde no pds-teste o grupo controle apresentou um p = 0,0265, e o grupo infectado
um p = 0,0178); IL-6 (p = 0,0271) com pds-teste para o grupo infectado com p = 0,0119; IL-
10 (p = 0,0041) onde a relacdo das células que receberam apenas meio ou receberam os
antigenos secretados do grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo infectado p =
0,0119; INF-y (p = 0,0267) e pos-teste para o grupo infectado com p = 0,0459 e a citocina
TNF-a (p = 0,0133) apresentando no pos-teste para o grupo infectado um p = 0,0097. Ndo foi
observada a producdo da citocina IL-17 e nem uma diferenca estatistica para as células
estimuladas com os antigenos para a GM-CSF.

Ao se avaliar as culturas das células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-INF-y e
KO-IL-10 é possivel detectar a producédo das citocinas: TNF-o para os animais C57Black/6
selvagem (p = 0,0347) e pos-teste no grupo infectado com p = 0,0294, para 0 grupo
C57Black/6-KO-INF-y (p = 0,0168) com pos-teste no grupo infectado de p = 0,0119 e a
producéo da citocina GM-CSF para os animais C57Black/6-KO-1L-10 (p = 0,02680) no grupo
infectado, com p= 0,097. Néao foi observada uma diferenca estatistica significativa ao se
analisar as citocinas: IL-1a, INF-y, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 (Figura 10).
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A avaliacdo da infeccdo/fagocitose foi confirmada pela visualizacdo de macro6fagos com
vacuolos intracelulares e presenca de bactérias no citoplasma (Figura 11)

3.3.2 Auvaliacdo da Resposta Imune Adaptativa

As médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) sdo avaliadas nas figuras 12 e 13.
Onde os valores apresentados na figura 12 referem-se aos dados do primeiro experimento,
onde, para a MIF de CD4, os valores encontrados nos animais Balb/c apresentam uma
diferenca estatistica, com p = 0,0393, pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando a seguinte
relacdo: GC = 60d = 120d > 07d = 30d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os animais
Swiss com p = 0,0056, e pos-teste revelando que: 60d > GC = 07d = 30d = 120d. Para o0 MIF
de CD8 neste mesmo experimento foi possivel detectar uma diferenca estatistica nos animais
Swiss, onde 60d > GC = 07d = 30d.

O MIF da expressdo de CD4 nos animais do segundo experimento apresentaram
diferenca no grupo C57Black/6 selvagem (p = 0,0159) tendo o 07d > 14d = GC. O MIF para
CD8 ndo apresentou diferencas estatisticas nos grupos analisados (Figura 13).

Para a analise da producdo das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17), citocinas anti-inflamatérias e Th2 (IL-10,
IL-13, IL-4 e IL-5), e citocinas relacionadas ao direcionamento do perfil Thl e Th2 dos
linfocitos T (IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27). No primeiro experimento é possivel observar uma
diferenca estatistica entre as producdes de TNF-a do grupo Swiss (p = 0,0339), com 60d< GC
e da IL-1a para os animais Balb/c (p = 0,0177), revelando: GC = 07d < 60d, e para
C57Black/6 (p = 0,0355), mostrando que 07d = 30d > GC. N&o foi possivel detectar
diferengas para IL-6, INF-y e IL-17 (figura 14). Apresentaram diferenca estatistica também a
citocina 1L-10, no grupo Swiss (p = 0,0443), apresentando no pos-teste: 60d< GC = 07d e a
IL-5 para os animais C57Black/6 com p = 0,0361 e revelando, no pds-teste, a seguinte
relacdo: 60d > GC = 30d = 120d. Nao foi detectada diferenca para as citocinas IL-13 e IL-4
(figura 15). Ja para o ultimo grupo das citocinas (IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27), apenas a IL-27
apresentou diferenca para os animais C57Black/6 (p = 0,0443), onde 120d> GC = 30d, e para
a linhagem Swiss (p = 0,0016) revelando que o GC > 07d = 30d = 60d (figura 16).

No experimento 02 é possivel perceber uma diferenga na producgédo da citocina IL-1a,
pelos animais C57Black/6-KO-INFy (p = 0,0236), revelando que 07d>14d = GC (figura 17).
A citocina IL-13 apresentou diferenca para o grupo de animais C57Black/6 selvagem, com p
= 0,0188, tendo 0 14d = GC > 07d. N&o foi observado diferencas para 1L-10, IL-4 e IL-5
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(figura 18). A citocina IL-21 apresentou diferenca significativa (p = 0,0203) para o grupo
C57Black/6-KO-INFy, revelando, no pos-teste, que 14d< GC, ja a citocina 1L-22, no grupo
C57Black/6 selvagem, apresentou p = 0,0329, tendo 14d > 07d = GC (figura 19).

4. Discussao

Com vistas na caracterizagdo do perfil imunoldgico apds infeccdo com estirpe
atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos,
no presente trabalho, foi avaliada a resposta imune de camundongos em duas etapas. A
primeira abordou os animais Balb/c, C57Black/6 e Swiss e a segunda os animais C57Black/6
selvagem e knockout para ON, INF-y e IL-10, durante o percurso da infeccdo com uma

linhagem atenuada de C. pseudotuberculosis, denominada T1.

Esta estirpe foi considerada atenuada pela diferenca estabelecida na infeccdo ao ser
comparada com outras linhagens da bactéria também isoladas de caprinos naturalmente
infectados, onde a linhagem T1 apresentava uma infec¢do mais branda em modelo murino
(VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010). Como também, no modelo caprino, uma vez
que, a avaliacdo da resposta imune humoral (producdo de IgG especifica) e celular (producéo
de INF-y) ndo foram detectadas ap6s a inoculacdo de 2x10° UFC (MOURA-COSTA et al.,
2007), ou 2x10° e 2x10°UFC (LIMA, 2009) desta bactéria.

Os objetivos destes estudos estavam na tentativa de tipificar esta linhagem (T1) como
candidata para a produgdo de uma vacina viva atenuada (vacinas de primeira geragéo). Porem,
estudos utilizando 8x10* UFC em camundongos Balb/c (SIMMONS et al., 1997) e 1x10° ou
1x10® em ovinos (SIMMONS et al, 1998) de mutante do gene aroQ de C.
pseudotuberculosis, observam que estes mutantes sdo altamente atenuados, e por este motivo
permanecem pouco tempo no animal, fato este que prejudica o estabelecimento de uma
resposta imune protetora. Este gene é responsavel por codificar uma enzima do tipo 3-
dehidroquinase que esta envolvida com a biossintese de aminoacidos aromaticos da bactéria.
Desta forma, um candidato para ser utilizado como vacina atenuada deve permanecer no
animal o tempo necessario para estimular o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva,

como demonstrado pela estirpe T1 de C. pseudotuberculosis neste trabalho.

Um dos parametros para caracterizar a infeccdo de camundongos pelo C.

pseudotuberculosis é a determinacdo da curva de mortalidade, uma vez que se trata de um
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microrganismo que estabelece uma infecdo cronica, sendo assim, para a avaliagdo dos
aspectos da infecgdo entre a bactéria e 0 hospedeiro, é necessaria a utilizacdo de uma dose que
permita o estabelecimento da doenca de forma cronica. No presente trabalho, utilizando 1x10’
de T1, foi observado 6bito nas linhagens Balb/c (dois animais) e Swiss (trés animais) ao se
avaliar a infeccdo durante 120 dias. Em compensacdo, os animais C57Black/6 selvagem
demonstraram uma maior resisténcia a infec¢do, uma vez que, ndo foi observado 6bito em
nenhum animal desta linhagem. Estes dados, relacionados com a sensibilidade da infeccdo em
animais Balb/c e Swiss, corroboram com os resultados encontrados por Pinho e colaboradores
(2009) que avaliando a protecdo desenvolvida por um candidato a vacina (proteina
recombinante rHSp60) em camundongos Balb/c ao infectar, tanto o grupo controle como o
grupo de animais vacinados, com 1x10°UFC de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal,
necessitou eutanasiar os cinco animais do grupo controle em trés dias de infeccdo devido a
morbidade apresentada por este grupo, e 0 grupo vacinado apresentou mortalidade de 100%
no 11° dia pos-infeccdo. Nos experimentos de Simmons e colaboradores (1997), também
avaliando camundongos Balb/c estabelecem a concentracdo de 1x10° UFC como sendo a
méaxima tolerada por esta linhagem. Os animais Swiss foram analisados apds a infec¢do com
2x10% UFC de diferentes linhagens de C. ulcerans que apresentaram 50%, 53% ou 70% de
animais mortos com 30 dias apos a infec¢do (DIAS et al., 2011). Ademais, estes resultados
fortalecem o entendimento da atenuacdo natural da bactéria T1, uma vez que mesmo com uma

infeccdo de 1x10’, foram registrados poucos 6bitos.

Todavia, ao se avaliar a capacidade de promover uma infeccdo letal nos animais
C57Black/6 selvagens e knockout para ON, INF-y e IL-10 foi identificado que apenas a
auséncia do Oxido nitrico promovia uma mortalidade nos animais (quatro dos cinco
estudados) com 14 dias de infeccdo, periodo em que todos os animais foram eutanasiados para
avaliacdo da resposta imune. Simmons e colaboradores (1997) avaliando camundongos
knockout para o receptor do INF-y infectados 1x10* UFC de C. pseudotuberculosis, tanto com
uma linhagem virulenta quanto com linhagens modificadas geneticamente, ndo observaram
diferencas entre os animais selvagens e knockout em relagdo a mortalidade, entretanto nos
animais knockout foram recuperadas mais bactérias no figado e no bago. Este resultado é
similar ao aqui apresentado, uma vez que, também ndo foram observados 6bitos nos animais
knockout para INF- vy, entretanto foi observado um grande nimero de granulomas distribuidos

em diversos 0rgaos, incluindo o aumento significativo do peso do baco.
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Por outro lado, em animais knockout para o INF-y ou para a citocina IL-12 infectados
com 1x10° UFC de Brucella abortus ocorreram 6bitos precoces ao se comparar com 0s
animais selvagens, principalmente dos knockout para o INF-y onde 0s quais morreram com 16
dias de infec¢do, enquanto que os selvagens sobreviveram por mais de 50 dias (BRANDAO et
al., 2012). Resultados similares foram identificados com a Bordetella pertussis (MAHON et
al., 1997), como também em animais knockout para a linfotoxina o e para o TNF desafiados
com Mycobacterium tuberculosis (BEAN, et al., 1999; ROACH, et al., 2001; ALLIE, et al.,
2010). Esta diferenca entre o grau de letalidade observado quando animais knockout para
citocinas relacionadas com uma resposta celular sdo infectados com bactérias intracelulares
pode estar ancorada em caracteristicas individuais dos patdgenos estudados, ademais, 0s
Obitos encontrados por estes autores foram constatados a partir do 16° dia, enquanto que 0s

animais deste presente estudo foram eutanasiados com 14 dias ap6s a infeccao.

Jesse e colaboradores (2011), avaliando as alteracbes histopatologicas de 15
camundongos infectados, por via peritoneal, com 1x10° UFC de C. pseudotuberculosis,
descrevem que os achados histoldgicos dos 6rgaos viscerais sdo semelhantes as alteracbes
histopatologicas das ovelhas naturalmente infectadas. Deste modo, ao se avaliar a formagéo
dos granulomas em caprinos experimentalmente infectados, é possivel observar numerosos,
entretanto pequenos, piogranulomas logo ap6s a infeccdo, que coalescem dando origem a
grandes areas focais purulentas nos linfonodos drenantes (WILLIAMSON, 2001; MEYER et
al., 2005; FONTAINE, et al. 2006). A bactéria entdo pode utilizar tanto a via linfatica quanto
a hematica para a dispersdo, livre ou no interior dos fagocitos, atingindo outros érgdos como
pulmdo, figado e rins, determinando assim a forma visceral grave da doenca que pode variar
entre diferentes linhagens da bactéria (BAIRD & FONTAINE et al., 2007; McKEAN et al.,
2007; NIETO et al., 2009; JESSE et al., 2011). De certo, a utilizagdo da via sanguinea por
diferentes microrganismos para a disseminacdo acaba por envolver diretamente o baco
podendo promover uma esplenomegalia (DUTTA et al., 2009; MATHURIN et al., 2009;
DIAS et al., 2011; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012). No presente trabalho, novamente
apenas as linhagens Balb/c e Swiss apresentaram granulomas em diversas localizagOes
anatdmicas, acometendo principalmente os linfonodos, enquanto que os animais C57Black/6
ndo evidenciaram alteracGes durante os 120 dias de avaliacdo. Como também, foi possivel
relatar um comprometimento do baco (esplenomegalia) nos animais Balb/c, enquanto que o

C57Black/6 ndo demonstrou alteragcdo nenhuma.
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A avaliagédo do surgimento dos granulomas, bem como seus locais de acometimento, e
0 tamanho do baco nos animais knockout demonstram a importancia do 6xido nitrico no
processo de destruicdo de microrganismos internalizados por células fagociticas, e da citocina
INF-y que atua ativando estas células, uma vez que estes animais demonstraram uma alta
ocorréncia e distribuicdo destes granulomas no inicio do processo infeccioso (07 e 14 dias) e
um aumento significativo do tamanho do bago. A auséncia de mecanismos relacionados com
a contencdo de microrganismos intracelulares promove uma maior dispersdo destes pelo
hospedeiro, comprometendo, desta forma, principalmente o baco e os linfonodos (PERRY et
al., 1997; SIMMONS et al., 1997; BEAN, et al., 1999; WANG, et al., 1999; ALLIE et al.,
2010; AMARAL et al., 2011; PACHECO, et al., 2012).

Por outro lado, ao serem avaliados os animais knockout para a citocina IL-10 n&o foi
identificado nem mortalidade e nem alteracdes morfoldgicas, relacionadas ao surgimento de
granulomas ou varia¢des no peso do baco. Estes dados estdo de acordo com a literatura, uma
vez que, macrdéfagos dos animais knockout para a 1L-10 produzem mais 1L-12 (NARUSE et
al, 2011), além de aumentar a producdo de INF-y, correlacionado com o perfil Thl, como
também consegue eliminar de forma mais eficiente microrganismos intracelulares, sem a
necessidade da formacéo de granulomas (YANG et al, 1999; SHIBATA et al., 2001).

Nos pequenos ruminantes é observado que poucas horas apos a infeccdo com C.
pseudotuberculosis ocorre um influxo de neutréfilos para o local da infeccdo precedido pelos
macrdfagos e linfocitos. Apds trés dias, os neutréfilos ndo sdo mais encontrados ficando sobre
a responsabilidade dos macréfagos e o envolvimento da resposta imune adaptativa,
relacionados aos linfocitos, a tentativa de conter o microrganismo e promover entdo a
formacdo dos granulomas em uma tentativa de diminuir a disseminacdao (PEPIN et al., 1992;
PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al., 1994b). O envolvimento da resposta imune celular,
iniciando com a presenca de neutréfilos e macréfagos e posteriormente com linfécitos foram
caracterizados em modelo murino (JOLLY, 1965a; JOLLY, 1965b; LANN et al., 1999;
LANN et al., 1998).

Desta maneira, a demonstracdo do direcionamento celular para o local da infeccéo,
aqui caracterizado pela cavidade peritoneal, também foi visto no presente trabalho.
Entretanto, observa-se caracteristicas distintas entre as linhagens, uma vez que nos animais
Balb/c rapidamente ocorre uma elevacdo na quantidade total das células (07° dia), seguido por

uma queda com 30 dias e mais uma elevacdo com 60 dias que persiste ateé 120 dias; nos
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animais C57Black/6 a intensificacdo das células sO é significativa a partir de 60 dias
mantendo-se até 120 dias. Este fato pode estar relacionado com as caracteristicas opostas do
perfil da resposta imune, uma vez que os animais C57Black/6 demonstram-se ser mais
resistentes a esta bactéria, ja que nao foram observados 6bitos e nem alterac6es morfoldgicas

(formacéo de granulomas e esplenomegalia).

No entanto, ao se avaliar o diferencial celular, com a finalidade de caracterizar os tipos
celulares mais abrangentes no percurso da infeccdo, os resultados aqui apresentados
discordam em parte da literatura apresentada. Uma vez que mesmo sendo os neutrdfilos e
macrofagos as primeiras células que chegam ao local da infeccdo, os neutrofilos permanecem
elevados na cavidade peritoneal apos sete dias da infeccdo (ponto que corresponde ao maior
influxo destas células) e mesmo apresentando uma variacdo nos demais pontos estudados
estas células ainda podem ser encontradas em valores mais elevados que o grupo controle
com 120 dias ap6s a infeccdo nos animais Balb/c. Este dado pode estar relacionado a
persisténcia deste microrganismo nesta regido, ja que esta linhagem de camundongo mostrou

ser mais susceptivel.

Nos animais C57Black/6 os neutrofilos, mesmo tendo uma quantidade menor que nos
animais Balb/c, ainda sdo identificados com sete dias e permanecem elevados aos 30° dia, e
logo apds voltando aos valores basais. Na avaliacdo dos macrofagos os valores ndo se
modificam para os C57Black/6, entretanto nos animais Balb/c seguem o mesmo perfil dos
neutréfilos, com aumento com sete dias e 120 dias. Ja para os linfdcitos é observada uma
diminuicdo com 30 dias nos animais Balb/c e para os animais C57Black/6 esta diminuigéo
também ¢ identificada aos 07 e 30 dias. A diminuicdo de linfocitos na cavidade peritoneal
também foi identificada apds infeccdo com Tripanosoma cruzi, estd diminuicdo estava
relacionada a um direcionamento na producéo de células plasmaticas ao invés das células B-1,
que sdo encontradas principalmente na cavidade peritoneal (MINOPRIO et al., 1989;
MERINO et al.,, 2010). Logo, a infeccdo estabelecida neste experimento também pode
interferir, de forma diferenciada, nas linhagens de camundongos estudados, nas quais o
intervalo da diminuicdo dos linfocitos na linhagem C57Black/6 corresponde ao intervalo do

aumento nos neutrofilos.

O que poderia justificar esta discrepancia entre os resultados sdo as caracteristicas
peculiares do local da infeccdo, uma vez que a avaliacdo da dinamica celular, disponivel na

literatura, esté relatada com a infeccdo ocorrendo por via cutdnea ou respiratoria (PEPIN et
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al., 1992; PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al., 1994b). A cavidade peritoneal, local da infecgéo
realizada neste estudo, possui um agrupamento celular residente distinto, que possivelmente
interage e interfere diretamente em infec¢6es iniciadas neste local. Ghosn (2008), utilizando a
citometria de fluxo, descreve as células naturalmente residentes nas seguintes proporc¢oes:
30% sdo macrofagos, 55% de linfdcitos da subpopulacdo B-1 e o restante sdo células NK,
linfocitos T, eosinofilos, neutrofilos e mastdcitos. Ademais, Conlan & North (1994) relatam
que a infeccdo por Listeria monocytogenes é exacerbada no figado quando os neutréfilos séo
bloqueados por anticorpos RB6-8C5, fato este que ndo é visto nem no baco e nem na cavidade
peritoneal, demonstrando assim que estas células podem ter importancias diferentes a

depender do local da infeccdo.

J& para nos animais knockout sdo observados um direcionamento elevado de células
para o local da infeccdo nas linhagens KO-ON e KO-INF-y, que também apresentam um
aumento exorbitante de neutréfilos no percurso da infeccdo. Este fato é similar ao encontrado
na literatura durante a infeccdo de M. tuberculosis em animais knockout para TNF que revela
um infiltrado neutrofilico intenso, além de uma desorganizacédo local dos granulomas (BEAN,
et al., 1999). No presente estudo, a avaliacdo histopatoldgica dos granulomas formados nestes
animais ndo foi realizada, entretanto o aumento dos macréfagos e linfocitos nos animais
C57Black/6-KO-INF-y, encontrados neste experimento, ndo foram capazes de conter o
microrganismo levando ao surgimento de varios granulomas pelo corpo do animal. Mahon e
colaboradores (1997) relatam que a auséncia do INF-y interfere diretamente na disseminagio

de Bordetella pertussis pelo organismo do animal.

A fagocitose é o mecanismo de maior importancia da imunidade natural contra
microrganismos intracelulares, neste processo o Oxido nitrico é uma das principais
ferramentas, que € regulado pela citocina INF-y (NORTH, 1978; NORMAN et al., 2008).
Entretanto, bactérias intracelulares patogénicas que sdo resistentes a degradacdo dentro dos
fagocitos, tendem a causar infecgdes cronicas, dificeis de serem erradicadas, promovendo a
morte destas células. Pacheco e colaboradores (2012) demonstraram que a auséncia de 6xido
nitrico promove a morte in vitro de macréfagos infectados com C. pseudotuberculosis. Os
dados aqui apresentados descrevem um aumento significativo no numero de macrofagos
apenas nos animais KO-INF-y que ndo é presente para os camundongos KO-ON, mesmo
apresentando similaridades na quantidade total de células direcionadas para a cavidade e na
guantidade especifica de neutréfilos nestas duas linhagens de camundongo, demonstrando,

desta forma, uma possivel fragilidade destes macréfagos nos animais C57Black/6-KO-ON.
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Era de se esperar que células aderentes da cavidade peritoneal dos animais C57Black/6
selvagens, constituidas principalmente de macrofagos, células dendriticas e linfocitos B1,
qguando estimuladas em cultura com antigenos secretados de C. pseudotuberculosis,
apresentassem uma producdo de citocinas pro-inflamatorias importantes para a eliminacao de
microrganismos intracelulares, uma vez que esta linhagem vem demonstrando uma resisténcia
a esta bactéria. Desta forma, foi possivel identificar a producéo das citocinas IL-1a, IL-2, IL-
6, INF-y e Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a).

O TNF-o e a citocina IL-lo atuam aumentando a permeabilidade vascular
promovendo um recrutamento de células da resposta imune, além de promover a ativacdo
destas celulas. O INF-y também atua ativando principalmente os macrofagos induzindo a
expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos - MHC de classe | e Il, sendo a sua
producdo estimulada principalmente pela IL-12 (NOLL et al., 1996; PERRY el al, 1997
ALLIE et al., 2009; BRANDAO et al, 2011; DIAS et al., 2011). Outra citocina pro-
inflamatdria importante é a IL-6, principalmente por estimular a producéo de proteinas de fase
aguda pelos hepatdcitos e estimular a producdo de neutréfilos (APPELBERG et al.,1994;
LEAL et al., 1999; DIAS et al., 2011), como também a citocina IL-2, que além da sua acdo
em estimular a proliferacdo dos linfdcitos, atua aumentando a acdo citolitica das células NK
(LEAL et al., 1999; CREVEL et al.,, 2002). A atuacdo destas citocinas, promovendo o
recrutamento, ativacdo e aumentando a eficacia de células da resposta imune provavelmente

tenham auxiliado na eliminacdo/controle desta bactéria nos animais C57Black/6.

Além da producdo destas citocinas pré-inflamatérias foi possivel observar também o
aumento da IL-10, citocina considerada do perfil Th3 que tem uma acdo anti-inflamatdria
promovendo uma inibicdo da producdo de TNF-a, INF-y e IL-12, além de diminuir a
expressdo de moléculas co-estimuladores e moléculas MHC da classe Il nos macréfagos e
células dendriticas, regulando a resposta imune (BOUSSIOTIS et al.,, 2000; DE LA
BARRERA et al., 2004; PINHO et al.,, 2009). Desta forma, esta producdo pode ser a
responsavel, in vivo, por ndo ser observado um aumento considerado na quantidade de células
atraidas para a cavidade peritoneal durante a infeccéo nestes animais, entretanto as células que
estavam presentes provavelmente puderam ser ativadas pelo grupo de citocinas pro-

inflamatorias presentes atuando diretamente neste microrganismo.

A citocina IL-17 ndo foi produzida de forma detectavel, e o Fator Estimulante de

Col6nia de Macrofagos e Granulécitos (GM-CSF) ndo apresentou diferenca entre as células
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estimuladas apenas com meio e as que receberam antigenos secretados. A IL-17 poderia
contribuir no controle de bactérias intracelulares por atuar no recrutamento de neutréfilos e de
células T do perfil Thl (KHADER et al., 2005; KHADER et al., 2007; UMEMURA et al.,
2007; BAI et al, 2009). O GM-CSF, além de promover a maturacdo de ceélulas da medula
Ossea para aumentar a producdo de leucdcitos, pode atuar na ativacdo de neutrofilos e
macrofagos (ZHAN, et al., 1998; TANTAWICHIEN, 1996).

Embora a estimulagdo pelos antigenos secretados da bactéria tenha promovido a
producdo de varias citocinas pré-inflamatdrias e da IL-10, in vitro, ao se avaliar a producéo
destas mesmas citocinas em cultura na presenca da bactéria viavel (na proporcao de 1:5), nos
animais C57Black/6 selvagem e knockout, ndo foram observados os mesmos resultados.
Apenas ocorreu uma producdo estatisticamente significativa para as citocinas TNF-a nos
animais selvagens e KO-INFy, e da citocina GM-CSF para KO-IL-10. O intuito deste ensaio
estava relacionado com a avaliacdo da capacidade que antigenos presentes na parede
bacteriana teriam em estimular ou inibir a producdo de citocinas pré-inflamatorias. Desta
forma, os resultados aqui apresentados, referidos a ndo producdo destas citocinas, poderiam
estar correlacionados com a quantidade de bactérias co-cultivada, entretanto experimentos
utilizando macréfagos de animais CBA estimulados com tioglicolato e cultivados com a
mesma proporc¢do apresentaram producdes de INF-y, IL-1a ¢ IL-6 em niveis detectaveis (Silva
e colaboradores, dados ndo publicados). Ademais, ja foi demonstrado na literatura que
antigenos somaticos de C. pseudotuberculosis podem estar contribuindo para uma diminuicdo
da resposta imune, principalmente por diminuir a producdo de INF-y e estimular a citocina IL-
10 (REGIS, 2001; MEYER et al., 2005; SILVA, 2010). A elevacao na citocina TNF-o poderia
estar relacionada com a secrecdo por parte destas bactérias de antigenos sollveis, e como esta
citocina é uma das primeiras a serem produzidas necessitariam de quantidades menores de

proteinas secretadas pelas bactérias.

A avaliacdo da fagocitose e/ou invasdo pela bactéria foi avaliada por meio da
visualizacdo deste microrganismo dentro das células, uma vez que foi relatado que, além da
realizacdo da fagocitose por células fagociticas, a C. pseudotuberculosis pode aderir e invadir
células ndo fagociticas, e desta forma, atuar na manutencdo deste microrganismo no
hospedeiro (VALDIVIA et al., 2012).

A resposta imune esperada contra patdgenos intracelulares facultativos envolvem as

células T CD4", da subpopulagdo Thi, com producéo principalmente de INF-y e ativagdo de
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células fagociticas; enquanto que linfocitos T CD8" estdo envolvidos tanto na producio de
mais INF-y, como também na identificagdo e eliminagdo de células infectadas (ZHAN &
CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al., 2004;
MATHURIN et al., 2009; BRANDAO et al., 2012). Neste sentido, a avaliacdo da proporcéo
de células T CD4" e T CD8", através da imunofenotipagem, como também a definigdo do
grupo de citocinas produzidas no momento da eutanasia, e assim definir a ou as subpopula¢ées

encontradas, torna-se um valioso instrumento.

Para tanto, foi identificada uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia das células T
CD4" nos animais Balb/c; ao passo que foi observado uma constancia, e de maneira geral,
valores mais elevados na linhagem C57Black/6; enquanto que nos animais Swiss 0s valores
estédo baixos sendo relatado um aumento apenas com 60 e 120 dias da infeccdo. Enquanto que
para as células T CD8" foi encontrado nos animais Swiss um aumento destas células, também,
com 60 e 120 dias.

Esta diminuicdo das células T CD4" pode estar relacionada com uma maior
susceptibilidade e cronicidade da infeccdo com C. pseudotuberculosis nos animais Balb/c,
uma vez que € relatado na literatura, em estudos com a Brucella abortus, o envolvimento de
células T CD4'CD25" - células regulatdrias - agindo diretamente limitando a eficacia de
células T CD4", levando, com isso, a uma diminuicdo da producdo de INF-y nos animais
Balb/c, que também €é considerada susceptivel a infeccdo por B. abortus, favorecendo a
manutencdo e progressao da infeccdo por esta bactéria (PASQUALI et al., 2010). Ademais,
foi relatado que a Yersinia pseudotuberculosis, pode reduzir a expressdo de moléculas
apresentadoras de antigenos — MHC, de classe Il, além de moléculas co-estimulatorias, de
células dendriticas principalmente dos animais Balb/c em comparacdo com C57Black/6
(TANSINI et al., 2012), fato este que pode interferir no processo de ativagéo e proliferacéo de

linfocitos T, e desta forma, contribuir para uma diminuicao celular.

Ja 0 aumento da intensidade de fluorescéncia de CD8" visto nos animais C57Black/6
selvagem, que vem demonstrando ser mais resistentes a este microrganismo, pode demonstrar
a importancia desta célula no controle de infecgbes com bactérias intracelulares atraves da
producéo de citocina INF-y como também identificando e eliminando células infectadas, como
é observado em camundongos infectados com B. abortus (ARAYA et al., 1989; OLIVEIRA &
SPLITTER, 1995).
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Para os animais knockout era esperada uma elevacdo destas células principalmente nos
animais C57Black/6-KO-1L-10, uma vez que animais knockout para esta citocina, quando
infectados com Chlamydia trachomatis apresentaram maiores producdes de células T CD4"
(YANG et al, 1999), fato este ndo observado no presente trabalho, este resultado poderia esta
relacionado a uma eficiente eliminacdo do microrganismo devido a uma maior aptidao das
células fagociticas em eliminar este patdgeno (SHIBATA et al., 2001; NARUSE et al, 2011).

De certo, as avaliacGes da producdo de citocinas sdo importantes na caracterizacdo de
uma resposta imune frente a um patdgeno. Sendo assim, a estimativa da producdo das
citocinas IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, 1L-21, IL-22, IL-27, INF-y e TNF-
a, foram mensuradas no sobrenadante do homogenato do baco. O principal objetivo foi
identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baco) e/ou de forma sistémica no
momento da eutandsia dos animais durante o percurso da infecgdo. Este procedimento ja foi
descrito, demonstrando variagdes estatisticamente significativas, para a avaliacdo de citocinas
do homogenato de baco (AUJLA et al., 2008; NEWSOM et al., 2011; GOEL &
BHANAGAR, 2012; JIM el al., 2012; ZHU et al., 2012); cérebro (DATTA & OPP, 2008;
TRIBOUILLARD-TANVIER et al., 2009; NEWSOM et al., 2011); linfonodo mesenquimal
(NEWSOM et al., 2011) ou de pulmédo (CAMPBELL et al., 2006).

Estas citocinas foram divididas em grupos, relacionadas com as principais funcdes. Para
as citocinas pro-inflamatarias, constituidas pelas citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17,
foi identificado um aumento gradual da citocina IL-1a, iniciando aos 30 dias, nos animais
Balb/c, enquanto que para os animais C57Black/6 é encontrado um aumento a partir do
primeiro ponto analisado, que corresponde ao sétimo dia, enquanto que a citocina TNF-a, nos
animais Swiss, apresenta uma diferenca estatistica com uma diminuicdo da producéo,
enquanto que nos camundongos C57Black/6, que ndo apresentam diferenca estatistica, a
producdo ndo se altera. A presenca de IL-1a nos animais Balb/c podem estar contribuindo com
a formacdo dos granulomas identificados nesta linhagem, uma vez que foi descrito na
literatura que esta citocina poderia promover a inducdo da proliferacdo de fibroblastos,
estimulando a deposicdo de colageno, importantes na formacdo dos granulomas
(LONNEMANN et al., 1995).

Para o grupo de citocinas relacionadas ao perfil Th3 (IL-10 e IL-13) e perfil Th2 (IL-4 e
IL-5), é observada uma diminuicdo da producdo de IL-10 nos animais Swiss com 60 dias pos-

infeccdo, entretanto esta diminuig¢do nédo estava acompanhada de um aumento na producdo de
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citocinas pro-inflamatérias como o TNF-o e a IL-6, como descrito por Frediani (2009) ao
comparar animais Balb/c selvagens com animais deficientes em linfocitos B-1 ap6s estimulo
com LPS. Ademais, 0 aumento da producdo de IL-10 desencadeia uma inibicdo da apoptose
em macrofagos contendo Mycobacterium tuberculosis que, por sua vez, auxilia na disperséao e
comprometimento do animal (RODRIGUES et al.,, 2009), mesmo apresentando esta
diminuigdo da producdo da IL-10, esta linhagem, Swiss, apresentou a maior quantidade de
granulomas observados (05/17). Para a citocina 1L-13, os animais C57Black/6 selvagens, do
segundo experimento, mostraram uma diminuicdo no sétimo dia e um retorno ao valores
basais no 14° dia. Esta citocina esta diretamente relacionada com a resposta da subpopulacéo
Th2, principalmente envolvida com resposta para helmintos (WYNN, 2003; PRICE et al,
2010), entretanto o perfil Th2 pode contribui para a formagdo/maturacdo de granulomas, que
sdo importantes no controle de microrganismos intracelulares, atraveés do estimulo para a
producdo de fibrinogénio e fatores de crescimento de tecido conectivo (MURRAY et al.,
2006; REIMAN et al., 2006; McFARLANE et al., 2011; LIU et al., 2012). Estudos recentes
vém demonstrando uma relacdo entre esta citocina e o estabelecimento de granulomas, além
de contribuir para a eliminacdo de microrganismos intracelulares como a Leishmania
donovani (MURRAY et al., 2006; McFARLANE et al., 2011). J& a elevacéo da citocina IL-5
nos ponto 07 e 60 dias, foi identificada nos animais C57Black/6, este aumento poderiam esta
relacionado com a formacgdo de granulomas, uma vez que esta citocina é importante no
processo de fibrose (REIMAN et al., 2006), entretanto nesta linhagem ndo foi observado a
formacéo de granuloma, logo a producédo da IL-5 poderia indicar uma resposta mista com IL-5
relacionado com o perfil Th2 e uma maior atividade das células fagociticas relacionados ao
perfil Thl.

Nos animais C57Black/6 também foi identificado um aumento da produgdo de IL-27
com 120 dias, ao passo que foi observado uma diminuicdo com 07 e 30 e 60 dias de forma
gradual para os animais Swiss. Esta citocina esta relacionada com um aumento da proliferacdo
e diferenciagdo das células T CD4" da subpopulagdo Thi, principalmente por agir de forma
sinérgica a IL-12 e estimular a proliferacdo de células T CD8" (WOLK et al., 2002; LUCAS et
al., 2003; KAWAKAMI et al., 2004; VILLARINO et al., 2006; GROOT et al., 2012).
Somando-se ao aumento desta citocina na linhagem C57Black/6 foi identificado o aumento,
também, da citocina IL-22, no segundo experimento (animais C57Black/6 selvagens e
knockout). A 1L-22 € responsavel em inibir a producédo de IL-4 (WOLK et al., 2002). Este

contexto sugere que nos animais C57Black/6 selvagens ocorre a producdo de um grupo de
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citocinas que atuam na inducdo de um perfil Thl, que por sua vez, pode contribuir para a
maior resisténcia desta linhagem a infecgdes com C. pseudotuberculosis.

Nos animais knockout para INF-y foi identificado um aumento da citocina IL-1a € uma
diminuicdo gradual da citocina IL-21. A elevagdo da IL-1a pode estar correlacionada com
uma tentativa de atrair e ativar mais celulas, uma vez que estas células presentes no sitio da
infeccdo demonstram uma dificuldade em eliminar os microrganismos, uma vez que estes
animais ndo produzem INF-y. O INF-y é a principal citocina produzida pelas células do perfil
Th1, sendo assim a diminuicdo da producéo de IL-21 era esperada, uma vez que, esta citocina
tem como finalidade aumentar a proliferacdo de células T, coordenar a diferenciacdo de
células B e aumentar a atividade citotoxica de células NK, podendo ainda apresentar efeito
autdcrino na proliferagdo de células T CD4" e CD8" 0 que parece aumentar a resposta auxiliar
Th1l e a atividade de linfdcitos T citotoxicos (LEONARD et al., 2005; LI et al., 2005; ZENG
etal., 2005; LUTHJE et al., 2011).

Entretanto, muitas citocinas aqui analisadas apresentaram valores muito baixos, nédo
sendo possivel caracterizar a dindmica das produc¢des durante a infec¢do com estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis, na verdade, a avaliagdo utilizando outro protocolo, como por exemplo, a
mensuracdo em  sobrenadante de cultura, deve ser apreciada para melhor
compreender/relacionar o papel destas citocinas no percurso da infeccdo, uma vez que foi
quantificado valores mais expressivos na cultura com antigenos secretados da bactéria do que
no homogenato do baco em algumas delas. Como também ja foi relatado diferencas na
producdo das citocinas IL-4, IL-10, INF-y e TNF-a apds estimulo em cultura de animais
infeccdo com C. pseudotuberculosis (SOUZA, 2009; SILVA, 2010).

Desta maneira, as avaliacbes dos resultados aqui apresentados propdem uma
discrepancia entre as linhagens Balb/c, C57Black/6 e Swiss no tipo de resposta imune
estabelecida durante infeccdo com C. pseudotuberculosis. Esta diferenca entre linhagens de
camundongos também pode ser relatada para: Brucella abortus (MURPHY et al., 2001),
Yersinia enterocolitica (AUTENRIETH et al, 1994); Yersinia pseudotuberculosis (TANSINI
& MEDEIRQS, 2009); M. bovis (WERNECK-BARROSO et al., 2000), nestes estudos foi
possivel identificar que animais C57Black/6 sdo mais resistentes do que 0s animais da
linhagem Balb/c. Os dados aqui apresentados também descrevem a linhagem C57Black/6
como animais mais resistentes a infeccdo com 107 de T1, uma vez que estes animais n&o

apresentaram mortalidade durante 120 dias de estudo, ndo apresentaram alteragOes


http://jem.rupress.org/search?author1=Rong+Zeng&sortspec=date&submit=Submit

54

morfologicas, apresentaram um direcionamento celular para o local da infecgdo, como
também a producgdo de citocinas por células fagociticas compativeis com uma atuacdo bem
sucedida frente a infec¢Bes por microrganismos intracelulares. Por outro lado, os animais
Balb/c demonstraram-se ser mais susceptiveis a infeccdo principalmente por apresentarem
mortalidade e alteracbes morfoldgicas semelhantes as observadas nos pequenos ruminantes

naturalmente infectados.

Esta desigualdade entre as linhagens provavelmente esta relacionada com a diferenca
no Locus do MHC (Complexo principal de histocompatibilidade), onde os animais Balb/c
possuem o locus H-2d e os C57Black/6 o H-2b. O polimorfismo comum destas moléculas esta
relacionado com uma melhor capacidade de reconhecer moléculas diferentes pelo sistema
imune em um organismo, entretanto ao se estabelecer linhagens isogénicas cria-se uma
uniformidade genética entre os grupos de animais desencadeando respostas imunes distintas
entre diferentes linhagens (SOUSA et al., 2000; WERNECK-BARROSO et al., 2000;
MESSAOUDI et al., 2002; PENN et al., 2002). No entanto, 0s animais Swiss, que Sao
heterogénicos, mesmo apresentando alguns resultados que os aproxima dos animais Balb/c -
apresentando uma susceptibilidade para esta bactéria — evidenciaram uma disparidade entre
parametros analisados no mesmo grupo, e por este motivo ndo apresentaram, em algumas
analises, diferencas estatisticamente significativas. Esta dificuldade também € encontrada ao
avaliar as respostas imunes desenvolvidas nos pequenos ruminantes. Uma possibilidade seria

trabalhar com grupos maiores nesta linhagem.

A geracdo de camundongos knockout, através da delecdo de um gene de interesse,
cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensao a respeito
do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infeccdes.
Neste sentido, o presente trabalho demonstrou a importancia/envolvimento do dxido nitrico,
INF-y e da citocina IL-10 para a eliminacdo ou estabelecimento da infec¢do da bactéria T1, ja
gue os animais KO para a citocina IL-10 demonstraram-se ser mais resistentes, néo
apresentando nem mortalidade, nem alteracbes morfologicas e o perfil tanto da resposta
imune inata quanto adaptativa estavam relacionados com uma resisténcia a este cocobacilo.
Enquanto que os animais KO para ON e para INF-y demonstraram-se ser mais sensiveis do
que os animais selvagens, apresentando mortalidade e alteragfes morfologicas de forma muito

acentuada.
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Sendo assim, o presente estudo contribuiu para a compreensdo da relagdo parasito-
hospedeiro, frente a diferentes linhagens de camundongos com uma estirpe atenuada de C.
pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos. Este trabalho descreve aspectos
relacionados com a resposta imune em animais susceptiveis e resistentes, que por sua vez,
poderdo contribuir em avaliagdes de protocolos de imunizacdo/desafio visando o

desenvolvimento de vacinas ou imunoterapias.
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Tabela 01 Quantidade (positivo/avaliado) de animais Balb/c, C57Black/6 e Swiss, com presenca de
granulomas por grupo analisado.

Tempo Balb/cCont. Balb/cT1l  C57black/6 C57black/6  Swiss  SwissT1
Cont. T1 Cont.
07 dias 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 00/05
30 dias 00/02 02/05 00/02 00/05 00/02 03/05
60 dias 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 01/05
120 dias  00/02 01/03 00/02 00/05 00/02  01/02
Total 00/08 03/18 00/08 00/20 00/08  05/17

Tabela 02. Principais regifes anatdmicas acometidas com granulomas nos animais Balb/c, C57Black/6

e Swiss.
Regido Balb/c Balb/c C57black/6 C57black/6 Swiss  Swiss T1
AnatOmica Cont. T1 Cont. T1 Cont.
Linfonodo 00 03 00 00 00 03
Figado 00 00 00 00 00 01
Cutaneo 00 00 00 00 00 02
Total 00 03 00 00 00 06

Tabela 03 Quantidade (positivo/avaliado) de animais C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON,

C57Black/6-KO-INF-y, C57Black/6-KO-IL-10 com presenga de granulomas por grupo analisado.

Tempo  Selv. Cont.  Selv. T1 Ko-ON Ko-ON Ko-IFN Ko-IFN  Ko-IL-10 Ko-IL-10
Cont. T1 Cont. T1 Cont T1
07 dias 00/02 00/05 00/02 04/05 00/02 00/05 00/02 00/05
14 dias 00/02 00/05 00/02 01/01 00/02 05/05 00/02 00/05
Total 00/04 00/10 00/04 05/06 00/04 05/10 00/04 00/010

Tabela 04. Principais Regides Anatdmicas acometidas com granulomas nos animais C57Black/6

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y, C57Black/6-KO-IL-10.

Regidao Selv. Selv. T1 Ko-ON Ko-ON Ko-IFN  Ko-IFN T1  Ko-IL-10  Ko-IL-10 T1
Anatém. Cont. Cont. T1 Cont. Cont
Linfonodo 00 00 00 06 00 14 00 00
Cav. Perit. 00 00 00 03 00 00 00 00
Figado 00 00 00 01 00 01 00 00
Rim 00 00 00 00 00 02 00 00
Diafragma 00 00 00 01 00 00 00 00
Cutaneo 00 00 00 00 00 03 00 00
Pulmao 00 00 00 00 00 01 00 00
Total 00 00 00 11 00 21 00 00
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Figura 01 - Determinagdo da curva de mortalidade de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss.
Foram avaliados, por linhagem, cinco animais infectados com 107/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis e dois animais do grupo controle (GC). Os animais foram avaliados diariamente
durante 120 dias apds a infecgdo e os Obitos foram registrados.
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Figura 02 - Determinacdo da curva de mortalidade de camundongos C57Black/6 selvagem,
C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10. Foram avaliados, por
linhagem, cinco animais infectados com 10°/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis e dois animais
do grupo controle. Os animais foram avaliados diariamente durante 14 dias ap6s a infeccdo e os 6bitos
foram registrados.
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Figura 03 — Determinacéo do peso do Baco de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais,
de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com
10’/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s
07, 30, 60 e 120 dias, onde o peso corporal, seguido pelo do baco, foram obtidos. A relacdo entre o
peso corporal e o peso do 6rgdo foi determinada pela porcentagem que o érgdo representava em
comparagdo ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A comparagdo entre os grupos foi
realizada por Kruskal-Wallis, (p = 0,0209) apenas no grupo Balb/c, que possui a seguinte relagdo: 120
d=60d>GC =07 d =30 d. Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa.
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Figura 04 — Determinacdo do peso do Baco de camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-
ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10’/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde 0 peso
corporal, seguido pelo do baco, foram obtidos. A relacdo entre o peso corporal e 0 peso do érgao foi
determinada pela porcentagem que o 6rgdo representava em comparagdo ao peso do corpo, sendo este
considerado 100%. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, e apenas os
animais C57Black/6-KO-INFy apresentaram diferencga estatistica significativa (p = 0,0066), revelando
a seguinte relacdo: 14 d> GC.
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Figura 05 — Determinagdo da quantidade leucocitéria total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e
Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram
avaliados apds 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a quantificagdo total de células presentes na
cavidade peritoneal através de um contador automatico de células. A comparacédo entre os grupos foi
realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa nos
animais Balb/c, (p = 0,0084), com a seguinte relacdo: 07 d > GC =30 d; 30 d <60 d = 120 d. Para os
animais C57Black/6 (p = 0,0228), e a seguinte rela¢do: 120 d > GC = 07 d = 30 d. Né&o foi identificada
diferenca estatistica significativa para os animais do grupo Swiss.
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Figura 06 — Determinacédo da contagem diferencial dos leucocitos presentes na cavidade peritoneal dos
camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados
com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10’/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis,
por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a
avaliagdo através de caracteristicas morfologicas de 200 leucdécitos por animal. A comparacao entre 0s
grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para a linhagem Balb/c:
Macrofagos (p = 0,0087), tendo como relagdo — 07 d = 120 d > GC = 30 d; Linfdcitos (p = 0,0288),
apresentando — GC = 07 d = 120 d = 60 d > 30 d e Neutroéfilos (p = 0,0006), apresentando a seguinte
relagdo: 07 d > GC, 30d, 60d, 120d e 120 d > GC = 60 d; 30 d >60 d. Para os animais da linhagem
C57Black/6, os Linfocitos (p = 0,0015), e relacdo: GC =60 d =120 d > 07 d = 30 d e os Neutrdfilos (p
= 0,0005), e a seguinte relagdo: 07d =30d > GC =60 d = 120 d. Os animais Swiss ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa.
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Figura 07 — Determinacdo da quantidade leucocitaria total nos camundongos C57Black/6selvagem,
C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem
estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 107/ml da estirpe T1 de
C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde foi
realizada a quantificacdo total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador
automatico de células. A comparacdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde os
animais C57Black/6-OK-ON (p = 0,0327) e relagdo: 07 d > GC. Para o0s animais C57Black/6-OK-INF-

v (p = 0,0059) e relagdo: 07 d> 14 d > GC. Para os camundongos C57Black/6-OK-IL-10 (p = 0,0444),
tendo 14 d > 07 d.
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Figura 08 — Determinacdo da contagem diferencial dos leucécitos presentes na cavidade peritoneal dos
camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-
IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram
avaliados ap6s 07 e 14 dias, onde foi realizada a avaliacdo através de caracteristicas morfoldgicas de
200 leucocitos por animal. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis,
apresentando os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutréfilos (p = 0,0031), onde 14 d >
07 d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrofilos (p = 0,0266) com 07 d > GC; os
C57Black/6-OK-INFy para os macrofagos (p = 0,0052), sendo: 07 d > 14 d > GC, linfdcitos (p =
0,0110), onde 07 d > 14 d = GC, e os neutrdfilos (p = 0,0031), onde: 07 d > 14 d > GC; para 0 grupo
C57Black/6-OK-IL-10 os neutrofilos (p = 0,0039), tendo: 14 d > 07 d > GC.
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Figura 09 — Determinacdo da producdo das citocinas IL-1a, TNF- o, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-
2 e IL-17 por células aderentes dos animais C57Black/6 estimuladas com antigeno secretado da
bactéria T1 (TPP). Os camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou
infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes
animais foram avaliados apds 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC),
guanto do grupo teste (G-T1) foram cultivadas na presenca de apenas meio RPMI ou de 40ug/mL de
TPP durante 24h. A quantificagdo foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometria de
fluxo. E possivel observar uma diferenca estatistica, através do teste de Kruskal-Wallis, na producéo
das seguintes citocinas: IL-1a (p = 0,0050), e 0 p6s-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antigenos
da T1, no grupo teste possui p = 0,0119; IL-2 (p = 0,0048), onde no po6s-teste o grupo controle
apresentou um p = 0,0265, e o grupo teste um p = 0,0178; IL-6 (p = 0,0271) com pos-teste para 0
grupo teste com p = 0,0119; IL-10 (p = 0,0041) onde o grupo controle possui um p = 0,0286 e no
grupo teste, p = 0,0119; INF-y (p = 0,0267) e p6s-teste para o grupo teste com p = 0,0459 e a citocina
TNF-a (p = 0,0133) apresentando no pds-teste para o grupo teste um p = 0,0097. Né&o foi observada a
producdo da citocina IL-17 e nem uma diferenca estatistica significativa para as células estimuladas
com os antigenos para a GM-CSF.
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Figura 10 — Determinacdo da producdo das citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-
2 e IL-17 por células aderentes dos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-INF-y e
C57Black/6-KO-1L-10 estimuladas com C. pseudotuberculosis viva. Os camundongos
C57Black/6foram injetados com salina (grupo controle) ou infectados com 10’/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apés 14 dias, onde
as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), quanto do grupo teste (GT1) foram cultivadas na
presenca de apenas meio RPMI ou de C. pseudotuberculosis viva (T1), na proporc¢do de (1:5), por
01h30 min. A quantificacio foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometria de fluxo. E
possivel observar uma diferenca estatistica, através do teste de Kruskal-Wallis, na producdo das
seguintes citocinas: TNF-a para os animais C57black/6 selvagem (p = 0,0347) e pds-teste no grupo
teste com p = 0,0294, para o grupo C57black/6-KO-INF-y (p = 0,0168) com pos-teste no grupo teste
de p = 0,0119 e a produgéo da citocina GM-CSF para os animais C57black/6-KO-IL-10 (p = 0,02680)
no grupo teste, com p= 0,097. Nao foi observada uma diferenca estatistica significativa ao se analisar
as citocinas: IL-1a, INF-y, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17.
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Figura 11 - Célula aderente de camundongo C57Black/6 selvagem infectada com C.
pseudotuberculosis viva. Os camundongos C57Black/6foram injetados com salina (grupo controle) ou
infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes
animais foram avaliados ap6s 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC),
quanto do grupo teste (GT1) foram cultivadas na presenca de apenas meio RPMI ou de C.

pseudotuberculosis viva (T1), na proporcdo de (1:5), por 01h30 min. A seta indica presenca da
bactéria internalizada.
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Figura 12 — Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfdcitos T CD4" e T
CD8" dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10"/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
foi realizada a quantificagdo por citometria de fluxo. A comparacdo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para o MIF de CD4", os animais Balb/c (p =
0,0393), com a seguinte relacdo: GC =60 d =120 d > 07 d = 30 d. Os animais Swiss (p = 0,0056), e
relagdo: 60 d> GC = 07 d = 30 d = 120 d. Os animais C57Black/6ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa. Para o MIF de CD8" foi identificado diferenca estatisticamente
significativa apenas para os animais Swiss (p = 0,0070), onde 60d > GC =07 d =30 d.
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Figura 13 — Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfocitos T CD4" e T
CD8" dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e
C57Black/6-KO-1L-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo
controle - GC) ou infectados com 10°/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal.
Estes animais foram avaliados apos 07 e 14 dias, onde foi realizada a quantificagdo por citometria de
fluxo. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes
valores para o MIF de CD4", apenas no grupo C57Black/6 selvagem (p = 0,0159) tendo como
relacdo07d > 14 d = GC. O MIF para CD8" ndo apresentou diferenca estatistica significativa em
nenhum grupo avaliado.
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Figura 14 — Determinacdo da producdo das citocinas TNF- a, IL-la, IL-6, INF-y e IL-17 no
homogenato do bago dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem
estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10/ml da estirpe T1 de
C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07, 30, 60 e 120 dias,
onde a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparagéo entre os grupos foi realizada
por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina TNF-a do grupo Swiss (p = 0,0339), com 60 d< GC e da IL-1e para os animais Balb/c (p =
0,0177), revelando: GC = 07 d < 60 d, e para C57Black/6 (p = 0,0355), mostrando que 07 d =30 d >
GC. Néo foi possivel detectar diferencas estatisticas significativas para I1L-6, INF-y e 1L-17.
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Figura 15 — Determinacédo da produgéo das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco
dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10"/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparagéo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina IL-10, no grupo Swiss (p = 0,0443), apresentando: 60 d < GC = 07 d e a da citocina IL-5 para
0s animais C57Black/6 (p = 0,0361) revelando a seguinte relagdo: 60 d > GC = 30 d = 120 d. Nao foi
detectada diferenca estatistica significativa para as citocinas 1L-13 e I1L-4.
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Figura 16 — Determinagdo da produgéo das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do
baco dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10"/ml da estirpe T1 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparagéo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina IL-27 apresentou diferenca para os animais C57Black/6 (p = 0,0443), onde: 120 d> GC = 30
d, e para a linhagem Swiss (p = 0,0016), revelando que: GC > 07 d = 30 d = 60 d. N&o foi detectada
diferenca estatistica significativa para as citocinas 1L-02, I1L-21 e 1L-22.
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Figura 17 — Determinagdo da produgdo das citocinas TNF- a, IL-lo, IL-6, INF-y e IL-17 no
homogenato do bagco dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-
INF-y e C57Black/6-KO-1L-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina
(grupo controle - GC) ou infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via
peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07 e 14 dias, onde a quantificagdo foi realizada por
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citometria de fluxo. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel
identificar uma diferenca estatistica significativa apenas da citocina IL-1a, para 0s animais
C57Black/6-KO-INFy (p = 0,0236), revelando: 07 d>14 d = GC. Néo foi realizada a quantificacdo da
citocina INF-y nos animais C57Black/6-KO-INFy. Nao foi possivel detectar diferencas estatisticas
significativas para TNF-a, IL-6, INF-y e IL-17.
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Figura 18 — Determinacéo da produgéo das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco
dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y ¢ C57Black/6-
KO-1L-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC)
ou infectados com 107/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais
foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A
comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma
diferenca estatistica significativa apenas para a citocina IL-13, para o grupo de animais C57Black/6
selvagem (p = 0,0188), apresentando: 14 d = GC > 07 d. N&o foi realizada a quantificagcdo da citocina
IL-10 para os animais C57Black/6-KO-1L-10. Néo foi detectada diferenca estatistica significativa para
as citocinas IL-10, IL-5 e IL-4.
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Figura 19 — Determinacgdo da producgéo das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do
baco dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e
C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo
controle - GC) ou infectados com 10’/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal.
Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde a quantificacdo foi realizada por
citometria de fluxo. A comparacao entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel
identificar uma diferenca estatistica significativa para a citocina 1L-21 para o grupo C57Black/6-KO-
INFy (p = 0,0203), revelando: 14 d< GC. A citocina I1L-22, no grupo C57Black/6 selvagem (p =
0,0329), tendo 14 d > 07 d = GC. Nao foi detectada diferenca estatistica significativa para as citocinas
IL-02e IL-27.
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Resumo

Este estudo foi executado com a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis (C.p.),
microrganismo intracelular  facultativo, agente da linfadenite caseosa, doenca
infectocontagiosa crénica, responsavel por grandes perdas econdmicas na caprinocultura.
Teve como objetivo estudar o perfil da resposta imune estabelecida durante o percurso da
infeccdo por uma estirpe recentemente coletada de um caprino naturalmente infectado (C57)
em diferentes linhagens de camundongos. Para tanto, diferentes linhagens de camundongos,
foram infectados com 10%ml de C57. Os animais foram divididos da seguinte forma: 28
Swiss; 28 Balb/c, 35 C57Black/6 selvagem, 14 C57Black/6 knockout (KO) para Oxido Nitrico
(ON), 14 C57Black/6-KO para IFN-y e 14 C57Black/6-KO para IL-10. Cada linhagem de
camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste). Apds a infec¢do os animais Swiss,
Balb/c e C57Black/6 selvagens, foram avaliados nos tempos 07, 30, 60 e 120 dias. Enquanto
que para os animais C57Black/6 selvagens e knockout, foram analisados aos 07 e 14 dias. Foi
realizada a construcdo da curva de mortalidade; avaliagdo morfoldgica (presenca de
granuloma e peso do baco); avaliacdo do direcionamento celular para o local da infeccao
(quantidade total e diferencial de células peritoneais); producdo das citocinas IL-1a, TNF-a,
INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17 por células aderentes peritoneais;
imunofenotipagem (T CD4" e T CD8"); bem como a mensuragio das citocinas I1L-1a, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y ¢ TNF-a no homogenato do
baco. Através da avaliacdo dos resultados obtidos é possivel identificar que os animais
C57Black/6 sdo mais resistentes, uma vez que estes animais apresentaram direcionamento
celular para o local da infeccdo, como também producéo de citocinas por células fagociticas
compativeis com uma atuacdo bem sucedida frente a infeccbes por microrganismos
intracelulares facultativos e apresentaram tendéncia em estabelecer resposta do tipo Thl, com
producdo de INF-y, IL-22 e IL-27. Por outro lado, os animais Balb/c e Swiss demonstraram
ser mais susceptiveis a infeccdo, principalmente por apresentarem uma diminuicdo das células
T durante o percurso da infecgdo apresentando uma dificuldade na producdo de citocinas
relacionadas ao perfil Thl, tdo importantes para enfrentar de forma efetiva este
microrganismo. Além de demonstrar a importancia/envolvimento do ON, INF-y e da IL-10
para a eliminacdo ou estabelecimento da infeccdo, ja que os animais KO-IL-10 demonstraram
ser mais resistentes, enquanto que os animais KO-ON e KO-INF-y foram mais sensiveis a
infeccao.

Palavras-chaves: Linfadenite caseosa. Camundongos. Resposta Imune.
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1.  Introducéo

A linfadenite caseosa, doravante (LC), também conhecida como mal do carogo, € uma
doenca infectocontagiosa crbnica, que acomete principalmente 0s pequenos ruminantes
(caprinos e ovinos), entretanto, pode eventualmente causar linfagite ulcerativa em equinos e
dermatite ulcerativa em bovinos, bufalos e cervos (BENHAM et al., 1962; BATEY, 1986a;
BATTEY & TONGE, 1968; CAMERON & MINNAR, 1969; LOPEZ et al., 1966; ZAKI,
1976). A LC nédo é considerada uma zoonose, entretanto ja foram registrados casos humanos
relacionados com este microrganismo, geralmente referido a uma exposi¢do ocupacional
(MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997; LIU et al., 2005).

E ocasionada por um cocobacilo gram-positivo denominado Corynebacterium
pseudotuberculosis, microrganismo intracelular facultativo de macréfagos (KIMBERLING,
1988; PEKELDER, 2000; MEYER et al., 2002; RADOSTITS et al., 2002; ANDERSON,
RINGS, PUGH, 2005). Esta doenca é caracterizada pela formacéo de lesGes granulomatosas,
que podem acometer tanto regides superficiais dos animais, principalmente nos ganglios
linfaticos superficiais, como também O6rgdos internos como pulmdes, baco, rins e figado
(KIMBERLING, 1988; BERNABE et al., 1991; SMITH & SHERMAN, 1994; PEKELDER,
2000; SOBRINHO, 2001; DORELLA et al., 2006c; CRAWSHAW et al., 2008).

A LC no estado da Bahia [que corresponde ao maior rebanho de caprinos do Brasil
(BRASIL, 2010)] ¢é a responsavel de grandes perdas econdmicas, principalmente para os
pequenos produtores que tem na caprinocultura a essencial fonte de renda familiar (RIBEIRO
et al,, 1988; MOURA-COSTA, 2002; MEYER, 2004; DORELLA et al, 2006a). Esta
patologia € a responsavel por comprometimento do couro, além de poder ocasionar perda de
peso, desordens reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal), diminuicdo da producéo
de carne e 14, condenacdo da carne (NAIRN & ROBERTSON, 1974; AYERS, 1977,
ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981; EGGLETON et al., 1991; ALONSO et al.,
1992) e diminuicdo da producdo de leite, em virtude da alta prevaléncia de granulomas
mamarios (BURRELL, 1981).

A resposta imune adaptativa eficaz contra a infec¢do por C. pseudotuberculosis esta
relacionada principalmente com as células da subpopulagdo Thl, que intensifica a atuacéo do
IFN-gama produzido nas fases iniciais da infeccdo promovendo ativacdo de macrofagos

infectados e estimulando a produgéo da enzima 6xido nitrico sintetase induzida que catalisa a
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geragdo de Oxido nitrico (NO), o qual proporciona a destruicdo dos microrganismos (VALE,
2000; BURMESTER & PEZZUTO, 2003).

Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram avangos no entendimento
da patogénese da C. pseudotuberculosis. As primeiras observacdes das infeccdes de
camundongos com estas bactérias foram realizadas no século XX (WOLFF, 1950), a partir de
entdo, os camundongos representam uma importante ferramenta, uma vez que estes animais
apresentam sinais clinicos, perfil de hemograma e bioquimica sérica, bem como as alteracGes
histopatoldgicas em 0Orgdos viscerais similares aos observados em pequenos ruminantes
(VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, el. al., 2011). Ademais, a possibilidade
de realizar a remocao de um gene de interesse nesta espécie, produzindo animais knockout,
cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensao a respeito
do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infeccoes
(CHORILLI et al. 2007).

Por este motivo, o presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil da resposta
imune estabelecida durante o desenvolvimento da infeccdo de diferentes linhagens de
camundongos por uma estirpe recentemente coletada de um caprino naturalmente infectado, e
desta forma estabelecer o padrdo de resposta imune em animais susceptiveis e resistentes a
esta bactéria considerada selvagem. Além disso, este trabalho objetiva também avaliar o
envolvimento do Oxido nitrico, INF-gama e da citocina IL-10 no inicio do processo
infeccioso. O estudo destas linhagens com perfil de resposta imune oposto ao serem
infectadas com este patdgeno, permite aprofundar os conhecimentos a respeito da relacdo
parasito-hospedeiro, e desta forma contribuir com as pesquisas para o estabelecimento de
diversos protocolos de controle e tratamento da infeccdo, visando a modulacdo da resposta
imune e consequente producdo de vacinas, imunoterapia e kit diagndsticos para este

microrganismo.
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2.Materiais e Métodos

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis

Para a realizacdo da infeccdo dos animais e da cultura celular foi empregada a estirpe
denominada C57, esta bactéria foi recentemente isolada de um caprino naturalmente infectado
e identificada através da cultura de Corynebacterium spp., sorologia para Linfadenite Caseosa
e PCR multiplex direto dos materiais dos granulomas para identificacio de C.
pseudotuberculosis caracterizada por PCR multiplex. Entretanto, para a producdo de
antigenos secretados (AsT1), utilizados nos ensaios de cultura celular, foi empregada a
linhagem T1 deste microrganismo. Esta linhagem foi isolada de um caprino naturalmente
infectado da regido de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA,
para o Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Bahia (ICS-UFBA) no ano 2000, onde foi realizada a identificagdo pelo teste “API
coryne” (BioM¢érieux AS, Marcy-1’Etoile, Franca), e apds sucessivas culturas em meio
especifico foi considerada atenuada por apresentar hemolise sinérgica com Rhodococcus equi
menos intensa que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados. A
partir de entdo, esta linhagem é mantida, na colecdo do Laboratério de Microbiologia do ICS
— UFBA, sendo utilizada em diversos ensaios laboratoriais por promover uma infec¢do mais

branda tanto em caprinos como em camundongos infectados experimentalmente.

Para a producdo das proteinas secretadas (AsT1), quatro litros de cultura da T1 em meio
de infusdo de cérebro e coracdo - BHI - (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA); cultivados a
37°C, por 48 horas; foram utilizados, seguindo-se protocolo estabelecido por Paule et
al.,(2003). Resumidamente, o cultivo foi centrifugado a 10.000xg por 15 minutos, seguido de
filtracdo em membrana de dialise durapore em PVDF de 0,45um (Millipore, IndUstria e
Comércio LTDA, S&o Paulo-SP), com o intuito de eliminar as bactérias presentes no meio.
Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em um procedimento composto por trés fases
(“Three Phase Partitioning” - TPP). Primeiro ocorreu a saturagdo com 30% de sulfato de
amonia (VETEC Quimica Final LTDA — Rio de Janeiro-RJ) a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo, em seguida o pH fui ajustado para 4.0, e fui acrescentado n-butanol (VETEC
Quimica Final LTDA — Rio de Janeiro-RJ) na mesma propor¢do do volume do meio de

cultura BHI (04L), seguido de uma agita¢do vigorosa durante um minuto. Este material entéo



74

foi mantido em repouso durante uma hora, para promover a precipitacdo protéica. O
precipitado foi coletado, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, e novamente centrifugado
a 1350xg durante 10min. e a interface foi coletada e dissolvida em cinco 05 ml de tampao Tris
20 mM, pH 7,4. Este material foi entdo submetido a dialise contra Salina Tamponada com
Fosfato - PBS, pH 7.2, realizada em trés banhos de 08 horas a 4°C. Para a determinacéo
protéica foi empregado o método de Lowry (Bio-Rad Laboratories Headquarters, California-
USA). As amostras, antes de serem armazenadas a — 20°C, foram acondicionadas em um saco
contendo gelo, e foram submetidas a esterilizacdo por exposi¢éo a luz ultravioleta durante 15

min.

Com a finalidade de promover a infeccdo, tanto dos animais testados, quanto das células
aderentes da cavidade peritoneal, a quantificacdo bacteriana foi realizada, seguindo-se o
protocolo estabelecido por Pedral (2012). Resumidamente, 05 mL, de uma cultura mantida
durante 48h a 37°C de 250ml, foram retirados. Este material foi lavado duas vezes, em
solucdo salina, através de centrifugacfes de 04 min. a 8.000xg. Em seguida, o sobrenadante
foi desprezado e acrescido o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e
incubou-se por 20 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Nova lavagem foi realizada
para a remocdo dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no
citbmetro de fluxo. Para isso, foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA),
contendo sedimento de microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em
cada lote. O estabelecimento da concentragdo bacteriana seguiu o seguinte calculo: Bactérias
totais = (N°beads eventos bactérias / N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

2.2 Animais

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas diferentes linhagens de camundongos,
sendo: da linhagem heterogénea - 28 Swiss; da linhagem isogénica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6
selvagem, 14 C57Black/6 knockout (KO) para Oxido Nitrico (ON), 14 C57Black/6 knockout
(KO) para IFN-gama e 14 C57Black/6 knockout (KO) para interleucina dez (IL-10);
perfazendo um total de 133 animais, com idade entre 06 - 08 semanas, de ambos 0s sexos. Os
animais da linhagem C57Black/6 (selvagem e knockout) foram adquiridos no Biotério da
Fundagdo Oswaldo Cruz — RJ; os animais da linhagem Balb/c foram adquiridos pelo Biotério
do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ-Salvador-BA) e os animais da
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linhagem Swiss pelo Biotério da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da
Bahia (MEV-UFBA).

Os animais foram alojados em caixas de 30x19,5x12 c¢cm, quatro a seis animais por caixa,
ou em caixas de 41x34x16 com 20 animais cada, durante todo o periodo do experimento, no
Biotério do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS-UFBA), sob condi¢bes adequadas de
temperatura (21 £ 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os camundongos foram mantidos com

alimentacdo e agua ad libitum.

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n° 006/2010.

2.3 Infeccéo

Cada linhagem de camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste), sendo
que os grupos de animais Swiss e Balb/c tiveram 08 animais controle e 20 animais infectados,
ja o grupo C57Black/6 selvagens foram divididos em 10 controles e 25 infectados. Por sua
vez, 0s animais C57Black/6 knockout foram agrupados em 04 controles e 10 infectados. Os
animais foram infectados com a linhagem C57 de C. pseudotuberculosis na concentracdo de
10%/ml diluidos em um (01) ml de salina (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ) que foi inoculado
pela via intraperitoneal, enquanto que, os animais controle receberam um (01) ml de salina

(ISOFAR, Duque de Caxias, RJ) pela mesma via.

Apos a infeccdo os animais do experimento 01, que se referiam aos camundongos Swiss,
Balb/c e C57Black/6 selvagens, foram avaliados nos tempos 07, 30, 60 e 120 dias, e enquanto
que para os animais do experimento 02, C57Black/6 selvagens e knockout, foram analisados
com 07 e 14 dias. Em cada tempo examinou-se cinco (05) animais infectados e dois (02)
animais controles, de cada grupo estudo, foram eutanasiados por deslocamento cervical

(desenho experimental 02).
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Cultivo bacteriano
C.Pseudotuberculosis (C57 e T1)

(Infecgdo e produgdo de antig.).

Preparagdo do inoculo e
infecgdo (10?) ou salina (GC

C57blak/e-KO-ON C57blak/e-KO-INF 57blak/6-KO-IL-10

10 infectados
04 controles

C57blak/é Selv.
25 infectados
10 controles

Swiss
20 infectados
08 controles

Balb/c
20 infectados
08 controles

10 infectados
04 controles

10 infectados
04 controles

Eutanasiados com 07, 30, 60 e 120 dias Eutanasiados com 07 e14 dias
(05 infectados e 02 controle) (05 infectados e 02 controle)
| |
| | |
(f Imunofenotipa de célul ¢ )
L L Avaliagdo da migragéo p nge.m e celulas
Avaliacdo Morfologica celular para a cavidade esplénicas
(presenca / local de peritoneal (CD4 e CD8 e avaliagdo das
granulomas e peso de Bago). (Quantidade total e citocinas: TNF-a, IL-1a, IL-6,
diferencial). INF-y, IL-17, IL-10, IL-13, IL-4,
\ IL-5, IL-2, IL-21, IL-22 e IL_Z?))
|
-

Producédo de Citocinas por células aderentes da cavidade peritoneal estimuladas com TPP ou
Bactéria viva - apenas C57black/6 - (IL-19, IL-2, IL-6, IL-10, INF-y, TNF-ua, IL-17, GM-CSF).

2.4 Avaliacdo Morfoldgica

2.4.1 Presenga e Localizagdo de Granuloma

Em seguida a eutanasia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na
abertura das cavidades peritoneal e toracica, para a observacdo da existéncia de granulomas,

bem como, do local de sua ocorréncia.

2.4.1 Determinacdo do peso do baco

Ap0s a eutanasia dos animais, em cada ponto avaliado, o peso corporal, seguido pelo do
baco, foram obtidos utilizando Balanga de precisdo (Marte Balanca e Aparelhos de Precisao
LTDA, Séo Paulo-SP). A relacdo entre o peso corporal e o peso do 6rgdo foi determinada pela
porcentagem que o 6rgdo representava em comparacdo ao peso do corpo, sendo este

considerado 100%.

2.5 Avaliacdo da Resposta Imune
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A avaliacdo da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos infectados com a
bactéria C57 de C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relacdo a resposta imune inata,

quanto em relacdo a resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.

2.5.1 Resposta Imune Inata

2.5.1.1 Avaliacdo da migracdo celular para a cavidade peritoneal

A avaliacdo da migracdo celular para a cavidade peritoneal (local da realizacdo da
injecdo) foi realizada através da quantificacdo total de células e do diferencial destas. Com
este intuito, apos a eutanasia, procedeu-se a assepsia do abdémen e exposi¢do do peritonio,
seguidamente, foi injetado, em condicgdes assépticas, 1,5mL de salina estéril (ISOFAR, Dugue
de Caxias, RJ). Em seguimento, foi realizada uma massagem, por em meédia 30 segundos, e
este material foi recuperado. Apos definicdo do volume readquirido, este foi acondicionado
em microtubos eppendorf, dos quais 40ul foram utilizados para contagem de células totais
através de um contador automatico de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia.
Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri-SP), 60ul foram utilizados na preparacdo de
citoesfregaco, em duplicata, através de centrifugacdes de 16 minutos a 500xg em temperatura
ambiente, utilizando uma citocentrifuga de bancada Presvac CT12 (Prevac, Balneario
Camboriu - Santa Catarina fabricante), e o restante da suspensdo foi encaminhada para a

cultura celular dos animais C57Black/6.

As laminas do citoesfregaco foram coradas utilizando-se para isso uma mistura dos
corantes hematoldgicos Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as
laminas foram cobertas com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por trés (03) minutos,
seguidamente foi acrescido 20 gotas de agua destilada por 12min., finalizando com uma
lavagem em agua corrente. O perfil das células da cavidade foi determinado através de
caracteristicas morfoldgicas de 200 leucdcitos por animal, utilizando-se para isso um
microscopio Biologico binocular modelo L-1000 bac (Bioval, Bauru-SP) em objetiva de

imersé@o (aumento de 1000X).



78

2.5.1.2 Avaliag8o da Produgdo de Citocinas por Células Aderentes

Com o proposito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes apds o
estimulo com antigenos secretados ou com a bactéria C57 viva, células da cavidade peritoneal
dos camundongos C57Black/6 foram cultivadas. Para isso, as células recuperadas, como
descritas anteriormente, foram lavadas duas vezes utilizando-se salina (ISOFAR, Duque de
Caxias, RJ) através de centrifugacdes de 1500xg, por 10 minutos, a 4°C. Ao final, cada
sedimento celular foi ressuspenso em um (01) ml de meio RPMI 1640 suplementado, e em
seguida realizou-se nova contagem de células utilizando o contador automatico (Kacil
IndGstria e Comércio LTDA, Recife-PE). Estas foram ajustadas para 2 x 10°/ml e incubadas
em placas de 24 pogos, de poliestireno, de fundo chato (Costar Corning Inc., Nova lorque,
EUA), a 37°C, em atmosfera Gmida com 5% de CO? por 24 horas em incubadora (Costar
Corning Inc., Nova lorque, EUA).

As ceélulas dos animais C57Black/6 selvagens infectados com a linhagem C57 ap6s 14
dias de infeccdo e os animais controles dos pontos 14 e 30 (logo 05 animais infectados e 04
controles) foram estimuladas com antigeno secretado (AsT1), para isso, apés 24hr do
plagueamento, os pocos foram lavados, com o objetivo de remover as células ndo aderentes, e,
posteriormente, estimuladas com apenas meio, ou 10ug/mL de Lipopolisacarideo de
Escherichia coli-LPS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), referente ao controle positivo,
ou 40ug/mL do antigeno da linhagem T1de C. pseudotuberculosis. As placas foram incubadas
por mais 24hr nas mesmas condi¢cdes anteriores e, depois disso, 0os sobrenadantes foram
coletados e estocados a -20°C.

Por sua vez, as celulas dos animais C57Black/6 selvagem e KO-ON, KO-INF-y e KO-IL-
10, também referentes ao 14° dia de infeccdo, foram cultivadas, apds a remocdo das células
ndo aderentes, na proporc¢do de 1:5 (uma célula aderente para cinco bactérias vivas) com C57
em meio RPMI suplementado, sem a presenca de antibiético. Para isso, bactérias C57 viadveis
foram quantificadas, como descrito anteriormente, e adicionadas a cultura celular ap6s 24hr,
depois de 1h30 min procedeu-se a coleta do sobrenadante e posterior armazenamento a -20°C.
Em seguimento, as células aderidas foram ressuspensas, utilizando tripsina, para realizar a
construcdo de citoesfregaco, e assim confirmar a infeccdo/fagocitose pelo microscépio optico,
apos coloragdo com uma mistura dos corantes hematolégicos Wright e Giemsa, como descrito
de anteriormente.

As citocinas mensuradas nos sobrenadantes das culturas foram IL-1a, TNF- a, INF-y,

GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17, produzidas por macrofagos e outras células aderentes.
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Estas citocinas foram detectadas por Citometria de Fluxo utilizando Kit comercial TH1/TH2
mouse 10 plex — Flow Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH). Resumidamente,
os padrdes das citocinas avaliadas foram reconstituidos em agua destilada estéril de acordo
com a concentracdo previamente recomendada no Kit, para serem utilizadas na elaboracéo de
um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elabora¢do de uma dilui¢éo seriada,
utilizada como a curva padrdo do ensaio. Posteriormente, foi elaborado o mix das beads de
captura, onde as beads referentes a cada citocina analisada foram agrupadas em um tubo
Falcon de 15ml e centrifugadas a 7500xg por 05 minutos, sendo o sobrenadante
cuidadosamente desprezado e 0 sedimento resuspenso com 0 mesmo volume de tampéo de
ensaio. Seguidamente, o mix do conjugado biotinilado foi preparado também diluido em
tampdo de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos
previamente identificados a seguinte ordem: padr@es das citocinas ou as amostras, em seguida
0 mix de beads e por ultimo o mix de conjugados biotinilados. Estes foram incubados ao
abrigo de luz e a 4°C por duas (02) horas. Findado o periodo de incubacéo, foi adicionado um
(01)ml do tampdo de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugacdo a 7500xg
durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 pL do sobrenadante e novamente lavado
com o mesmo volume de tampdo, que foi seguido da remogéo do sobrenadante e posterior
adigdo de 20 pL de streptoavidina-PE. Os tubos foram entdo homogeneizados e incubados no
escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este periodo, as amostras foram novamente
lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500uL de tampao de ensaio e acondicionadas
isentas da luz a 4°C overnight, para posterior leitura no citbmetro de fluxo (FACScalibur —
BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o FlowCytomix
Pro Software, conforme orientacdes do fabricante.

2.5.2 Resposta Imune Adaptativa

A avaliacdo da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada atraves da
mensuracio da populagio de linfécitos TCD4" e TCD8" presentes no bago no momento da
eutanasia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo,
além da quantificacdo de citocinas presentes neste 0rgao.

O bago de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e
apos a sua pesagem, foi removido um fragmento de 30mg que foi macerado em 500 pL de

solugéo inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensao celular.
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Cada suspensédo foi submetida a centrifugagdo a 450xg por 10 minutos a 4°C. A partir de
entdo, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado & — 20°C para serem
utilizados na quantificacéo de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em
trés (03)ml de salina, a qual foi submetida a contagem total de células num contador
automatico de células (Hemocytometer CELM cc-530), a fim de ajustar a concentragdo celular
necessaria para a imunofenotipagem no citémetro de fluxo.

A imunofenotipagem foi realizada pela avaliacdo da expressédo das proteinas CD3, CD4 e
CD8 na superficie celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato
de Fluoresceina (FITC), anti-CD8a conjugado com PE-Cy®5.5 e anti-CD4 conjugado com R-
PE (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). Todos os anticorpos monoclonais (AcMO) foram
previamente titulados para determinacdo da concentracdo ideal de uso. As células esplénicas
foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluidas em 500 puL do tampéo de ensaio, em
seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em
camara escura, durante 15 minutos. Findado o periodo de incubacéo, foi adicionado um (01)
ml do tamp&o de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugacao a 7500xg
durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversdo e acrescentado 500ulL de
tampé&o de ensaio. A aquisicao foi realizada no citometro de fluxo (FACScalibur — BECTON
DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton-Dickinson, Canada).
Para analise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, California, EUA).

A dosagem das citocinas presentes no homogenato do baco foi realizada através de ensaio
para deteccdo por Citometria de Fluxo, utilizando-se para isso, Kit comercial Mouse
Th1/Th2/Th17/Th22 13plex — Flow Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH), para
quantificar IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y e

TNF-a, como descrito anteriormente.

2.6 Analise Estatistica

Com o objetivo de avaliar aspectos da relagdo parasito-hospedeiro durante a infecgdo
com linhagem C57 de C. pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos,
considerando a avaliagdo morfoldgica, a avaliagdo da migracdo para a cavidade peritoneal, a
imunofenotipagem de esplendcitos e a dosagem de citocinas, tanto presentes em células
aderentes, quanto no homogenato do baco, foram empregados testes estatisticos néo

paramétricos em funcdo da distribuicdo anormal dos dados. Para comparar a magnitude das
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variagOes das amostras, foi realizada a analise de variancia atraves do teste de Kruskal-Wallis
(BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993;) e as tendéncias centrais dos grupos independentes, dois a
dois, foram comparadas pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (CALLEGARI-JACQUES,

2003). O valor fixado para significancia estatistica foi de p < 0,05.

3. Resultados

Com o proposito de caracterizar a resposta imune de diferentes linhagens de camundongos
infectados com uma bactéria recém-coletada de um caprino naturalmente infectado (C57),
aqui considerada como uma linhagem selvagem, foi descrita uma avaliagdo morfoldgica, bem
como, uma caracterizacdo da resposta imune, tanto na sua vertente da resposta imune inata,
guanto adaptativa. Todas as médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD), de cada

experimento realizado, encontram-se no apéndice B.

3.1 Experimento 01

Neste item serdo descritos os resultados observados nos animais Balb/c, C57Black/6 e
Swiss avaliados com 07, 30, 60 e 120 dias apds a infeccdo com a bactéria C57. Neste ensaio

foi registrado um 6bito, no grupo Swiss, com 98 dias de infeccéo.

3.1.1 Avaliacdo Morfoldgica

A anélise morfoldgica foi realizada pela avaliacdo do surgimento de granulomas,
assim como, dos locais onde sucederam a sua ocorréncia. Além disso, foi realizada uma
avaliacdo referente ao peso do baco.

Os animais Balb/c apresentaram granulomas com 30 dias (03 animais em relagdo aos
05 — 03/05), e em cada um destes foi observado apenas um granuloma no rim e dois em
linfonodos. Na linhagem C57Black/6 foi observado o aparecimento dos granulomas em dois
animais com 60 dias de infeccgdo, estes sendo um em rim e o outro no linfonodo. Nos Swiss
foram identificados com 30 dias (01/05) e com 60 dias (01/05), para estes dois animais 0
orgéo comprometido foi o linfonodo (Tabela 1 e 2).
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Os valores encontrados referentes a relacdo entre o peso corporal e 0 peso do baco estdo
apresentados na figura 02, onde a comparacao entre os dias da infeccdo com o grupo controle,
caracterizado pela unido de todos os animais controles eutanasiados com 07, 30, 60 e 120
dias, realizada por Kruskal-Wallis, ndo revelou diferenca entre os dias nos trés grupos
testados, entretanto ao se comparar em cada dia as trés linhagens de camundongos foi possivel
observa uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0308) para o ponto sete (07d), que
apos a avaliacdo onde foi realizada a comparacdo pelo Mann-Whitney, apresentou a seguinte
relacdo: Balb/c = C57Black/6 >Swiss e com 120d (p = 0,0106), apresentando a relacéo:
Balb/c>C57Black/6 = Swiss.

3.1.2 Avaliacdo da Resposta Imune

Para a caracterizacdo da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos
estudadas neste ensaio foram avaliadas a resposta imune inata, com a determinacdo da
guantidade total, bem como o diferencial, de células da cavidade peritoneal e as producées de
citocinas por estas células. Assim como a imunofenotipagem para CD4 e CD8 e a as citocinas
produzidas no macerado do bago.

3.1.2.1 Avaliacdo da Resposta Imune Inata

A avaliacdo da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificacdo total e
diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal ap0s a eutanasia dos animais. A
Figura 02 representa os valores encontrados da quantificacdo total, na qual é possivel notar a
diferenca estatistica nos animais Balb/c, com p = 0,0003 e a seguinte relacdo pos-teste: 120d>
07d > 30d > 60d = GC. Ja para os animais C57Black/6 foi possivel observar p = 0,0032, e a
seguinte relacdo: 120d> 60d > 30d = 07d = GC; e para os animais Swiss, com p = 0,0015,
revelando no pos-teste que 60d > 07d = 30d = 120d > GC.

Os valores relacionados com o diferencial destes grupos apresentaram, na avaliagao
por Kruskal-Wallis, os seguintes valores para a linhagem Balb/c: Macréfagos (p = 0,0024),
tendo como pos-teste a relagdo — 120d > 07d = 30d > GC = 60d; Linfocitos (p = 0,0004),
apresentando — 120d > GC = 07d > 30d = 60d e Neutrdfilos (p = 0,0117), com poés-teste — GC
< 07d = 30d = 60d = 120d. Para os animais da linhagem C57Black/6, os macréfagos (p =
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0,0086), e pds-teste - 07d = 120d > GC = 30d; os Linfécitos (p = 0,0005), e relagcdo — 120d =
60d > 07d=30d, 120d > GC e os Neutrofilos (p = 0,0001), e pds-teste 07d = 30d > 60d =
120d. Ja a linhagem Swiss os macréfagos (p = 0,0015), pos-teste: GC = 07d = 120d = 30d >
60d; os linfocitos (p = 0,0024), pos-teste: 30d = 60d = 120d > GC = 30d e os neutrofilos (p =
0,0024), apresentando no pos-teste: 07d > GC = 60d = 120d, 30d > GC. (figura 03).

3.1.2.2 Avaliacdo da producdo de Citocinas por Celulas Aderentes

Na figura 04 é demonstrado os resultados alcancados quando células aderentes da
cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 selvagens foram cultivadas com 40ug/ml
de antigenos secretados da bactéria T1. E possivel observar uma diferenca estatistica
significativa, através do teste de Kruskal-Wallis, na producédo das seguintes citocinas: IL-1a
(p = 0,0070), e 0 pobs-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney, entre as
células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antigenos da T1, no
grupo infectado possui p = 0,0079; IL-6 (p = 0,0443) com pGs-teste para o grupo infectado
com p = 0,0362; IL-10 (p = 0,0048) onde a relacdo das células que receberam apenas meio ou
receberam o0s antigenos secretados do grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo
infectado p = 0,0119; INF-y (p = 0,0122) e pos-teste para o grupo infectado com p = 0,0273 e
para a citocina GM-CSF (p = 0,0096) e pds-teste para o grupo infectado com p = 0,0119. N&o
foram observadas diferencas nas citocinas IL-2, TNF- e IL-17.

3.1.3 Avaliacdo da Resposta Imune Adaptativa

As médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) sdo avaliadas na figura 05, onde,
para 0 MIF de CD4, os animais C57Black/6 apresentam uma diferenca estatistica
significativa, com p = 0,0456, pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando a seguinte relagéo:
60d > 120d = 07d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os animais Swiss com p =
0,0059, e pos-teste revelando que: 60d = 120d > 07d = 30d, 60d > GC. Para o MIF de CD8
foi possivel detectar uma diferenca estatistica significativa nos animais Balb/c, com p =
0,0033, e pbs-teste: 120d > GC = 07d < 30d = 60d, nos animais C57Black/6, tendo p = 0,0096
e pos-teste: 07d > GC, 60d, 120d, 120d > 60d, e para o grupo Swiss, com o p = 0,0029, onde
GC =60d = 120d > 30d = 60d.
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Para a andlise da producdo das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17), citocinas Th3 e Th2 (IL-10, IL-13, IL-4 e
IL-5), e citocinas relacionadas ao direcionamento do perfil Thl e Th2 dos linfocitos T (IL-2,
IL-21, IL-22 e IL-27). Para o primeiro grupo de citocinas € possivel observar uma diferenca
estatistica significativa para a citocina IL-1a, no grupo Balb/c (p = 0,0022), tendo como
relacdo: 120d = 60d > 30d = 07d > GC. O grupo C57Black/6 apresentou diferenca estatistica
(p = 0,0021) para a citocina IL-1a, apresentando na relagdo: 120 >60d = GC < 07d = 30d. Jao
TNF-a do grupo Swiss (p = 0,0208), onde o0 GC = 60d > 07d = 30d e de INF-y (p = 0,0062),
com pos-teste: 60d > GC > 07d = 30d. Néo foi possivel detectar diferencas para IL-6 e IL-17
(figura 06). Apresentaram diferenga estatistica significativa também a citocina IL-13, no
grupo C57Black/6 (p = 0,0391), apresentando no pds-teste: 120d > 30d = 60d = 07d = GC e
ndo foi observadas alteragdes nas citocinas IL-10 e IL-5 e IL-4 do grupo de citocinas
referentes ao perfil Th3 e Th2 (figura 07). J& para as citocinas relacionadas ao direcionamento
Thle Th2, foi possivel detectar, no Balb/c a producdo de IL-2 (p = 0,0450), tendo a seguinte
relacdo: 30d = 60d > GC. Para o grupo C57Black/6 as citocinas IL-22 (p = 0,0235), pds-teste:
120d = 60d > GC = 07d > 30d e IL-27 (p = 0,0023), pos-teste: 120d > GC = 07d = 30d = 60d.
Para o grupo Swiss foi demonstrada uma diferenca para as citocinas IL-2 (p = 0,0379), p0s-
teste: 60d = 120d > GC = 07d = 30d e IL-27 (p = 0,0039), pds-teste: 60d = 120d > GC = 07d
= 30d. N&o foram detectadas mudancas significativas na producgéo de IL-21 para nenhum dos

grupos avaliados (figura 08).

3.2 Experimento 02

Neste item serdo descritos os resultados observados nos animais C57Black/6 selvagens e

KO-ON, KO-INF-y e KO-IL-10.

3.2.1 Avaliacdo Morfoldgica

A frequéncia de granulomas, bem como a sua localizagdo anatémica, foi observada

apenas para os animais C57Black/6-KO-ON, que apresentou um granuloma em linfonodo

com 07 dias ap6s a infeccdo (Tabela 3 e 4).
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Na descrigéo da avaliagdo da proporcéo do bago com o peso do animal foi detectado uma
diferenga significativa apenas para os animais C57Black/6 (p= 0,0477), revelando uma
relacdo onde o 07d > 14d (Figura 09).

3.2.2 Avaliacdo da Resposta Imune

Para a caracterizacdo da resposta imune dos animais C57Black/6 selvagem e knockout
foram realizados os mesmos procedimentos relacionados ao primeiro experimento, para a
resposta imune inata, com a determinacdo da quantidade total, bem como o diferencial, de
células da cavidade peritoneal e as producdes de citocinas por estas células. Além da

imunofenotipagem para CD4 e CD8 e das citocinas produzias no macerado do baco.

3.2.2.1 Avaliacédo da Resposta Imune Inata — Caracterizagéo celular

Na figura 10, é avaliado os resultados observados ao se avaliar a quantidade total de
células da cavidade peritoneal dos animais C57Black/6 selvagens e knockout. E possivel
observar uma diferenca estatistica significativa apenas nos animais C57Black/6-OK-INFy (p =
0,0164), e na avaliacdo pos-teste revelou a seguinte relagdo: 07d > 14d = GC.

Na figura 11 é visto a contagem diferencial referente das células peritoneais, nela é
possivel atentar para os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutréfilos (p =
0,0113) onde 14d = 07d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutréfilos (p = 0,0096)
com 14d = 07d > GC; os C57Black/6-OK-INFy para os linfocitos (p = 0,0159) onde 07d >
14d = GC, e os neutrofilos (p = 0,0040) e o pos-teste: 07d > 14d > GC; para 0 grupo
C57Black/6-OK-1L-10 os neutréfilos com (p = 0,0096), tendo o 14d = 07d > GC.

3.2.2.2 Avaliacéo da produgdo de Citocinas por Células Aderentes

Ao se avaliar as culturas das células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-ON, KO-
INF-y e KO-IL-10 com a bactéria C57 viavel na propor¢do de 1:5, onde era observado um
macrofago para cada cinco bactérias, € possivel observar a producdo estatisticamente

significativa das citocinas: TNF-a para os animais C57Black/6 selvagem (p = 0,0298) e pos-
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teste no grupo infectado com p = 0,0294, para o grupo C57Black/6-KO-INF-y (p = 0,0125)
com pos-teste no grupo controle com p = 0,0138, e para o grupo infectado de p = 0,0119 e
para os animais C57blacC57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0156), com pds-teste para 0 grupo
infectado de p = 0,0119. A producéo da citocina IL-6 para os animais C57Black/6-KO-IL-10
(p = 0,0271) e pbs-teste no grupo infectado de p = 0,0119. Para a producéo da citocina GM-
CSF para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0171) no grupo infectado, com p= 0,0097
e para a citocina IL-17 foi observado uma diferenca estatistica significativa no grupo
C57Black/6-KO-ON (p = 0,0262), tendo no pos-teste, para o grupo dos animais infectados um
p = 0,0159. N&o foi observada uma diferenca estatistica ao se analisar as citocinas: IL-1a,
INF-y, IL-10 e IL-2 (Figura 12).

A avaliacdo da infeccdo/fagocitose foi confirmada pela visualizagdo de macréfagos com

vacuolos intracelulares e presenca de bactérias no citoplasma (Figura 13).

3.2.3 Avaliacdo da Resposta Imune Adaptativa

As médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) da expressdo de CD4 nos animais
apresentaram diferenca estatistica significativa no grupo C57Black/6-KO-ON (p = 0,0365)
tendo 0 GC >14d; para os animais C57Black/6-KO-INF-y (p = 0,0286), onde GC = 07d > 14d
e para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p=0,0079), revelando que 07d < 14d = GC. O MIF
para CD8 apresentou, nos animais C57Black/6-KO-ON (p = 0,0107), onde 14d>07d = GC;
para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0099), e andlise pos-teste: 07d > 14d = GC
(Figura 14).

Para a avaliacdo das citocinas produzidas durante 0 momento da eutanasia dos animais o
macerado do baco foi avaliado e foi percebido uma diferenca estatistica significativa, no
grupo das citocinas pré-inflamatoria, para a citocina IL-1a para os animais C57Black/6-KO-
INFy (p = 0,0140), revelando que 07d > 14d = GC., ndo foram relatados diferengas
significativas para as citocinas IL-17, IL-6, TNF-a ¢ INF-y (Figura 15). Nao sendo, também,
detectadas diferencas estatisticas nos grupos das citocinas do perfil Th3 e Th2 (IL-10, IL-13,
IL-05 e IL-04) (Figura 16) e nem das citocinas relacionadas ao direcionamento dos perfis Thl
e Th2 (IL-2, IL-22, IL-27 e 1L-21) (Figura 17).
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4.Discussao

Buscando avaliar a resposta imune no percurso da infecgdo por uma estirpe selvagem
de Corynebacterium pseudotuberculosis animais Balb/c, C57Black/6 e Swiss (referentes ao
primeiro experimento) como também animais C57Black/6 selvagem e knockout para ON,
INF-y e IL-10 (referentes ao segundo experimento) foram estudados.

A estirpe utilizada, denominada C57, foi isolada de um caprino naturalmente infectado
e identificada através da cultura, biologia molecular e sorologia. Esta linhagem foi escolhida
por apresentar uma alta capacidade proliferativa, in vitro, em comparacdo com outras
linhagens presentes no Laborat6rio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude, ICS-
UFBA, e por ter sido recentemente obtida. Alguns estudos correlacionam a maior taxa de
crescimento do microrganismo com uma maior viruléncia (DUNN & NORTH, 1995; WEST
& BUCKLING, 2002; KANA et al., 2007). Em trabalhos utilizando 04 estirpes de C.
pseudotuberculosis infectados em camundongos C3H/HeJ as estirpes de crescimento rapido
promoviam uma maior disseminacdo e comprometimento de figado, bago, pulmdes e
linfonodos mesentéricos apresentando areas de inflamacdo mais intensas que as estirpes de
crescimento lento (NIETO et al., 2009). Somando-se a isso, a escolha por utilizar uma
linhagem recentemente isolada justifica-se pela observacdo que em microrganismos que sao
mantidos durante muito tempo em meios de cultura podem ser identificadas alteracbes em
seus mecanismos de viruléncia, geralmente promovendo uma diminui¢do no seu potencial de
estabelecer a doenca (BICE & ZELEDON, 1970; BARTLEY et al., 2006).

A determinacdo da dose utilizada para a promocéo da infeccdo, 1x10? de C57 foi
estabelecida com o objetivo de promover o desenvolvimento de uma patologia cronica,
entretanto sem ocasionar mortalidade nos animais. A mortalidade precoce de camundongos
infectados com linhagens virulentas de C. pseudotuberculosis foram relatadas em
experimentos utilizando 1x10° UFC (SIMMONS et al., 1997; PINHO et al., 2009). Além
disso, em experimentos onde camundongos CBA foram infectados com 1x10° UFC com
linhagem virulenta deste microrganismo, e avaliados por 120 dias, apresentaram
estabelecimento de resposta imune frente ao cocobacilo, com producdo de anticorpos
especificos e alteragdes na producdo de citocinas como o INF-y, IL-4, IL-10 e TNF-y
(SOUZA, 2009; SILVA, 2010).
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Sendo assim, o presente estudo objetivou caracterizar a infec¢do, por uma estirpe
selvagem de C. pseudotuberculosis, em diferentes linhagens de camundongos, estabelecendo
o perfil de susceptibilidade ou resisténcia destas linhagens, bem como a importancia de
determinados elementos da resposta imune frente a este patdgeno. A importancia deste
estabelecimento se justifica uma vez que é relatada na literatura uma dicotomia entre a
resposta imune estabelecida nos animais Balb/c quando comparado com os camundongos
C57Black/6, com um perfil de resisténcia para este ultimo, frente a diversos microrganismos
como: Brucella abortus (MURPHY et al., 2001), Yersinia enterocolitica (AUTENRIETH et
al, 1994); Yersinia pseudotuberculosis (TANSINI & MEDEIROS, 2009); M. bovis
(WERNECK-BARROSO et al., 2000). Enguanto que o0s animais Swiss, por serem
heterogénicos, se aproximam mais do perfil apresentado nos pequenos ruminantes, ja que o
estabelecimento de linhagens puras nestes animais é mais trabalhoso. Ademais, camundongos
infectados com C. pseudotuberculosis apresentam sinais clinicos, perfil de hemograma e
bioguimica sérica, bem como as alteragdes histopatoldgicas em 6rgaos viscerais similares aos
observados em pequenos ruminantes tornando-se modelos importantes na compreensdo da
linfadenite caseosa (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, et al., 2011).

A avaliacdo morfoldgica, que corresponde a avaliacdo da formacao de granulomas e o
comprometimento do peso do bacgo, é uma ferramenta importante nesta comparacao entre as
linhagens, no entanto, todas as trés linhagens avaliadas apresentaram o0 surgimento de
granulomas, Balb/c com trés e C57Black/6 e Swiss com dois. O que foi identificado é que o
surgimento dos granulomas nos animais C57Black/6 foi protelado para 60 dias ao invés de 30
dias visto nas outras duas linhagens. Estes granulomas sdo observados principalmente nos
linfonodos proximos da regido de entrada do patégeno (WILLIAMSON, 2001; MEYER et
al., 2005; FONTAINE, et al. 2006), cinco dos sete granulomas identificados neste
experimento foram nos linfonodos. N&do obstante, a bactéria pode utilizar tanto a via
sanguinea, como a propria via linfatica para se distribuir no organismo, livre ou no interior
dos fagdcitos, atingindo 6rgdos como pulmdo, figado e rins (BAIRD & FONTAINE et al.,
2007; McKEAN et al., 2007; NIETO et al., 2009; JESSE et al., 2011). Por este motivo a
avaliacdo da esplenomegalia foi realizada nestes animais, uma vez que, 0 comprometimento
do bago poderia estar relacionado com esta disseminacdo (DUTTA et al., 2009; MATHURIN
et al., 2009; DIAS et al.,, 2011; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012), contudo a anélise

realizada em cada grupo isoladamente ndo apresentou diferenca estatica significativa.
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A contencéo do microrganismo, apds a entrada no organismo do animal, fica a cargo
inicialmente dos neutréfilos e macréfagos e posteriormente o envolvimento de linfocitos. A
eliminacdo fica baseada na eficicia de destruicdo das células fagociticas, entretanto estes
microrganismos, como varios outros intracelulares facultativos, conseguem sobreviver dentro
destas células, com isso a formagdo de granulomas passa a ser uma alternativa para conter a
disseminacdo, tanto nos pequenos ruminantes (PEPIN et al., 1992; PEPIN et al., 1994a;
PEPIN et al., 1994b) como também em modelos murinos (JOLLY, 1965a; JOLLY, 1965b;
LANN et al., 1998; LANN et al., 1999). Como a infeccao foi realizada por via peritoneal, foi
realizada a avaliacdo das células direcionadas para esta cavidade. Os animais Balb/c e Swiss
apresentam um aumento logo ao sétimo dia apds a infeccdo, que no Balb/c vai diminuindo
nos dias subsequentes e torna a elevar com 120 dias e nos animais Swiss continua aumentando
ate 60° dia e diminui um pouco com 120 dias. Por sua vez, nos camundongos C57Black/6 foi

observado um aumento apenas no final da avaliagédo, com 60 e 120 dias.

A partir de entdo, foi realizado o diferencial celular para especificar quais seriam as
alteracOes encontradas. Para os animais Balb/c os macréfagos apresentam um aumento com
07 e 30 dias, uma diminuicdo com 60 e voltam a aumentar com 120 dias, nos linfocitos
ocorreu uma queda com 30 e 60 e volta a aumentar com 120 dias e para os neutrofilos ocorre
um aumento com 07 dias que se mantém ate o final da avaliacdo. Para os animais C57Black/6
é possivel identificar, nos macréfagos, um aumento com 07, seguido de uma queda com 30,
seguido de uma elevacao com 60 e 120 dias, os linfécitos apresentam uma queda com 07 e 30
dias e um aumento com 60 e 120 dias, e os neutréfilos é visto um aumento apenas com 07 e
30 dias. Ja para os macréfagos dos animais Swiss € identificado um aumento gradual com
pico aos 60 dias, para os linfécitos um aumento com 30, 60 e 120 dias, e os neutrdfilos ocorre
uma elevacdo com 07 seguido de uma pequena diminuicdo com 30 e o retorno para os valores

basais acontecem a partir de 60 dias.

A diminui¢cdo no numero de linfocitos encontrado durante a infec¢do com a linhagem
C57 poderia estar relacionada a uma maior producdo de outras células plasmaticas, como 0s
neutrofilos, que por sua vez estdo aumentados nos animais C57Black/6 nos mesmos intervalos
onde foram identificadas estas diminui¢bes. Este diminuicdo de linfocitos na cavidade
peritoneal também foi identificada apos infeccdo com Tripanosoma cruzi, que foi relacionada
a um direcionamento na producdo de células plasmaticas ao invés das células B-1, que séo
encontradas principalmente nesta cavidade (MINOPRIO et al., 1989; MERINO et al., 2010).

Além disso, Hedden e colaboradores (1986) analisaram a quantidade de linfocitos T e B, tanto
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em cabras sadias quanto acometidas pela linfadenite caseosa e, observaram quantidades
menores de linfocitos T nas cabras doentes, estes resultados corroboram com os aqui

apresentados, uma vez que esta diminuicéo é observada na linhagem mais susceptivel, Balb/c.

Ademais, é importante avaliar as caracteristicas do local da infecgcdo, a cavidade
peritoneal, uma vez que Conlan & North, em 1994, relatam que a infeccdo por Listeria
monocytogenes é exacerbada no figado quando os neutrofilos sdo bloqueados por anticorpos
RB6-8C5, fato este que nédo é visto nem no bago e nem na cavidade peritoneal, demonstrando

assim que estas células podem ter importancias diferentes a depender do local da infecg&o.

Por se tratar de um microrganismo intracelular facultativo, esta bactéria pode
sobreviver dentro das células fagociticas, e para que estas consigam elimina-los, é importante
o auxilio de citocinas pro-inflamatérias que estimulem a sua eficacia. Sendo assim, foi
realizada a quantificacdo tanto de citocinas pro-inflamatérias (IL-10, IL-6, TNF-0, INF-y, IL-
17 e Fator Estimulante de Colbénia de Macréfagos e Granuldcitos - GM-CSF) como de
citocinas anti-inflamatérias (IL-10) em cultura de células peritoneais de animais C57Black/6
estimuladas com antigeno secretado de C. pseudotuberculosis, e foi caracterizado o aumento
estatisticamente significativo nas citocinas: IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e GM-CSF.

O TNF-a e a citocina IL-la atuam aumentando a permeabilidade vascular
promovendo um recrutamento de células da resposta imune, além de promover a ativacao
destas células. O INF-y também atua promovendo a ativagdo principalmente os macréfagos
induzindo a expressao de moléculas apresentadoras de antigenos - MHC de classe | e |1, sendo
a sua producéo estimulada principalmente pela IL-12 (NOLL, et al., 1996; PERRY et al, 1997;
ALLIE et al., 2009; BRANDAO et al, 2011; DIAS et al., 2011). Outra citocina pro-
inflamatdria importante € a IL-6, principalmente por estimular a producdo de proteinas de fase
aguda pelos hepatocitos e estimular a producdo de neutr6filos (APPELBERG et al., 1994;
LEAL et al.,1999; DIAS et al., 2011). Enquanto que o GM-CSF, além de promover a
maturacdo de células da medula dssea para aumentar a producédo de leucdcitos, pode atuar na
ativacdo de neutrofilos e macrofagos (TANTAWICHIEN, 1996).

Além da producédo destas citocinas pro-inflamatdrias foi possivel observar também o
aumento da IL-10, citocina considerada do perfil Th3 que tem uma acdo anti-inflamatdria
promovendo uma inibicdo da producdo de TNF-a, INF-y e IL-12, além de diminuir a
expressdo de moléculas co-estimulatorias e moléculas MHC da classe 1l nos macrofagos e
células dendriticas, regulando a resposta imune (BOUSSIOTIS et al., 2000; DE LA
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BARRERA et al., 2004; PINHO et al., 2009). Esta citocina pode ter contribuido para a
formagédo dos granulomas registrados nestes animais, uma vez que regula a formagdo de
fibrose, 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-y suprimindo a deposi¢do de colageno
(WYNN, 2004). Além disso, foi relatada na literatura a produgdo desta citocina por
macrofagos apOs exposicdo a componentes dos parasitas (POHL-KOPPE et al., 1998;
TRINCHIERI, 2001).

A citocina IL-17 n&o foi produzida de forma detectavel. Esta citocina poderia contribuir
no controle de bactérias intracelulares por atuar no recrutamento de neutréfilos e de células T
do perfil Thl (KHADER et al., 2005; KHADER et al., 2007; UMEMURA et al., 2007; BAI et
al, 2009). Outra citocina que ndo apresentou diferenca estatistica significativa foi a IL-2, que
além da sua acdo em estimular a proliferacdo dos linfdcitos, atua aumentando a acéo citolitica
das células NK (LEAL et al.,1999; CREVEL et al.,2002).

O envolvimento das células T CD4", principalmente envolvendo a subpulagio Thi,
com a producdo principalmente de INF-y e ativacdo de células fagociticas, como também o
envolvimento dos linfocitos T CD8", envolvidos na producdo de INF-y e também agindo na
identificacdo e eliminacdo de celulas infectadas, sdo elementos indispensaveis na eliminagdo
de microrganismos intracelulares (ZHAN & CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et
al., 2001; MACHADO et al., 2004; MATHURIN et al., 2009; BRANDAO et al., 2012). Neste
sentido, a avaliagio da proporgéo de células T CD4" e T CD8", através da imunofenotipagem,
como também a definicdo do grupo de citocinas produzidas no momento da eutandsia dos
animais infectados com C. peseudobercusosis, e assim definir a ou as subpopulacdes

encontradas, torna-se um valioso instrumento.

A avaliacdo da intensidade de fluorescéncia das células T CD4" nos animais Balb/c
revelaram uma constancia destas células, ao passo que nos animais C57Black/6 ocorre uma
elevacdo aos 60 dias apOs a infeccdo, que também € visto nos camundongos Swiss, se
mantendo elevado também aos 120 dias. Por outro lado, ao serem avaliados os linfocitos T
CD8" é possivel notar nos camundongos Balb/c uma diminuicéo aos 30 e 60 dias e em seguida
um pico aos 120 dias, nos C57Black/6 ocorre um aumento logo no sétimo dia, voltando aos
valores bases com 30 e 60, e novo aumento é observado aos 120 dias; para 0s animais Swiss é

identificado uma queda aos 07 e 30 dias seguidos de um aumento aos 60 e 120 dias.
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Apenas os animais C57Black/6 demonstram um aumento tanto de CD4" quanto de CD8"
de forma mais efetiva, podendo contribuir na eliminacdo/contencdo desta bactéria, uma vez
que o aumento destas células em camundongos infectados com Brucella abortus séo
relacionadas a maior producdo de citocina INF-y como também maior identificacdo e
eliminacdo de células infectadas, resposta esperada para microrganismos intracelulares
facultativos (ARAYA et al., 1989; OLIVEIRA & SPLITTER, 1995). Ao passo que, a
diminuicdo destas células, observadas tanto nos animais Balb/c quanto os animais Swiss,
podem contribuir com a infec¢do, uma vez que a diminuigdo de células T CD8" aumenta a
sensibilidade de camundongos para a Listeria monocytogenes (EDELSON et al., 2011).
Ademais, estudos utilizando macacos rhesus infectados com Mycobacterium tuberculosis ou
imunizados com BCG objetivando avaliar a importancia das células T CD8" descreve que a
auséncia destas células promove uma diminuicdo importante da imunidade, e por este motivo,
as avaliagOes sobre estas células devem ser incluidas em na busca de vacinas e imunoterapia
mais eficientes (CHEN et al., 2009). Esta diminui¢@o pode estar relacionada a uma fragilidade
dos mecanismos de apresentacdo de antigenos para estas células, como visto com a Salmonella
enterica (ALBAGHDADI et al., 2009).

Para contribuir com a definicdo do perfil celular estabelecido durante a infeccdo de C.
peseotuberculosis durante a infeccdo em diferentes linhagens de camundongos foram
mensuradas as produgdes das citocinas IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-
21, 1L-22, 1L-27, INF-y e TNF-a, no sobrenadante do homogenato do bago. O principal
objetivo foi identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baco) e/ou de forma
sistémica no momento da eutanasia dos animais durante o percurso da infeccdo. Este
procedimento ja foi descrito, demonstrando variantes estatisticamente significativas, para a
avaliacdo de citocinas do homogenato de baco (AUJLA et al., 2008; NEWSOM et al., 2011,
GOEL & BHANAGAR, 2012; JIM el al., 2012; ZHU et al., 2012); cérebro (DATTA & OPP,
2008; TRIBOUILLARD-TANVIER et al., 2009; NEWSOM et al., 2011); linfonodo
mesenquimal (NEWSOM et al., 2011) ou de pulmé&o (CAMPBELL et al., 2006).

As citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y ¢ IL-17 foram agrupadas como citocinas pro-
inflamatdrias. Os animais Balb/c apresentaram uma elevacao gradual da IL-1a, enquanto que
nos animais C57Black/6 ocorre um aumento aos 07 e 30 dias, seguido de uma diminuigdo aos
60 dias e volta a aumentar aos 120 dias. Além da IL-1a os animais C57Black/6 aumentam a
producdo de INF-y no inicio (07 dias) e no final (120 dias) da infeccdo, ja nos camundongos

da linhagem Swiss ocorreu uma queda na producéo desta citocina aos 07 e 30 dias e aumenta
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apenas aos 60 dias. Nos animais Swiss também é encontrado uma diminuicéo da producao de
TNF-o aos 07 e 30 dias. Este panorama, com elevacdo de IL-1a e de INF-y nos animais
C57Black/6 pode favorecer a eliminacdo do microrganismo nesta linhagem de camundongo, ja
que estas citocinas agem no recrutamento e ativacdo de células fagociticas (NOLL, et al.,
1996; PERRY et al, 1997; BRANDAO et al, 2011), por outro lado demonstra maior
sensibilidade dos animais Swiss, uma vez que é visto uma diminui¢do principalmente no inicio
da infeccdo. A presenca de IL-la nos animais Balb/c podem estar contribuindo com a
formacéo dos granulomas identificados nesta linhagem, uma vez que foi descrito na literatura
que esté citocina poderia promover a inducdo da proliferacdo de fibroblastos, estimulando a
deposicdo de colageno, importantes na formacdo dos granulomas (LONNEMANN et al.,
1995).

Para o grupo de citocinas relacionadas ao perfil Th3 (IL-10 e IL-13) e perfil Th2 (IL-4 e
IL-5), é observada apenas um aumento aos 120 dias da citocina IL-13 nos animais
C57Black/6. Esta citocina esta diretamente relacionada com a resposta da subpopulacdo Th2,
principalmente envolvida com resposta para helmintos (WYNN, 2003; PRICE et al, 2010),
como ocorre 0 aumento apenas no final da infeccdo este fato pode indicar um envolvimento da
resposta Th2 que, por sua vez, contribui para a formacdo de granulomas através do estimulo
para a producéo de fibrinogénio e fatores de crescimento de tecido conectivo (REIMAN et al.,
2006; LIU et al., 2012). McFarlane e colaboradores (2011) trabalhando com animais Balb/c
knockout para a IL-13 aponta a importancia e o papel benéfico desta citocina na formacéo de
granulomas contra a leishmaniose, patdgeno intracelular, e contribuindo para diminuir a
presenca deste protozoario no bago e na medula éssea, estes dados também foram observados
por Murray e colaboradores (2006). Como esta linhagem vem demonstrando ser mais
resistentes a este microrganismo esta citocina pode contribuir de forma efetiva no perfil da

resposta montada.

Embora ocorra a producdo de IL-13 nos animais C57Black/6 possibilitando o
direcionamento para um perfil Th2 mais para o final da infec¢do, também foi identificado um
aumento da producdo de IL-27 aos 120 dias, e da citocina IL-22 aos 60 e 120 dias. Estas
citocinas sdo importantes para o estabelecimento de um perfil Thl, ja que a IL-27 pode agir de
forma sinérgica a IL-12 e a IL-22, além de inibir a produgéo de IL-4 (WOLK et al., 2002;
LUCAS et al., 2003; KAWAKAMI et al., 2004; VILLARINO et al., 2006; GROOT et al.,
2012). Nos animais Swiss € observado aumento das citocinas IL-2 e IL-27 aos 60 e 120 dias.

A IL-2 tambem estd aumentada nos animais Balb/c a partir de 30 dias. Este contexto, com
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aumento de células T CD4" e T CD8" e producdo das citocinas IL-1a, INF-y, IL-22 e 1L-27
sugeri que os animais C57Black/6 estabelecem uma resposta do tipo Thl, que por sua vez,
pode contribuir para a maior resisténcia desta linhagem a infeccdes com C.

pseudotuberculosis.

A geracdo de camundongos knockout, atraves da delecdo de um gene de interesse,
cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensao a respeito
do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infecgoes.
Neste sentido, o presente trabalho utilizou desta ferramenta para demonstrar a
importancia/envolvimento do oOxido nitrico, INF-y e da citocina IL-10 no processo de

eliminacdo ou estabelecimento da infeccao por C. pseudotuberculosis.

A infeccdo com microrganismos intracelulares em animais knockout para diversas
citocinas relacionadas com uma resposta celular, que promova a ativacdo de células
fagociticas, ocasiona uma precocidade nos Obitos destes animais (MAHON et al., 1997;
BEAN et al., 1999; ROACH, et al., 2001; ALLIE, et al., 2010; BRANDAO et al., 2012),
entretanto, estes resultados ndo foram identificados neste trabalho, provavelmente devido a
dose utilizada e ao intervalo da anélise estabelecido, uma vez que animais knockout para ON
infectados com 1x10” de C. pseudotuberculosis apresentaram uma mortalidade elevada
(primeiro manuscrito/capitulo produzido nesta tese). Em relacdo ao intervalo analisado,
Branddo e colaboradores (2012) relata 6bito a partir do 16° de infeccdo com 10° UFC de
Brucella abortus em animais knockout para o INF-y, como o intervalo pesquisado neste
trabalho foi melhor, 14 dias, é possivel que a avaliacdo onde possa ser empregado um

intervalo maior revelaria estas perdas.

Além disso, ndo foi relatado alteracbes morfoldgicas significativas nestes animais,
uma fez que foi observado a formacéo de apenas um granuloma em linfonodo em um animal
C57Black/6-KO-ON e nenhuma alteracdo em relacdo ao peso do bacgo, que revelaria uma
esplenomegalia. Estes resultados eram esperados para os animais KO-1L-10, uma vez que,
macrofagos dos animais knockout para esta citocina produzem mais 1L-12 (NARUSE et al,
2011), além de aumentar a producdo de INF-y, correlacionado com o perfil Thl, como
também consegui eliminar de forma mais eficiente microrganismos intracelulares, sem a
necessidade da formacéo de granulomas (YANG et al, 1999; SHIBATA et al., 2001).

Ao avaliar o direcionamento celular para o local da infeccdo foi observado um

aumento nos animais KO-INF-y. No diferencial celular ¢ identificada uma elevagdo nos
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neutréfilos em todas as linhagens de camundongos estudadas, e apenas para 0s animais KO-
INF-y um aumento, também, nos linfécitos. Este fato é similar ao encontrado na literatura
durante a infeccdo de M. tuberculosis em animais knockout para TNF que revela um infiltrado
neutrofilico intenso (BEAN, et al., 1999).

Embora a estimulacdo pelos antigenos secretados da bactéria tenha promovido a
producdo de vérias citocinas pro-inflamatdrias e da IL-10, in vitro, ao se avaliar a producéo
destas mesmas citocinas em cultura na presenca da bactéria viavel (na proporcéo de 1:5), nos
animais C57Black/6 selvagem e knockout, ndo foi observado resultados similares. Apenas
ocorreu uma producdo estatisticamente significativa para as citocinas TNF-o nos animais
selvagens, KO-INFy e KO-IL-10; a citocina GM-CSF para KO-IL-10 e da citocina IL-17 para
os animais KO-ON. O intuito deste ensaio estava relacionado com a avaliacdo da capacidade
que antigenos presentes na parede bacteriana teriam em estimular ou inibir a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias. Desta forma, os resultados aqui apresentados, referidos a nédo
producdo destas citocinas de forma mais representativa, poderia estar relacionado com as
caracteristicas dos antigenos somaticos de C. pseudotuberculosis, em inibir uma resposta
imune, principalmente por diminuir a produgéo de INF-y e estimular a producdo da citocina
IL-10 (REGIS, 2001; MEYER et al., 2005; SILVA, 2010).

A avaliacdo da fagocitose e/ou invasdo pela bactéria foi avaliada através da visualizacao
deste microrganismo dentro das células, uma vez que foi relatado que, além da realizacdo da
fagocitose por células fagociticas, a C. pseudotuberculosis pode aderir e invadir células ndo
fagociticas, e desta forma, atuar na manutencdo deste microrganismo no hospedeiro
(VALDIVIA et al., 2012).

No tocante a avaliagio das células T CD4" e T CD8", é possivel notar que ocorre uma
diminuic&o no 14° dia de infeccdo para as células T CD4" nos animais C57Black/6-KO-INF-y
e KO-ON, enquanto que para 0s animais KO-IL-10 € visto uma diminuicdo no sétimo dia,
entretanto é percebido um retorno aos valores basais no 14° dia. Para as células T CD8,
ocorre um aumento de forma gradual nos animais KO-ON e nos animais KO-IL-10 este
aumento ocorre apenas no sétimo dia. Como a resposta imune esperada contra patégenos
intracelulares facultativos envolvem as células T CD4", da Subpopulagdo Thi, que tem no
INF-y a sua principal ferramenta, que por sua vez, também sera produzido por células T CD8"
(ZHAN & CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al.,
2004; MATHURIN et al., 2009; BRANDAO et al., 2012) a auséncia desta citocina poderia
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estar relacionado com esta diminuicdo nos animais KO-INF-y. Entretanto, estes resultados
encontrados nos animais KO-IL-10 divergem da literatura, uma vez que, animais knockout
para esta citocina, quando infectados com Chlamydia trachomatis apresentaram maiores
producdes de células T CD4" (YANG et al, 1999).

Na avaliacdo da producdo de citocinas produzidas no homogenato do baco foi
observada a producéo da citocina IL-1a produzida no inicio da infecg¢@o (07° dia) nos animais
KO-INF-y. A elevacgao da IL-1a pode estar correlacionada com uma tentativa de ativar mais
células fagociticas, uma vez que as células presentes no sitio da infeccdo demonstram uma

dificuldade em eliminar os microrganismos, uma vez que estes animais ndo produzem INF-y.

Entretanto, a maioria das citocinas aqui analisada apresentaram valores muito baixos,
ndo sendo possivel caracterizar a dindmica das producdes durante a infeccdo com C.
pseudotuberculosis, na verdade, a avaliacdo utilizando outro protocolo, como por exemplo, a
mensuracdo em sobrenadante de cultura, deve ser apreciado para melhor
compreender/relacionar o papel destas citocinas no percurso da infeccdo em animais knockout
para ON, INF-y e IL-10, uma vez que foi quantificado valores mais expressivos na cultura

com antigenos secretados da bactéria do que no homogenato do bago em algumas delas.

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensédo do tipo de resposta, e dos
mecanismos imunolégicos envolvidos durante infeccdo com estirpe selvagem de C.
pseudotuberculosis nas diferentes linhagens de camundongos, com isso, fortalecendo os
conhecimentos da relacdo parasito-hospedeiro, cruciais para o desenvolvimento de
alternativas terapéuticas e na busca de uma vacina eficaz frente a este microrganismo. Assim,
os animais C57Black/6 apresentaram um direcionamento celular para o local da infecgéo,
como também a producdo de citocinas por células fagociticas compativeis com uma atuagéo
bem sucedida frente a infeccbes por microrganismos intracelulares facultativos e
apresentaram uma tendéncia em estabelecer uma resposta do tipo Thl, com producédo de INF-
v, 1IL-22 e IL-27. Por outro lado, os animais Balb/c e Swiss demonstraram ser mais
susceptiveis a infeccdo, principalmente por apresentarem uma diminuicdo das células T
durante o percurso da infeccdo apresentando uma dificuldade na produgdo de citocinas
relacionadas ao perfil Thl, tdo importantes para enfrentar de forma efetiva este
microrganismo, além de apresentar a formacéao de granulomas de forma mais precoce, quando

comparadas a linhagem C57Black/6.
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Tabela 01 Quantidade (positivo/avaliado) de animais Balb/c, C57Black/6 e Swiss, com presenca de

granulomas por grupo analisado.

Tempo  Balb/cCont. Balb/cC57 C57black/6 C57black/6  Swiss Swiss

Cont. C57 Cont. C57
07 dias 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 00/05
30 dias 00/02 03/05 00/02 00/05 00/02 01/05
60 dias 00/02 00/05 00/02 02/05 00/02 01/05
120 dias 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 00/04
Total 00/08 03/20 00/08 02/20 00/08 02/19

Tabela 02. Principais regies anatémicas acometidas com granulomas nos animais Balb/c, C57Black/6
e Swiss.

Regido Balb/c Balb/c C57black/6 C57black/6  Swiss  Swiss C57
Anatbmica Cont. C57 Cont. TC57 Cont.
Linfonodo 00 02 00 01 00 02
Rim 00 01 00 01 00 00
Total 00 03 00 02 00 02

Tabela 03 Quantidade (positivo/avaliado) de animais C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON,
C57Black/6-KO-INF-y, C57Black/6-KO-IL-10 com presenga de granulomas por grupo analisado.

Tempo  Selv. Cont.  Selv. C57 KO-ON KO-ON KO-IFN KO-IFN  KO-IL-10 KO-IL-10
Cont. C57 Cont. C57 Cont C57

07 dias 00/02 00/05 00/02 01/05 00/02 00/05 00/02 00/05
14 dias 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 00/05 00/02 00/05
Total 00/04 00/10 00/04 01/10 00/04 00/10 00/04 00/010

Tabela 04. Principais regifes anatdbmicas acometidas com granulomas nos animais C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y, C57Black/6-KO-IL-10.

Regido Selv. Selv. KO-ON KO-ON KO-IFN KO-IFN KO-IL-10 KO-IL-10
Anatbmica Cont. C57 Cont. C57 Cont. C57 Cont C57
Linfonodo 00 00 00 01 00 00 00 00

Total 00 00 00 01 00 00 00 00
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Figura 01 — Determinacéo do peso do bago de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais,
de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com
10%/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados
apos 07, 30, 60 e 120 dias, onde o peso corporal, seguido pelo do bago, foram obtidos. A relagdo entre
0 peso corporal e 0 peso do érgdo foi determinada pela porcentagem que o 6rgdo representava em
comparagdo ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A comparagdo entre os grupos foi
realizada por Kruskal-Wallis, onde os grupos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
individualmente. Entretanto ao se comparar a relagdo entre as trés linhagens, em cada dia avaliado, foi
possivel observa uma diferenca estatisticamente significativa para o ponto 07d (p = 0,0308), onde:
Balb/c = Cb57Black/6>Swiss e para o ponto 120d (p = 0,0106), apresentando a relacdo:
Balb/c>C57Black/6 = Swiss.

Qtd Total - 10%mL

Figura 02 — Determinagdo da quantidade leucocitéria total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e
Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
infectados com 10%ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais
foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a quantificacdo total de células
presentes na cavidade peritoneal através de um contador automatico de células. A comparacdo entre 0s
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grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identifica uma diferenca estatistica
significativa nos animais Balb/c (p = 0,0003), onde: 120d > 07 d >30d > 60 d = GC. Ja para 0s
animais C57Black/6 (p = 0,0032), e a seguinte relacdo: 120 d > 60 d > 30 d = 07 d = GC; e para 0s
animais Swiss (p = 0,0015), revelando no pos-teste que: 60 d > 07 d=30d =120 d > GC.
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Figura 03 — Determinacdo da contagem diferencial dos leucdcitos presentes na cavidade
peritoneal dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada,
foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
foi realizada a avaliacdo através de caracteristicas morfolégicas de 200 leucéceitos por animal. A
comparagéo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para a
linhagem Balb/c: Macrofagos (p = 0,0024), tendo a relagdo: 120 d> 07 d = 30 d > GC = 60 d;
Linfécitos (p = 0,0004), apresentando: 120 d > GC = 07 d > 30 d = 60 d e Neutrofilos (p = 0,0117),
onde: GC <07d=30d=60d =120 d. Para os animais da linhagem C57Black/6, os Macréfagos (p =
0,0086), apresentando: 07 d = 120 d > GC = 30 d; os Linfdcitos (p = 0,0005), e relagdo: 120 d=60
d>07 d=30 d, 120 d>GC e os Neutrdfilos (p = 0,0001), e pos-teste: 07d =30d >60d =120d. Ja a
linhagem Swiss os Macrdéfagos (p = 0,0015), pés-teste: GC =07 d =120 d = 30 d > 60 d; os Linfdcitos
(p = 0,0024), pbs-teste: 30 d = 60 d = 120 d > GC = 30 d e os Neutrofilos (p = 0,0024), apresentando
no pos-teste: 07 d>GC =60d =120d, 30d > GC.
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Figura 04 — Determinacdo da producdo das citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-
2 e IL-17 por células aderentes dos animais C57Black/6 estimuladas com antigeno secretado da
bactéria T1 (TPP). Os camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou
infectados com 10%/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste) por via peritoneal. Estes
animais foram avaliados ap6s 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC),
quanto do grupo teste (G-T1) foram cultivadas na presenca de apenas meio RPMI ou de 40ug/mL de
TPP durante 24h. A quantificacdo foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometia de
fluxo. E possivel observar uma diferenca estatistica, através do teste de Kruskal-Wallis, na producéo
das seguintes citocinas: IL-1a (p = 0,0070), e o pos-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-
Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antigenos
da T1, no grupo teste possui p = 0,0079; IL-6 (p = 0,0443) com pos-teste para o grupo teste com p =
0,0362; 1L-10 (p = 0,0048) no grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo teste p = 0,0119;
INF-y (p = 0,0122) e pos-teste para o grupo teste com p = 0,0273 e para a citocina GM-CSF (p =
0,0096) e pbs-teste para o grupo teste com p = 0,0119. N&o foram observadas diferengas estatisticas
significativas nas citocinas IL-2, TNF-a e IL-17.

=
o
&




102

3000 3000

20004

xx]
St

Tole

=

Y,

55

2

-y

MIF - CD4
MIF - CD8B

",
3

x
e,

)

s
2

-
L

1000 4

>

X

-

o

-,

.
TSI
2000 %etete ettt

o

2

=
X

XX
Seled

.,

=
e,

55

2

=

5

b

AT AN
]

-
5

=

55

>,
525

24

-,

X3

A E_—_——

DRNNNNNNNNNNNNNNN

§
N
N
\
§
.

.
Fa
25

255l N

O LY SR S ] L PR PR N ) & o ab O LR Y N ] PN N I ) O o ab
Fg® R PSP S F R PP F S

¥

L

sl OV

Balb/c C57black/6 Swiss Balb/c C57black/6 Swiss

Figura 05 — Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfocitos T CD4" e T
CD8" dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
foi realizada a quantificagdo por citometria de fluxo. A comparacdo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para o MIF de CD4", os animais C57Black/6(p =
0,0456), com a seguinte relacdo: 60 d > 120 d = 07 d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os
animais Swiss (p = 0,0059), e pds-teste revelando que: 60 d =120 d >07 d =30d, 60 d > GC. Para o
MIF de CD8 foi possivel detectar uma diferenga estatistica significativa nos animais Balb/c(p =
0,0033), e pos-teste: 120 d > GC = 07 d < 30 d = 60 d, nos animais C57Black/6(p = 0,0096) e pos-
teste: 07 d > GC, 60 d, 120 d, 120 d > 60 d, e para o grupo Swiss (p = 0,0029), onde GC = 60 d = 120
d>30d=60d.
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Figura 06 — Determinacdo da produgdo das citocinas TNF- o, IL-la, IL-6, INF-y e IL-17 no
homogenato do bago dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem
estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10°/ml da estirpe C57
de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07, 30, 60 e 120 dias,
onde a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparacgéo entre os grupos foi realizada
por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina IL-1a, no grupo Balb/c (p = 0,0022), tendo como relagdo: 120d =60d >30d=07d > GC; e
para os animais C57Black/6 (p = 0,0021), apresentando na relagdo: 120 >60d =GC <07d =30d. Ja
0 TNF-a do grupo Swiss (p = 0,0208), onde 0 GC =60 d > 07 d = 30 d e para esta mesma linhagem o
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INF-y (p = 0,0062), com pos-teste: 60 d > GC > 07 d = 30 d. N&o foi possivel detectar diferencas para
IL-6elL-17.
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Figura 07 — Determinacéo da produgéo das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco
dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparagéo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina IL-13, no grupo C57Black/6 (p = 0,0391), apresentando no po6s-teste: 120 d> 30 d =60 d = 07
d = GC e ndo foram observadas alteragdes nas citocinas 11-10, IL-5 e IL-4.
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Figura 08 — Determinacgdo da producgéo das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do
baco dos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparacdo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa apenas para a
citocina IL-2 nos animais Balb/c (p = 0,0450), tendo a seguinte relagdo: 30 d = 60 d > GC; para 0s
animais Swiss (p = 0,0379), pos-teste: 60 d = 120 d > GC = 07 d = 30 d. Para a IL-22 no grupo
C57Black/6 (p = 0,0235), pos-teste: 120 d = 60 d > GC = 07 d > 30 d. Para a citocina IL-27 nos
animais C57Black/6 (p = 0,0023), pds-teste: 120 d> GC =07 d = 30 d = 60 d; para o grupo Swiss (p =
0,0039), pos-teste: 60 d = 120 d > GC = 07 d = 30 d. Néo foi detectada mudangas estatisticamente
significativas na producéo de I1L-21.
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Figura 09 — Determinacdo do peso do baco de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-
ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde 0 peso
corporal, seguido pelo do bago, foram obtidos. A relagdo entre o peso corporal e o peso do 6rgdo foi
determinada pela porcentagem que o 6rgdo representava em comparagdo ao peso do corpo, sendo este
considerado 100%. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, e apenas 0s
animais C57Black/6 selvagem (p=0,0477), revelando uma relagdo onde o 07 d> 14 d.
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Figura 10 — Determinacdo da quantidade leucocitaria total nos camundongos C57Black/6 selvagem,
C57Black/6-K0O-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-1L-10. Os animais, de cada linhagem
estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10°/ml da estirpe C57
de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07 e 14 dias, onde foi
realizada a quantificacdo total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador
automatico de células. A comparacdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde os
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animais C57Black/6-OK-INFy (p = 0,0164), e na avaliagdo p6s-teste revelou a seguinte relacao: 07 d>
14d =GC.
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Figura 11 — Determinacédo da contagem diferencial dos leucocitos presentes na cavidade peritoneal dos
camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y ¢ C57Black/6-KO-
IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
infectados com 10%ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais
foram avaliados ap6s 07 e 14 dias, onde foi realizada a avaliacdo através de caracteristicas
morfoldgicas de 200 leuctcitos por animal. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-
Wallis, apresentando os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutrdfilos (p = 0,0113) onde
14 d = 07 d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutréfilos (p = 0,0096) com 14 d = 07 d >
GC; os C57Black/6-OK-INFy para os linfdcitos (p = 0,0159) onde 07 d > 14 d = GC, e os neutrdfilos

(p = 0,0040) e o pos-teste: 07 d > 14 d > GC; para o grupo C57Black/6-OK-I1L-10 os neutrdfilos (p =
0,0096), tendo 0 14 d =07 d > GC.



107

IL-1a - pgéml
IL-2 - pg/ml
e

rh
5
R
]
N
3

800
600

] el mnnmﬁéﬁ

200

IL6 - pg/ml
IL-10 - pg/ml
IL-17 - pgfml

pg/ml
oo
== S
I=t=g=1
|

INF+ - pg/ml
GM-CSF - pg/ml

TNF 4 -
TIIIIIaT Iv

1
E]
E-]
E]
-
E<]

hEd
H E]
HEH
H ]
E
HE]
HE]

O GO P 6O

@6@ ST E él@‘uc?’;@nc?ggc?:;@gc? 5 °’:<sgc? ,\@Fc?(@ o c?:&gc?(@g FtF c?(@ ?, Qc?"\(@go%@ & 49‘ c?(@gc?'\ S
& % B (§’<,’\<§5‘ (fo"'\ S é(;?«(;:”\ & é’gé;:(;z ) 65‘(;: %ﬁ‘éﬁ’o" é(,éf’é"? & ‘§? "(;z é’«,’\ ;ja(,cz 5 ﬁé;;eo (,5’ 8
Selv KO-OM KO- INFy KO-I-10 Selv KO-OM KO- INFy KO-I-10 Selv KO-OM KO- INFy KO-I-10

Figura 12 — Determinacdo da producdo das citocinas IL-1a, TNF- o, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-
2 e IL-17 por células aderentes dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON,
C57Black/6-KO-INF-y ¢ C57Black/6-KO-1L-10 estimuladas com C. pseudotuberculosis viva. Os
camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou infectados com 10%/ml da
estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste) por via peritoneal. Estes animais foram avaliados
apos 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), quanto do grupo teste (GT1),
de cada linhagem estudada, foram cultivadas na presenca de apenas meio RPMI ou de C.
pseudotuberculosis viva (TC57), na proporg¢édo de (1:5), por 01h30 min. A quantificacdo foi realizada
no sobrenadante de cultura utilizando citometria de fluxo. E possivel observar uma diferenca
estatistica significativa, através do teste de Kruskal-Wallis, na produgéo das seguintes citocinas: TNF-
a nos animais C57Black/6 selvagem (p = 0,0298) e pos-teste no grupo teste com p = 0,0294, para o
grupo C57Black/6-KO-INF-y (p = 0,0125) com pds-teste no grupo controle com p = 0,0138, e para 0
grupo teste de p = 0,0119 e para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0156), com péds-teste para o
grupo teste de p =0,0119. A producdo da citocina IL-6 nos animais C57Black/6-KO-IL-10 (p =
0,0271) e pods-teste no grupo teste de p = 0,0119. Para a produgéo da citocina GM-CSF nos animais
C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0171) no grupo teste, com p= 0,0097 e para a citocina IL-17 no grupo
C57Black/6-KO-ON (p = 0,0262), tendo no poés-teste, para o grupo teste de p =0,0159. Néo foi
observada uma diferenca estatistica significativa ao se analisar as citocinas: IL-1a, INF-y, IL-10 e IL-
2.
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Figura 13 — Célula aderente de camundongo C57Black/6 selvagem estimulada com C.
pseudotuberculosis viva (C57). Os camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo
controle) ou infectados com 10%/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via
peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo
controle (GC), quanto do grupo teste (GC571) foram cultivadas na presenca de apenas meio RPMI ou
de C. pseudotuberculosis viva, na propor¢do de (1:5), por 01h30 min. A seta indica presenca da
bactéria internalizada.
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Figura 14 — Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfocitos T CD4" e T
CD8" dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e
C57Black/6-KO-1L-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo
controle - GC) ou infectados com 10°/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal.
Estes animais foram avaliados ap6s 07 e 14 dias, onde foi realizada a quantificagdo por citometria de
fluxo. A comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes
valores para o MIF de CD4", no grupo C57Black/6-KO-ON (p = 0,0365) tendo o GC >14 d; para 0s
animais C57Black/6-KO-INF-y (p = 0,0286), onde GC = 07 d > 14 d e para os animais C57Black/6-
KO-IL-10 (p= 0,0079), revelando que 07 d < 14 d = GC. O MIF para CD8" no grupo C57Black/6-
KO-ON (p = 0,0107), onde 14 d >07 d = GC; para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0099), e
andlise pos-teste: 07 d > 14 d = GC.
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Figura 15 — Determinagdo da produgdo das citocinas TNF- a, IL-lo, IL-6, INF-y ¢ IL-17 no
homogenato do bago dos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-
INF-y e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina
(grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via
peritoneal. Estes animais foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde a quantificacdo foi realizada por
citometria de fluxo. A comparacao entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel
identificar uma diferenca estatistica significativa apenas da citocina IL-1a, para oS animais
C57Black/6-KO-INFy (p = 0,0140), revelando que 07 d>14 d = GC. N&o foi realizada a quantificagcdo
da citocina INF-y nos animais C57Black/6-KO-INFy. Nao foi possivel detectar diferencas estatisticas
significativas para TNF-a, IL-6, INF-y e IL-17.
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Figura 16 — Determinacéo da producgéo das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do bago
dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y ¢ C57Black/6-
KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC)
ou infectados com 10°/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais
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foram avaliados apds 07 e 14 dias, onde a quantificacdo foi realizada por citometria de fluxo. A
comparacdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde ndo foi possivel identificar uma
diferenca estatistica significativa para nenhuma citocina em nenhum grupo estudado. Néo foi realizada
a quantificacéo da citocina IL-10 para os animais C57Black/6-KO-IL-10.
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Figura 17 — Determinagdo da produgéo das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do
baco dos camundongos Balb/c, C57Black/6e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%ml da estirpe C57 de C.
pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados ap6s 07, 30, 60 e 120 dias, onde
a quantificag&o foi realizada por citometria de fluxo. A comparacdo entre os grupos foi realizada por
Kruskal-Wallis, onde ndo foi possivel identificar uma diferenca estatistica significativa em nenhuma
citocina avaliada em nenhum grupo estudado.
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Resumo

Este estudo trata sobre a Linfadenite Caseosa, doenca cronica ocasionada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis (C.p.), microrganismo intracelular facultativo. Visa
distinguir o perfil da resposta imune estabelecida durante a infecgdo com duas diferentes
linhagens de C.p. em camundongos Balb/c, e desta forma estabelecer as peculiaridades da
resposta imune desencadeada por cada linhagem. Para tanto, 15 camundongos Balbi/c,
divididos em trés grupos foram infectados com 10%/ml de uma estirpe denominada T1 ou da
estirpe C57 de C.p. e avaliados ap6s 70 dias de infeccdo. Realizou-se a avaliagdo morfoldgica
(presenca de granuloma e peso do baco); avaliacdo do direcionamento celular para o local da
infeccdo (quantidade total e diferencial de células peritoneais); imunofenotipagem (T CD4" e
T CD8"); bem como a mensuragdo das citocinas IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
IL-17, 1L-21, IL-22, IL-27, INF-y e TNF-o no homogenato do bago. Os resultados
encontrados contribuem para uma melhor compreenséo do tipo de resposta, e dos mecanismos
imunolégicos envolvidos durante infeccdo com diferentes linhagens de C.p., onde a estirpe
C57 apresentou alteracbes morfoldgicas (presenca de granulomas e peso de bagco) mais
acentuadas, assim como um maior direcionamento de células para o local da infec¢do e uma
tendéncia para 0 aumento de células T CD4" e T CD8" do que a estirpe T1. Desta forma, é
possivel identificar que 0 mesmo microrganismo pode apresentar mecanismos de viruléncia
distintos, que podem por sua vez, interferir no processo de estabelecimento da doenca.
Ademais foi possivel confirmar a atenuacdo observada na linhagem T1, bem como o carater
virulento da linhagem C57.

Palavras-chaves: Corynebacterium pseudotuberculosis. Camundongos Balb/c. Resposta

Imune.
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1.  Introducéo

No Brasil, a caprino e ovinocultura estd em franca expansdo, principalmente na regido
Nordeste, que tem na Bahia o estado com o maior rebanho de caprinos do Pais (BRASIL,
2010), constituindo as principais fontes econdmicas e nutricionais de muitas familias
(RIBEIRO et al., 1988; MOURA-COSTA, 2002; MEYER, 2004; DORELLA et al, 2006a).
Entre os principais agravos encontrados nestas culturas esta a Linfadenite caseosa, doravante
(LC), doenca responsavel por grandes perdas econdmicas, uma vez que esta patologia é a
responsavel por comprometimento do couro, aléem de ocasionar perda de peso, desordens
reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal), diminuicdo da produgéo de carne e |3,
condenacdo da carne e diminuicdo da producdo de leite, nos animais (NAIRN &
ROBERTSON, 1974; AYERS, 1977; ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981;
EGGLETON et al., 1991; ALONSO et al. 1992), apresentando alta prevaléncia na Bahia
(MEYER, 2004; SEYFFERT et al, 2009).

Este agravo, também conhecido como mal do carogo ou falsa tuberculose, é uma doenca
infectocontagiosa cronica, cujo agente etiolégico é Corynebacterium pseudotuberculosis,
microrganismo gram positivo, pleiomorfico, patégeno intracelular facultativo de fagdcitos,
relacionado filogeneticamente com Mycobacterium tuberculosis (PASCUAL et al., 1995;
MEYER et al., 2002; DORELLA, 2006a). Biberstein e seus colaboradores (1971) propuseram
a existéncia de dois biétipos de C. pseudotuberculosis respaldados na capacidade identificada
nestas bactérias em reduzir ou ndo nitrato em nitrito. A partir destas observacdes foram
propostos que as bactérias nitrato redutase positivo seriam nomeados de biotipo equi, por
terem sido isolados de cavalos e bovinos; e 0s microrganismos nitrato redutase negativo
seriam 0 biotipo ovis, neste caso, isolados de pequenos ruminantes e bovinos (SONGER et
al.,1988). Entretanto, é possivel identificar uma maior variedade de linhagens de C.
pseudotuberculosis, ao avaliar as diferencas relacionadas ao tipo de resposta imune montada
no hospedeiro, apresentando diferentes graus de viruléncia (NIETO et. al., 2009; SOUZA,
2009; SILVA, 2010).

Esta doenca é caracterizada pela formacdo de lesdes granulomatosas, que podem acometer
tanto regides superficiais dos animais, principalmente nos ganglios linfaticos superficiais,
como também oérgdos internos como pulmdes, bago, rins e figado (KIMBERLING, 1988;
BERNABE et al., 1991; SMITH e SHERMAN, 1994; PEKELDER,2000; SOBRINHO, 2001;
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DORELLA et al., 2006c; CRAWSHAW et al., 2008). A imunidade a C. pseudotuberculosis,
como em outros patdgenos intracelulares, tem sido atribuida a mecanismos basicos tanto da
resposta inata, através da acdo da fagocitose, como da adaptativa, principalmente envolvendo
a subpopulacdo Thl, que atua principalmente na producdo de INF-gama que age sobre as
células fagociticas aumentando o seu poder de eliminacdo dos microrganismos (LAN et al.,
1998; VALE, 2000; BURMESTER e PEZZUTO, 2003).

A infeccdo experimental de camundongos com C. pseudotuberculosis resulta em sinais
clinicos, perfil de hemograma e bioquimica sérica, bem como as alteracdes histopatoldgicas
em 0Orgaos viscerais similares aos observados em pequenos ruminantes infectados pela mesma
bactéria (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, et al., 2011). Desta forma, esta
espécie vem sendo utilizada como modelo para este agravo. Além disso, a possibilidade de
realizar a remoc¢do de um gene de interesse nesta espécie, produzindo animais knockout, cada
vez mais vem sendo aplicada com a finalidade de implementar a compreensdo a respeito do
envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infeccdes, como
as envolvidas na infeccdo por esta bactéria (SIMMONS et al., 1997; PACHECO et al., 2012).

Desta forma, o presente estudo visa distinguir o perfil da resposta imune estabelecida
durante a infeccdo com duas diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis em camundongos
Balb/c, e desta forma estabelecer as peculiaridades da resposta imune desencadeada por cada
linhagem. Estas avaliacGes sdo importantes para auxiliar nos estudos para o estabelecimento
de linhagens atenuadas/virulentas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de vacinas,

imunoterapia e kits diagnosticos.
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2. Materiais e Métodos

4.2 Corynebacterium pseudotuberculosis

Para a realizacdo da infeccdo dos animais foram empregadas, tanto a estirpe denominada
C57 quanto a T1, pertencentes a biblioteca do Laboratorio de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia (ICS-UFBA). A linhagem C57 foi
isolada de um caprino naturalmente infectado e identificada através da cultura de
Corynebacterium spp., sorologia para Linfadenite Caseosa e PCR multiplex direto dos
materiais dos granulomas para identificacdo de C. pseudotuberculosis caracterizada por PCR
multiplex. Esta bactéria foi obtida em coleta realizada em 2010 (FEHLBERGA, 2011 - artigo

submetido a publicacdo - em anexo 01).

A linhagem T1, por sua vez, foi isolada de um caprino naturalmente infectado da regido
de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA, para o Laboratério de
Microbiologia do ICS-UFBA, no ano 2000, onde foi realizado a identificada pelo teste “API
coryne” (BioM¢érieux AS, Marcy-1’Etoile, Franca), e apds sucessivas culturas em meio
especifico foi considerada atenuada por apresentar hemolise sinérgica com Rhodococcus equi

menos intensa que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados.

Com a finalidade de promover a infec¢édo estas linhagens foram quantificadas seguindo-se
o0 protocolo estabelecido por Pedral (2012). Resumidamente, 05 mL, de uma cultura mantida
durante 48h a 37°C de 250 ml, foram retirados. Este material foi lavado duas vezes, em
solucdo salina, através de centrifugacfes de 04 min. a 8.000xg. Em seguida, o sobrenadante
foi desprezado e acrescido o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e
incubou-se por 20 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Nova lavagem foi realizada
para a remocao dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no
citbmetro de fluxo. Para isso, foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA),
contendo sedimento de microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em
cada lote. O estabelecimento da concentracdo bacteriana seguiu o seguinte calculo: Bactérias
totais = (N°beads eventos bactérias / N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.
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4.3 Animais

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 15 camundongos Balb/c, com idade
entre 06 - 08 semanas, de ambos 0s sexos, adquiridos no Biotério do Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ-Salvador-BA).

Os animais foram alojados em caixas de 30x19,5x12 cm, cinco animais por caixa durante
todo o periodo do experimento, no Biotério do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS-UFBA),
sob condi¢bes adequadas de temperatura (21 £ 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os

camundongos foram mantidos com alimentac&o e dgua ad libitum.

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n° 006/2010.

2.3 Infeccéo

Os animais foram divididos em trés grupos de cinco camundongos cada, 0 primeiro
grupo (grupo controle) recebeu apenas um (01) ml de salina (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ),
enquanto que o segundo e terceiro grupos foram infectados com 10%/ml da bactéria, diluidos
em um (01) ml de salina (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ), da linhagem T1 e C57
respectivamente. Apos a infeccdo os animais foram avaliados depois de 70 dias de infeccéo,

(desenho experimental 03).
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Cultivo bacteriano
C Pseudotuberculosis (T1 ou C57)
(Infecgéo).

Preparagdo do inoculo e
infecgdo (10) ou salina (GC

Balb/c Balb/c
controle T

Eutanasiados com 70 dias (05 infectados e 05 controle)
Avaliacio da migracio Imunofenotipagem de células\\
Avaliagdo Morfolagica ceIuIaE para a ca%idzde esplénicag )
(presenca /local de peritoneal (CD4 e CD8 e avaliagdo das
granulomas e peso de Bago). . citocinas: TNF-a, IL-1a, IL-6,
(Q”Z’i‘f";‘::::i;‘)’“' e INF-y, IL-17, IL-10, IL-13, IL-4,

IL-5, IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27).
] ] ’ j

4.4 Avaliacdo Morfologica

4.4.1 Presenca e Localizacdo de Granuloma

Em seguida a eutanasia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na

abertura das cavidades peritoneal e torécica, para a observacdo da existéncia de granulomas,
bem como, do local de sua ocorréncia.

4.4.2 Determinacdo do peso do baco

Apdbs a eutanasia dos animais, o peso corporal, seguido pelo do baco, foram obtidos

utilizando Balanca de precisdo (Marte Balanga e Aparelhos de Precisdo LTDA, S&o Paulo-

SP). A relacdo entre o peso corporal e o peso do 6rgao foi determinada pela porcentagem que
0 Orgao representava em comparagado ao peso do corpo, sendo este considerado 100%.

4.5 Avaliacdo da Resposta Imune
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A avaliacéo da resposta imune dos camundongos infectados com estas duas linhagens de
C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relagéo a resposta imune inata, quanto em relagéo

a resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.

45.1 Resposta Imune Inata

4.5.1.1 Avaliagdo da migracéo celular para a cavidade peritoneal

A avaliagdo da migracdo celular para a cavidade peritoneal (local da realizacdo da
injecdo) foi realizada através da quantificacdo total de células e do diferencial destas. Com
este intuito, apds a eutanasia, procedeu-se a assepsia do abdémen e exposi¢cdo do peritonio,
seguidamente, foi injetado, em condi¢des assépticas, 1,5mL de salina estéril (ISOFAR, Duque
de Caxias, RJ). Em seguimento, foi realizada uma massagem, por em média 30 segundos, e
este material foi recuperado. Apés definicdo do volume readquirido, este foi acondicionado
em microtubos eppendorf, dos quais 40ul foram utilizados para contagem de células totais
através de um contador automatico de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia.
Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri-SP), 60ul foram utilizados na preparacao de
citoesfregaco, em duplicata, através de centrifugacfes de 16 minutos a 500xg em temperatura
ambiente, utilizando uma citocentrifuga de bancada Presvac CT12 (Prevac, Balneario

Camboriu - Santa Catarina fabricante).

As laminas do citoesfregaco foram coradas utilizando-se para isso uma mistura dos
corantes hematoldgicas Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as
laminas foram cobertas com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por trés (03) minutos,
seguidamente foi acrescido 20 gotas de &gua destilada por 12min., finalizando com uma
lavagem em &gua corrente. O perfil das células da cavidade foi determinado através de
caracteristicas morfolégicas de 200 leucécitos por animal, utilizando-se para isso um
microscopio Bioldgico binocular modelo L-1000 bac (Bioval, Bauru-SP) em objetiva de

imersé@o (aumento de 1000X).
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4.5.2 Resposta Imune Adaptativa

A avaliacdo da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada através da
mensuracdo da populacio de linfécitos TCD4" e TCD8" presentes no bago no momento da
eutandsia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo,
além da quantificacdo de citocinas presentes neste 6rgao.

O baco de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e
apos a sua pesagem, foi removido um fragmento de 50mg que foi macerado em 500 pL de
solucdo inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensao celular.
Cada suspensédo foi submetida a centrifugacdo a 450xg por 10 minutos a 4°C. A partir de
entdo, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado a — 20°C para serem
utilizados na quantificacéo de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em
trés ml de salina, 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 citdmetro de fluxo.

A imunofenotipagem foi realizada pela avaliacdo da expressédo das proteinas CD3, CD4 e
CD8 na superficie celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato
de Fluoresceina (FITC), anti-CD8a conjugado com PE-Cy®5.5 e anti-CD4 conjugado com R-
PE (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). Todos os anticorpos monoclonais (AcMO) foram
previamente titulados para determinacdo da concentracao ideal de uso. As células esplénicas
foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluidas em 500 pL do tampéo de ensaio, em
seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em
camara escura, durante 15 minutos. Findado o periodo de incubacéo, foi adicionado um ml do
tampdo de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugacdo a 7500xg
durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversdo e acrescentado 500uL de
tampé&o de ensaio. A aquisicao foi realizada no citometro de fluxo (FACScalibur — BECTON
DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton-Dickinson, Canada).
Para andlise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, California, EUA).

A dosagem das citocinas presentes no homogenato do baco foi realizada por meio de
ensaio para detecgdo por Citometria de Fluxo, utilizando-se para isso, Kit comercial Mouse
Th1/Th2/Th17/Th22 13plex — Flow Cytomix (eBioscience: Bender MedSystems GmbH), para
quantificar IL-1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, I1L-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-y e
TNF-a, Resumidamente, os padrdes das citocinas avaliadas foram reconstituidos em agua

destilada esteril de acordo com a concentracdo previamente recomendada no Kit, para serem
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utilizadas na elaboragdo de um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elaboracao
de uma diluicdo seriada, utilizada como a curva padrdo do ensaio. Posteriormente, foi
elaborado o0 mix das beads de captura, onde as beads referentes a cada citocina analisada
foram agrupadas em um tubo Falcon de 15ml e centrifugadas a 7500xg por 05 minutos, sendo
0 sobrenadante cuidadosamente desprezado e o sedimento resuspenso com 0 mesmo volume
de tampdo de ensaio. Seguidamente, o mix do conjugado biotinilado foi preparado também
diluido em tampéo de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos
previamente identificados a seguinte ordem: padr@es das citocinas ou as amostras, em seguida
0 mix de beads e por ultimo o mix de conjugados biotinilados. Estes foram incubados ao
abrigo de luz e a 4°C por duas horas. Findado o periodo de incubacdo, foi adicionado um
(01)ml do tampdo de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugacdo a 7500xg
durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 puL do sobrenadante ¢ novamente lavado
com o mesmo volume de tampdo, que foi seguido da remocdo do sobrenadante e posterior
adicdo de 20 pL de streptoavidina-PE. Os tubos foram entdo homogeneizados e incubados no
escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este periodo, as amostras foram novamente
lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500uL de tampdo de ensaio e acondicionadas
isentas da luz a 4°C overnight, para posterior leitura no citdmetro de fluxo (FACScalibur —
BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o FlowCytomix
Pro Software, conforme orientacdes do fabricante.

2.1.3 Analise Estatistica

Com o objetivo de avaliar aspectos da relagdo parasito-hospedeiro durante a infeccdo
com as diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis em camundongos Balb/c, considerando
a avaliacdo morfologica, a avaliacdo da migracdo para a cavidade peritoneal, a
imunofenotipagem de esplendcitos e a dosagem de citocinas, foram empregados testes
estatisticos ndo paramétricos em funcdo da distribuicdo anormal dos dados. Para comparar a
magnitude das variacdes das amostras, foi realizada a analise de variancia através do teste de
Kruskal-Wallis (BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993) e as tendéncias centrais dos grupos
independentes, dois a dois, foram comparadas pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney
(CALLEGARI-JACQUES, 2003). O valor fixado para significancia estatistica foi de p < 0,05.
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3. Resultados

Buscando caracterizar a resposta imune de camundongos Balb/c infectados com a bactéria
T1 (considerada atenuada) ou com a bactéria C57 (considerada selvagem) de C.
pseudotuberculosis ap6s 70 dias do desafio, foi realizada uma avaliacdo morfoldgica, bem
como, uma caracterizacdo da resposta imune, tanto na sua vertente da resposta imune inata,
guanto adaptativa. Todas as médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD), de cada

experimento realizado, encontram-se no Apéndice C.

3.1 Auvaliacao Morfoldgica

A apreciacdo morfoldgica foi contabilizada em relagdo ao surgimento de granulomas,
descrevendo os locais onde sucederam a sua ocorréncia. Como também, através da avaliacao
referente ao peso do baco.

A presenca/formacdo de granulomas no grupo de animais infectados com a estirpe T1 foi
observada apenas em um animal de cinco avaliados. Estes granulomas foram identificados em
duas localizacdes diferentes, um no linfonodo e o outro no rim. No entanto, para 0 grupo dos
animais infectados com a bactéria C57, todos 0s cinco animais apresentaram granulomas,
sendo estes ocorridos em: nove linfonodos, um no figado e dois em testiculos. (tabela 01 e
02).

Os valores encontrados referentes a relacdo entre o peso corporal e 0 peso do bagco dos
animais, estdo apresentados na figura 01; a comparacdo entre 0s grupos infectados e o grupo
controle (animais que receberam apenas salina), realizada por Kruskal-Wallis, revelou
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0031), tendo, a comparacao das médias entre 0s
grupos, por Mann Whitney, a seguinte relacdo: grupo dos animais infectados com C57
(GC57) > grupo dos animais infectados com T1 (GT1) > Grupo Controle (GC).

3.2 Auvaliacao da Resposta Imune

Para a caracterizacdo da resposta imune dos animais Balb/c infectados com a T1 ou com a

C57, foi avaliada a resposta imune inata, pela determinacdo da quantidade total, bem como o
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diferencial, de células da cavidade peritoneal. Para a avaliacdo da vertente celular da resposta
imune adaptativa, procedeu-se a imunofenotipagem para CD4" e CD8" e a avaliagdo da

producdo de citocinas no macerado do baco.

3.2.1 Avaliagdo da Resposta Imune Inata

A avaliacdo da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificacdo total e
diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal ap6s a eutanasia dos animais. A
figura 02 representa os valores encontrados para quantificacdo total de células, na qual é
possivel notar a diferenca estatistica significativa (p = 0,0077) com a seguinte relacdo: GC57
>GT1>GC.

Os valores relacionados a avaliacdo do diferencial celular presente na cavidade peritoneal
dos grupos examinados estdo apresentados na figura 03. Macréfagos, linfocitos e neutréfilos
foram encontrados em numeros superiores quando os grupos testes foram comparados ao
grupo controle injetado apenas com salina (p = 0,0075; p = 0,0344; p = 0,0068,
respectivamente). No entanto, os grupos injetados com T1 ou C57 nédo diferem entre si para
qualquer das células analisadas. A relagdo entre todos 0s grupos esta apresentada: macréfagos
— GC57 = GT1 > GC,; Linfécitos — GC57 = GT1 > GC e Neutrofilos - GC57 = GT1 > GC.

3.2.2 Auvaliacdo da Resposta Imune Adaptativa

As médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) estdo apresentadas na figura 04.
Tanto a avaliagdo para CD4", quanto para CD8", ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas.

Para a andlise da producdo das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-10, IL-6, INF-y e IL-17), citocinas do perfil Th3 e Th2 (IL-10, IL-
13, IL-4 e IL-5), e citocinas relacionadas ao direcionamento do perfil Thl ou Th2 dos
linfocitos T (IL-2, 1L-21, IL-22 e IL-27). E possivel observar um aumento apenas na produg&o
de IL-6 (p = 0,0221) com a seguinte relagéo entre os grupos: GT1 > GC = GC57 (Figura 05).
Na figura 06 estdo demonstrados os resultados das citocinas relacionadas com o perfil Th3 e
Th2, onde € possivel identificar uma diferenca estatistica significativa para a citocina I1L-13,
com p = 0,0344, e apesentando a seguinte relacdo: GT1 > GC. Na figura 07 estdo
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demonstrados os resultados das citocinas relacionadas com o direcionamento para um perfil
Thl ou Th2, respectivamente, nestes dados ndo foram identificadas diferencas estatisticas

significativas.

4 Discussao

Objetivando comparar a resposta imune estabelecida pela infec¢do por duas diferentes
linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis, uma considerada atenuada (T1) e outra
selvagem (C57), camundongos Balb/c foram infectados com 10* destes microrganismo e

avaliados apos 70 dias.

A estirpe selvagem (C57) foi isolada de um caprino naturalmente infectado e
identificada através da cultura, biologia molecular e capacidade de estimular a producdo de
anticorpos especificos em caprinos (FEHLBERGA, 2011 — artigo submetido a publicacdo —
resumo no anexo 01). Esta linhagem foi escolhida por apresentar uma alta capacidade
proliferativa, in vitro, em comparacdo com outras linhagens presentes no Laboratorio de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude, ICS-UFBA, e por ter sido recentemente
obtida. Alguns estudos correlacionam a viruléncia do patégeno com o potencial proliferativo,
onde uma maior taxa de crescimento do microrganismo esta relacionada com o surgimento
das patologias (DUNN & NORTH, 1995; WEST & BUCKLING, 2002; KANA et al., 2007).
Somando-se a isso, a escolha por utilizar uma linhagem recentemente isolada justifica-se pela
observagdo que em microrganismos que sdo mantidos durante muito tempo em meios de
cultura podem ser identificadas alteracdes em seus mecanismos de viruléncia, geralmente
promovendo uma atenuacdo (BICE & ZELEDON, 1970; BARTLEY et al., 2006). Por sua
vez, a linhagem atenuada (T1), que também foi isolada de um caprino naturalmente infectado
em 2000, apresenta uma infeccdo mais branda, tanto em camundongos (SOUZA, 2009;
SILVA, 2010) quanto em caprinos (MOURA-COSTA et al., 2007; LIMA, 2009) e vem sendo

mantida em cultura no laborat6rio de microbiologia do ICS-UFBA.

Um dos pardmetros utilizados para a comparacdo entre estas duas estirpes foi a
caracterizacdo morfologica em animais infectados, que orcava a capacidade em ocasionar
granulomas, além de aspectos envolvidos no comprometimento do baco pela avaliacdo do
peso deste 6rgdo. Estd bem descrito na literatura que estirpes diferentes, de C.
pseudotuberculosis (NIETO et al., 2009; SOUZA, 2009) ou de Corynebacterium ulcerans
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(DIAS et al., 2011) oude Mycobacterium avium (AMARAL et al., 2011) apresentam um
tropismo para os diferentes Orgdos de forma bem distinta entre cada linhagem. Esta
caracteristica também € demonstrada pelo uso de T1 e da estirpe selvagem C57 em
camundongos Blab/c. A estirpe C57 promove o surgimento de granulomas em uma
frequéncia maior (05/05) que a estirpe T1 (01/05), e embora tenha sido observada a formagéo
de granulomas érgdos como testiculos, figado e rins, claramente observam-se os linfonodos
como 0s mais acometidos. Este dado esta de acordo com a literatura, uma vez que, estes
granulomas sdo observados principalmente nos linfonodos proximos da regido de entrada do
patégeno (WILLIAMSON, 2001; MEYER et al., 2005; FONTAINE, et al. 2006), além disso,
este cocobacilo utiliza a via linfatica ou a via sanguinea para se distribuir pelo organismo
atingindo principalmente os linfonodos e baco (PERRY et al., 1997; SIMMONS et al., 1997;
WANG, et al., 1999; BEAN, et al., 1999; ALLIE et al., 2010; AMARAL et al., 2011;
PACHECO, et al., 2012).

O comprometimento do baco esta correlacionado diretamente com a utilizacdo da via
sanguinea por diversos microrganismos para promover a disseminacdo gerando
esplenomegalia (DUTTA et al., 2009; MATHURIN et al., 2009; DIAS et al., 2011,
RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012). Neste trabalho, foi possivel notar que a linhagem C57
apresentou os maiores valores, entretanto os animais infectados com a linhagem T1 também
apresentaram aumento quando comparados com o grupo controle. Desta forma, foi possivel
visualizar que a linhagem C57 conseguiu se distribuir de forma mais eficiente pelo organismo
do animal, comprometendo diversos tecidos e intensificando a intensidade deste agravo.
Contudo, a linhagem T1 estabeleceu uma infec¢cdo de forma mais branda, mas cujos sinais sdo
detectaveis apés 70 dias da infeccdo, fato este que pode fortalecer os estudos que se propdem
em utilizar esta linhagem como uma vacina viva, ja que estirpes muito atenuadas, que sao
rapidamente eliminadas pelo organismo do hospedeiro, ndo sdo eficientes em montar uma
resposta protetora frente a este microrganismo (SIMMONS et al., 1997; SIMMONS et al.,
1998).

A avaliacdo das células presentes no local da infecgdo contribui para a compreensao
dos mecanismos utilizados pelo hospedeiro para tentar eliminar/conter esta bactéria, sendo
assim, neste estudo foi realizada a avaliacdo do direcionamento celular para a cavidade
peritoneal, local da realizagéo das inje¢des, seguido da avaliagéo do diferencial celular. Foi
possivel identificar uma quantidade geral de células maior nos animais infectados com a C57,

todavia, é notado um direcionamento maior que o grupo controle nos animais infectados com
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a T1. Entretanto, a presenca destas células pode contribuir para a disseminacdo deste
microrganismo, uma vez que estes cocobacilos, por se tratar de bactérias intracelulares
facultativas, podem sobreviver dentro dos fagdcitos e utiliza-los para a disseminacdo no
organismo do hospedeiro (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983). Este fato fortalece a
associacao entre a relacdo de maior quantidade de células direcionadas e maior surgimento de
granulomas encontrados nos animais infectados com a linhagem C57. No diferencial foi
identificada uma elevacdo do nimero de macréfagos, linfocitos e de neutrofilos destes dois
grupos quando comparado ao grupo controle, mas ndo apresentam diferencas estatisticas
significativas entre eles. A permanéncia destes neutrdfilos durante tanto tempo (70 dias) se
destaca, uma vez que foi descrito na literatura que, em lesdes causadas por C.
pseudotuberculosis em pequenos ruminantes, este tipo celular atua nos primeiros dias de
infeccdo e depois desaparecem (PEPIN et al., 1992; PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al.,
1994b). Os neutrdfilos sdo celulas essenciais para a defesa contra a infec¢do primaria, atuando
para restringir o crescimento da bactéria ou agindo sobre as células infectadas de forma
independente das atuacGes dos macréfagos e das células NK (CONLAN& NORTH, 1991;
ROGERS & UNANUE, 1993; SJOSTEDT et al., 1994). Por outro lado, microrganismos
intracelulares podem apresentar efeito anti-apoptotico em neutréfilos objetivando utiliza-los
como células hospedeiras facilitando principalmente o mecanismo de disseminacao
(YOSHIIE et al., 2000; AGA et al., 2002). Desta forma, a permanéncia desta célula e dos
mecanismos de interacdo entre os neutréfilos e C. pseudotuberculosis necessitam ser mais
avaliados, uma vez que foi demonstrado neste trabalho que estas células permanecem por

mais tempo no local da infecgéo.

A resposta imune contra patogenos intracelulares facultativos envolve células T CD4",
principalmente da subpopulagdo Thl, com produgdo de INF-y e ativagdo de células
fagociticas; enquanto que linfocitos T CD8" estdo envolvidos tanto na producdo de mais INF-
Y, como também na identificacdo e elimina¢do de células infectadas (ZHAN & CHEERS,
1993; PEPIN el al, 1997; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al., 2004;
MATHURIN et al., 2009; BRANDAO et al., 2012). Neste sentido, a avaliacio da proporcao
de células T CD4" e T CD8", por meio da imunofenotipagem, como também a definico do
grupo de citocinas produzidas no momento da eutanasia, e assim definir a ou as subpopulacdes
encontradas, torna-se um valioso instrumento. No entanto, na compara entre 0s grupos para as

células T CD4" e T CD8", ndo foi possivel identificar diferenca estatistica significativa.
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Para contribuir com a definicdo do perfil celular estabelecido durante a infeccdo de C.
pseudotuberculosis por estas duas linhagens da bactéria foram quantificadas as citocinas IL-
la, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, 1L-22, IL-27, INF-y e TNF-o. Estas
citocinas foram mensuradas no sobrenadante do homogenato do baco, com o intuito de
identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baco) e/ou de forma sistémica no
momento da eutandsia dos animais durante o percurso da infecgdo. Este procedimento ja foi
descrito, demonstrando variagdes estatisticamente significativas, para a avaliacdo de citocinas
do homogenato de baco (AUJLA et al.,, 2008; NEWSOM et al., 2011; GOEL &
BHANAGAR, 2012; JIM et al., 2012; ZHU et al., 2012); cérebro (DATTA & OPP, 2008;
TRIBOUILLARD-TANVIER et al., 2009; NEWSOM et al., 2011); linfonodo mesenquimal
(NEWSOM et al., 2011) ou de pulméo (CAMPBELL et al., 2006).

As citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 foram agrupadas como citocinas pro-
inflamatdrias, neste grupo foi observado uma producdo significativa apenas nos animais
infectados com a linhagem T1 para a citocina IL-6. Esta citocina é importante no processo
inflamatério principalmente por estimular a producdo de proteinas de fase aguda pelos
hepatdcitos e estimular a producdo de neutrofilos (APPELBERG et al. 1994; LEAL et al.
1999; DIAS et al., 2011). A mensuracdo das proteinas de fase aguda ndo foi realizada neste
experimento, entretanto, ao ser avaliado o diferencial das células nos animais infectados com a
T1 é possivel identificar um aumento dos neutréfilos no local da infeccdo, fato este que pode
se justificar pela presenca desta citocina, no entanto, ndo é relatada uma diferenca neutrofilica
significativa entre as duas linhagens estudadas, mesmo ndo sendo detectada a producao da IL-
6 nos animais infectados com C57, além disso, esta linhagem (C57) atrai uma quantidade de
células totais maior que a estirpe T1. Como a citocina IL-6 ndo € o Unico fator que atua na
producdo e direcionamento de neutrofilos outros elementos estdo envolvidos nesta atragcdo que
podem ser moléculas especificas do proprio patogeno (DENG et al., 2012), sendo assim, e
principalmente por apresentarem diferencas nos mecanismos de atuacdo, a bactéria C57 pode

possuir moléculas que contribuam para esta atracdo celular.

O segundo grupo de citocinas avaliadas foram enquadradas como pertencentes ao perfil
Th3 (IL-10 e IL-13) e perfil Th2 (IL-4 e IL-5), neste grupo foi relatada uma diferenga
estatistica significativa para a citocina IL-13, que apresentou, para a linhagem T1, uma
producdo maior que a do controle, mas similar a producdo encontrada com a infec¢do da C57.
Esta citocina estd diretamente relacionada com a resposta da subpopulacdo Th2,

principalmente envolvida com resposta para helmintos (WYNN, 2003; PRICE et al, 2010),
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entretanto o perfil Th2 pode contribuir para a formagdo/maturacdo de granulomas, que séo
importantes no controle de microrganismos intracelulares, através do estimulo para a producéao
de fibrinogénio e fatores de crescimento de tecido conectivo (MURRAY et al., 2006;
REIMAN et al., 2006; McCFARLANE, et al., 2011; LIU et al., 2012). Estudos recentes vém
demonstrando uma relacdo entre esta citocina e o estabelecimento de granulomas, além de
contribuir para a eliminacdo de microrganismos intracelulares como a Leishmania donovani
(MURRAY et al., 2006; McFARLANE et al., 2011). O recrutamento mais acentuado desta
citocina pode ter contribuido no estabelecimento de uma infeccdo mais branda quando os
animais foram infectados com a bactéria T1, j& que estes animais apresentaram poucos
granulomas, um direcionamento celular e aumento do peso do bago menor do que os animais

infectados com a linhagem C57.

No entanto, muitas citocinas aqui analisadas apresentaram valores muito baixos, nao
sendo possivel caracteriza-las de forma mais efetiva durante a infeccdo com diferentes
linhagens de C. pseudotuberculosis. Na verdade, a avaliacdo utilizando outro protocolo, como
por exemplo, a mensuracdo em sobrenadante de cultura, deve ser apreciado para melhor
compreender/relacionar a atuacdo destas citocinas na infeccdo, uma vez que ja foi relatado
diferencas na producéo das citocinas IL-4, IL-10, INF-y ¢ TNF-a ap6s estimulo em cultura de
animais infec¢do com C. pseudotuberculosis (SOUZA, 2009; SILVA, 2010).

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensdo do tipo de resposta, e dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos durante infeccdo com diferentes linhagens de C.
pseudotuberculosis, onde a estirpe C57 apresentou alteragdes morfoldgicas (presenca de
granulomas e peso de ba¢o) mais acentuadas, assim como um maior direcionamento de células
para o local da infeccdo do que a estirpe T1. Desta forma, € possivel identificar que 0 mesmo
microrganismo pode apresentar mecanismos de viruléncia distintos, que podem por sua vez,
interferir no processo de estabelecimento da doenca. Ademais, foi possivel confirmar a
atenuacdo observada na linhagem T1, bem como o carater virulento da linhagem C57. Estudos
focalizando quais seriam as possiveis diferencas entre estas linhagens podem auxiliar no
estabelecimento/identificacdo de linhagens atenuadas, como também de moléculas candidatas
ao desenvolvimento de vacinas e kits diagnosticos. Ademais, estes resultados fortalecem a
compreensdo dos mecanismos imunologicos desenvolvidos pela bactéria T1, considerada
atenuada, frente a infeccdo em camundongos Balb/c. Esta linhagem (T1) vem sendo avaliada
para o desenvolvimento de uma vacina viva frente a este microrganismo, desta forma, estes

dados podem direcionar as avaliagdes de protocolos de imunizacéo/desafio.
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Tabela 01. Quantidade (positivo/avaliado) de animais com presenca de granulomas por grupo

analisado.
Tempo GC GT1 GC57
70 dias 00/05 01/05 05/05
Total 00/05 01/05 05/05
Tabela 02. Principais regides anatdmicas acometidas com granulomas.

Regido Anatomica GC GT1 GC57
Linfonodo 00 01 09
Figado 00 00 01
Rim 00 01 00
Testiculo 00 00 02
Total 00 02 12

2.0

Proporgio Bago-animal
-
[=]
L

RN

Figura 01 — Determinagéo do peso do Baco de camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com
salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10*/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*/ml da estirpe C57
(GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados apds 70 dias. O peso corporal, seguido pelo do bago,
foram obtidos. A relacdo entre o peso corporal e 0 peso do 6rgao foi determinada pela porcentagem
que o Orgdo representava em comparacdo ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A
comparagéo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, (p = 0,0031), tendo, a comparacdo das
médias entre os grupos, por Mann Whitney, a seguinte relacdo: GC57 > GT1 > GC.



130

40

204

Qtd Total - 10%mL

Figura 02 — Determinacédo da quantidade leucocitaria total nos camundongos Balb/c. Os animais foram
injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10%/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*/ml da
estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados ap6s 70 dias. Procedeu-se a quantificacdo
total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador automatico de células. A
comparagdo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma
diferenca estatistica significativa (p = 0,0077) e a seguinte relacdo pds-teste: GC57 > GT1 > GC.
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Figura 03 — Determinacdo da contagem diferencial dos leucécitos presentes na cavidade peritoneal dos
camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com
10%/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados
apos 70 dias. Foi realizada a avaliacdo através de caracteristicas morfoldgicas de 200 leucécitos por
animal. A comparacéo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes
valores: Macroéfagos (p = 0,0075), tendo como pds-teste a relagdo: GC57 = GT1 > GC; Linfécitos (p

= 0,0344), apresentando: GC57 = GT1 > GC e Neutrofilos (p = 0,0068), com pos-teste: GC57 = GT1
> GC.
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Figura 04 — Determinagdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfocitos T CD4" e T
CD8" dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
injetados com 10%/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e
avaliados apés 70 dias, onde foi realizada a quantificacdo por citometria de fluxo. A comparagdo entre
os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde ndo foi possivel identificar diferenca estatistica
significativa tanto para os valores do MIF de CD4", quanto para os valores do MIF de CD8".
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Figura 05 — Determinagdo da producdo das citocinas TNF- a, IL-la, IL-6, INF-y e IL-17 no
homogenato do baco dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle
- GC) ou infectados com 10*/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*ml da estirpe C57 (GC57) de C.
pseudotuberculosis e avaliados ap6s 70 dias, onde a quantificacdo foi realizada por citometria de
fluxo. A comparagédo entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, que apresentou diferenca
estatistica significativa para a citocina IL-6 (p = 0,0221), e demonstrando a seguinte relagdo: GT1 >
GC = GC57. Néo foi possivel detectar diferencas estatisticas significativas para IL-1a, INF-y. E ndo
foram produzidos valores detectaveis das citocinas TNF-a e 1L-17.
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Figura 06 — Determinacéo da produgéo das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do bago
dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados
com 10*ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e
avaliados apds 70 dias, onde a quantificacao foi realizada por citometria de fluxo. A comparacdo entre
os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possivel identificar uma diferenca estatistica
significativa apenas para a citocina 1L-13 (p = 0,0344), apresentando a seguinte relacdo: GT1 > GC.
N&o foi detectada diferenca estatistica significativa para as citocinas 1L-10, IL-5 e IL-4.
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Figura 07 — Determinacéo da producéo das citocinas IL-02, IL-21, 1L-22 e IL-27 no homogenato do
baco dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou
infectados com 10%/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10*/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis
e avaliados apds 70 dias, onde a quantificagdo foi realizada por citometria de fluxo. A comparagao
entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, que ndo apresentou diferenca estatistica significativa.
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CONCLUSAO

De acordo com os objetivos deste trabalho, pode-se concluir que:

e Os animais da linhagem Balb/c e Swiss foram mais sensiveis a infeccdo de C.
pseudotuberculosis que os animais C57Black/6 selvagem, uma vez que esta
linhagem ndo apresentou Obitos em nenhum dos experimentos realizados e nem

esplenomegalia;

e Oxido Nitrico (ON) é uma importante ferramenta, crucial para a sobrevivéncia dos
camundongos frente a infeccdo com C. pseudotuberculosis, principalmente no inicio

do processo infeccioso;

e A auséncia da producdo do ON ou de INF-Y estdo diretamente relacionados com o
aumento no ndmero de granulomas e do comprometimento do baco, quando

infectados com 107 da estirpe atenuada;

e O aumento leucocitario observado nos animais da linhagem Balb/c e Swiss podem

sugerir um maior comprometimento nestas linhagens;

e Ocorre uma producado de citocinas pré-inflamatorias pelas células de camundongos
da linhagem C57Black/6, fato este que pode contribuir com o carater resistente

destes animais a infeccdo por C. pseudotuberculosis;

e A bactéria viva pode promover a inibicdo da producdo de citocinas pro-

inflamatorias, interferindo na ativacao das células fagociticas;

e E possivel notar que nos camundongos da linhagem Balb/c ocorre uma diminuigéo
de linfécitos T CD4" e T CD8", ao passo que, nos camundongos da linhagem
C57Black/6 ndo se alteram. Este fato pode corroborar com uma dificuldade em
estabelecer uma resposta imune adaptativa satisfatéria durante a infeccdo com C.

pseudotuberculosis;



134

O panorama da producédo das citocinas pro-inflamatorias (IL-1o e INF-Y') sugere
que os animais da linhagem C57Black/6 tem um potencial maior em montar uma
resposta imune protetora com recrutamento e ativacdo de células fagociticas durante

a infecgdo com C. pseudotuberculosis;

Na linhagem C57Black/6 ocorre a producéo de citocinas voltadas para a um perfil

Thl (INF-Y, IL-27), que favorece a eliminacdo de patdgenos intracelulares;

Os animais da linhagem C57Black/6 demonstraram ser mais resistentes a infeccéo

por C. pseudotuberculosis que os camundongos Balb/c e Swiss;

A auséncia da producdo de ON e INF-Y nos camundongos KO reforcam a
importancia destes elementos na defesa frente a C. pseudotuberculosis, uma vez que

estes animais apresentaram uma infec¢do mais severa;

A comparacéo entre as duas linhagens da bactéria aponta para uma maior viruléncia
da estirpe selvagem (C57) e da confirmagdo da atenuacdo da bactéria T1 de C.

pseudotuberculosis.
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APENDICE A

Neste apéndice estdo agrupadas todas as médias aritméticas com 0s respectivos
desvios padrdes (X = SD) dos experimentos relacionados ao primeiro manuscrito.

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo do peso do
Baco de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,3878 0,4420 0,4170 0,4960 1,185
0,07963 0,1011 0,1697 0,04669 0,5983
C57black/6  0,3290 + 0,2982 + 0,2976 * 0,3646 * 0,3664 *
0,06846 0,03586 0,03454 0,05266 0,03083
Swiss 0,2444 + 0,2238 + 0,3388 * 0,5560 * 1,207 +
0,04226 0,05080 0,1130 0,7195 1,150

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo do peso do
Baco de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e
C57Black/6-KO-1L-10:

Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 0,2983 * 0,3645 * 0,2918 * 0,3918 *
0,09190 0,06948 0,07685 0,03164
07 dias 0,2982 * 0,4850 * 0,4708 * 0,3618 *
0,03586 0,08176 0,1812 0,05268
14 dias 0,2912 * 0,7900 * 1,196 * 0,3318 *
0,04885 0,0 0,4170 0,05490

Médias aritméticas com os desvios padres (X = SD) da determinacéo da quantidade
leucocitéria total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1,688 3,312 + 1,538 2,266 * 2,700 =
0,5784 1,565 0,2392 0,3372 0,3464
C57black/6 1,888 1,640 = 1,786 2,872 + 2,900 =
0,4719 0,4159 0,4797 1,179 0,5477
Swiss 2,030 3,207 £ 3,594 + 6,267 2,520
0,6579 1,287 1,316 4,706 1,782
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Médias aritméticas com os desvios padrdes (X + SD) da determinacdo da contagem
diferencial dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos Balb/c,
C57Black/6 e Swiss:

Macréfagos Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,4956 * 0,8065 * 0,4566 * 0,6099 * 0,7590 %
0,1024 0,2999 0,06930 0,09849 0,1344
C57black/6 0,6750 + 0,4936 * 0,4741 + 0,6539 + 0,3864 +
0,1486 0,1730 0,09856 0,3364 0,05773
Swiss 0,3821 * 0,9278 * 0,8102 * 0,9776 * 0,9797
0,1429 0,3923 0,2026 0,9404 0,7796
Linfécitos Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 2,050 = 1,864 + 1,040 1,647 1,837
0,5777 0,6776 0,1617 0,2524 0,1976
C57black/6 1,750 £ 0,9049 + 0,9455 + 2,142 * 2,423 *
0,5666 0,2230 0,3438 0,8875 0,4927
Swiss 1,715 + 1,831 + 2,691 * 2,990 * 1,496 +
0,6812 0,6338 1,142 3,519 0,9578
Neutrdfilo Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,008738 + 0,6348 + 0,03899 + 0,00238 + 0,09067 +
0,01010 0,6336 0,02749 0,005322 0,06096
C57black/6  0,06856 * 0,2201 = 0,3167 % 0,03884 + 00,0575 +
0,01413 0,05800 0,05835 0,03282 0,03766
Swiss 0,03166 + 0,4173 + 0,05312 + 0,07540 + 0,0252 *
0,03294 0,2333 0,04295 0,1537 0,01782

Médias aritméticas com os desvios padrbes (X + SD) da determinacdo da quantidade
leucocitéria total nos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-
KO-INF-y e C57Black/6-KO-1L-10:

Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 2,695 t 2,078 £ 2,728 t 1,445 £
0,8294 0,9778 0,6576 0,7378
07 dias 5,332 ¢ 14,39 £ 30,25 ¢ 1,094 =
2,687 14,00 20,38 0,3855
14 dias 2,886 t 18,20 £ 6,244 t 2,660 £
1,388 0,0 4,333 1,097

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X + SD) da Determinacdo da contagem
diferencial dos leucocitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:
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Macréfago Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 0,6438 + 0,5192 + 0,6584 + 0,4615 *
0,1810 0,3338 0,2062 0,2673
07 dias 0,4936 + 2,011 * 6,723 + 0,4665 *
0,1730 1,932 4,156 0,1284
14 dias 1,012 2,184 2,054 0,8883
0,4687 0,0 1,242 0,4589
Linfocitos Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 1,697 + 1,478 + 1,917 + 0,9213 *
0,7116 0,6821 0,4508 0,4622
07 dias 0,9049 4,050 11,46 + 0,4856 +
0,2230 2,992 8,084 0,3000
14 dias 1,439 + 6,006 * 2,569 1,263 +
0,8975 0,0 1,851 0,5216
Neutréfilos Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 0,06533 + 0,0612 * 0,1194 * 0,04725
0,01416 0,01880 0,02106 0,02441
07 dias 0,2201 + 10,24 + 12,07 + 0,1346 +
0,05800 8,494 8,232 0,05271
14 dias 0,4026 + 10,01 1,612 0,4820 +
0,1082 0,0 1,533 0,1894

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinac¢do da producédo das
citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos
animais C57Black/6 estimuladas com antigeno secretado da bactéria T1 (TPP):

Citocinas GC meio GCTPP GT1 meio GT1TPP
IL-1la 10,48 + 18,15 101,1+ 90,85 18,68+ 17,08 3746+ 4529
IL-2 43,07 + 86,14 2179+ 19,82 39,24+ 87,74 359,7% 264,9
IL-6 157,5+ 141,1 2714 +2171 261,3 £265,3 26232+
33508
IL-10 79,95 +64,77 367,1+202,9 69,21+ 68,92 584,61t 346,6
INF-y 8,757 + 15,17 2555+ 130,2 65,81+ 92,09 7330+ 14491
TNF-a 0,03333 739,2 + 648,3 0,0200 * 3826 +3483
0,05774 0,04472
GM-CSF 220,0+ 63,06 2939+ 13,62 252,1+ 11,81 269,6+ 29,85
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinac¢do da producédo das
citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos
camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-1L-10
estimuladas com C. pseudotuberculosis viva:

KO-INF-  KO-INF-
¥ GT1

meio

KO-INF-
¥ GCT1
T1

KO-lIL-
10GC
meio

KO-lIL-
10GC
T1

KO-IIL-
10GT1
meio

Citocin

as yGCT1

IL-1a 3667 £+ 9803+ 1750+ 6357+ 5090+ 71,08+ 1597 658l: 00 = 19,71 ¢+ 13,95+ 69,00 =
51,85 30,41 35,01 77,76 71,98 100,5 35,72 50,83 0,0 27,87 31,18 49,06
-2 0,050+ 132,0+ 6598 + 2232+ 1541+ 1998+ 50,34+ 15,4+ 0,050+ 187,1#% 57,41+ 1818 +
0,0707 186,6 132,0 258,4 217,9 282,6 1126 207,5 0,0707 2646 1284 178,8
IL-6 2795+ 4437+ 34682+ 3971+ 4082+ 6199 3564+ 209 : 4164 6266+ 3505 4557
13,56 12,39 122,3 15,24 12,60 249,2 207,1 2815 2347 3098,1 191,6 179,1
IL-10 41,68 + 1726+ 0,002+ 3581+ 1250+ 21,50+ 1041+ 4099+ 00+ 0,0 + 0,0 + 00 +
14,67 95,47 0,0005 38,45 17,68 30,41 18,04 77,89 0,0 0.0 0,0 0.0
INF-y 0,050+ 138,0+ 6062 4399z 00z 0,0 = 0,0 £ 0,0 £ 00 £ 00+ 0,002 + 2273 =
0,0707 195,2 105,0 401,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0004 2404
TNF-a 51,90+ 1395+ 2347 + 2401+ 2413+ 1295+ 1969+ 2294+ 0,050+ 11,36+ 13,78 + 43,94 +
41,27 89,88 31,06 127,2 1,994 57,56 19,04 105,4 0,0707 16,07 14,06 26,77
GM-CSF 50,20 + 52,67 + 76,27 + 8150+ 0050+ 1063+ 0,025+ 5659+ 0050+ 52,67+ 0020+ 1759+
70,99 74,48 125,4 105,2 0,0707 71,15 0,0500 71,06 0,0707 74,48 0,0447 96,47
IL-17 1253 + 146,7 + 159,2 + 1844+ 0050+ 1311+ 4363+ 1684+ 2235+ 2308+ 2186+ 2221+
93,28 20,03 31,91 24,97 0,0707 60,82 69,33 51,82 114,9 12,50 63,29 33,97

Médias aritméticas com os desvios padr@es (X £ SD) da determinacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linféocitos T CD4" e T CD8" dos camundongos Balbl/c,
C57Black/6 e Swiss:

MIF - CD4 Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1191 + 864,3 + 560,2 £ 1272 £ 855,9 +
326,3 273,8 455,1 116,0 384,4
C57black/6 1668 * 1514 + 1442 + 1812 1493
365,1 137,5 406,0 281,6 24,02
Swiss 7429 + 667,6 % 635,2 £ 1619 1108 +
358,1 73,55 65,19 125,9 276,3
MIF - CD8 Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1654 + 2162 + 1382 1630 + 1666 +
288,1 117,6 252,6 84,74 1149
C57black/6 1722 + 2692 * 1479 + 1657 + 1943 +
559,6 531,7 868,7 420,1 51,96
Swiss 1167 + 1582 + 1553 + 1858 + 1878 +
516,5 100,9 112,0 107,1 73,32
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X £ SD) da determinacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfécitos T CD4" e T CD8" dos camundongos
C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

MIF-CD4 Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 1227 1964 1376 & 1262 %
296,0 184,2 298,0 94,31
07 dias 1514 + 1839 = 1576 = 1188 =
137,5 54,56 53,39 75,25
14 dias 1333 + 1783 1176 + 1316 *
30,40 0,0 69,42 30,99
MIF—CD8 Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 2359 * 2212 + 2990 * 1824 +
223,0 569,8 345,7 5434
07 dias 2692 * 1829 + 2720 + 2051 +
531,7 270,0 377,9 479,4
14 dias 2906 * 2183 + 2043 + 1516 +
129,2 0,0 754,1 47,20

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producdo das
citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 no homogenato do baco dos camundongos

Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

TNF-a Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 101,5+4344 60,261+41,38 52,02 £48,40
07 dias 79,74 +£13,10 72,029,067 19,00 £ 17,69
30 dias 93,56 £ 34,93 61,82+15,20 44,20142,80
60 dias 825242963 912143210 83800+ 14,74
120 dias 112,7+14,75 8477+5742 137,7+42,73
IL-1a Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 140,4 + 88,48 133,6 + 36,70 124,5 + 66,64
07 dias 160,8 +30,70 174,8+27,49 111,4+31,71
30 dias 197,6 + 64,58 173,4 £ 20,29 148,4 + 18,92
60 dias 239,6+19,91 134,8+3691  104,7 + 33,41
120 dias 252,7+103,2 239,4+150,4 1592 + 35,43
IL-6 Balb/C c57Black/6 Swiss
Controle 15,10+28,27 10,87+23,90 10,10 + 21,66
07 dias 21,32 +31,45 2,000+ 4,472 2,000 + 4,472
30 dias 4293+4305 5630+12,59 13,34+ 29,83
60 dias 13,21+18,09 32,86+30,94 4,000 + 8,944
120 dias 3402+40,95 68,72+77,66 4587 +64,87




INF-y Balb/C C57Black/6 Swiss

Controle 110,0 £ 92,59 63,95 £ 69,07 72,52 £15,97

07 dias 93,66+47,18 50,11+51,24 42,60 + 30,80

30 dias 114,0 £ 65,58 73,02 £57,32 39,40+ 30,01

60 dias 83,96+54,71 1050+72,42 48,80 + 26,38

120 dias 191,9+97,58 232,9+171,0 137,7+42,73
IL-17 Balb/C c57Black/6 Swiss
Controle 96,98 + 25,26 85,62 + 15,29 78,99 + 11,83
07 dias 108,3 £ 22,04  100,5 + 24,41 71,86 = 58,33
30 dias 103,7 £ 29,94 85,82 +15,86 40,60 + 31,28
60 dias 104,9 + 27,75 95,53 + 23,93 53,07 + 42,14
120 dias 107,1+£8,092 86,17 £62,92  141,1 + 8,839
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Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producdo das
citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do bago dos camundongos Balb/c,

C57Black/6 e Swiss:

IL-10 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 48,13 +43,19 5859+3517 4871 +39,23
07 dias 4838+2330 52,68+16,13 49,21+ 6,438
30 dias 74,22 £49,90 52,31 +£37,97 36,28 £ 24,96
60 dias 50,46 +27,98 91,04+5445 3,716+4,146
120 dias 85,65+42,41 78,14 +84,88 65,00 + 25,65
IL-13 Balb/c c57Black/6 Swiss
Controle 1250+3,536 1575+4454 10,74 % 25,63
07 dias 181,0+404,8 69,56 +78,00 69,44 * 63,46
30 dias 2820+6306 33,42+7473 2,400 5,367
60 dias 2,000 +4472 16,68+22,86 2,400 5,367
120 dias 5558 +124,3  1518+33,95 0,0010 +
0,001414
IL-5 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 2470+4645 1090+3043 31,53 %50,59
07 dias 98,34+ 184,6 8812+8394 29,94+ 66,96
30 dias 65,121+61,10 32,10%£71,79 29,96 £ 66,99
60 dias 43186229 151,3:87,06 4,000 + 8,944
120 dias 90,96+ 106,1  13,07£29,22 67,96+ 96,11
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IL-4 Balb/C c57Black/6 Swiss

Controle 102,5 + 50,00 107,8+37,12 91,61 +28,01
07 dias 122,0 + 24,78  128,2+29,85 1056 + 18,68
30 dias 130,5 + 55,33  108,7 + 14,40  101,0 £ 35,92
60 dias 122,7 £37,24  127,7+28,04 53,80 £ 45,09
120 dias 160,2 + 40,04  118,1+91,09 1383 8,620

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determina¢do da producao das
citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do bago dos camundongos Balb/c,
C57black/6 e Swiss:

IL-2 Balb/C C57Black/6 Swiss

Controle 4589+4490 9371+67,38 36,74 52,69
07 dias 83,86+ 87,23 94,44+7235 4849 +57,24
30 dias 133,9+49,10 105,4+64,82 46,76 + 65,54
60 dias 59,90 +59,13 93,36+78,22 88,78 + 81,30
120 dias 136,6+121,1 91,33+99,94  151,7 + 46,77
Controle 391,1+5721 342,8+190,6 364,2+1285
07 dias 4187+206,1 3486+1146 282,8+97,10
30 dias 4522+1560 353,9+1088 2059 +190,9
60 dias 344,8 £103,5 387,4 £55,18 207,4£134,2
120 dias 327,1+231,3 3042+1814  406,7 +77,17
IL-22 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 10,19+7,897 9,460 +5,155 9,431+ 8,370
07 dias 14,73+5,798 1423+6,416 10,18 +7,028
30 dias 17,14 +13,88  12,92+8,431 4,980 + 7,294
60 dias 20,54+5,190 13,07+8,038 8182 +4,906
120 dias 17,07 £5,872 19,42 £11,75 20,45 £ 6,640
IL-27 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 273,0+124,8 188,6+2893  204,4 40,75
07 dias 237,4+53,11 215045530 119,9 + 68,91
30 dias 243746228 174,0+2361 101,6 38,14
60 dias 253,1+54,18 221,6+6151 74,03 + 44,67
120 dias 2089+3371 680,3+7456  306,2v3583
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determina¢do da producao das
citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 no homogenato do baco dos camundongos
C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-1L-10:

TNF-a Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 226,2 £ 52,30 284,3 £72,55 254,6 £ 24,05 297,4 £ 40,02
07 dias 2444 +£18,44 302,9 £ 85,60 253,7 £ 26,33 262,6 £ 11,12
14 dias 292,7 £ 44,75 268,2+£0,0 2219+ 15,76 304,4 £ 559,46
IL-1a Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 647,9+£13,43 643,4 £ 37,62 623,7 £ 19,40 679,1+ 16,97
07 dias 624,8 £ 29,40 722,3 £ 159,7 620,9 £ 18,34 749,5+ 100,4
14 dias 639,3 + 16,78 643,5 + 0,0 692,0 + 49,13 714,9 + 101,3
IL-6 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 310,2 £43,02 306,2 £ 79,69 337,7+£81,45 340,4 £ 91,96
07 dias 286,5 £ 50,21 862,1 £829,4 332,6 £ 38,19 399,7 £ 66,81
14 dias 371,5 £60,55 305,6 £0,0 305,2 £61,03 408,0 £ 136,2
INF-y Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 376,9 £ 41,28 403,3 + 32,70 Nao avaliado 459,1 + 31,16
07 dias 303,4+21,80 633,0+486,7 N3o avaliado 674,1 + 380,7
14 dias 397,5+ 30,87 406,0+0,0 N3o avaliado 747,4 + 664,9
IL-17 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 206,4 + 57,84 213,0 + 26,80 257,4 + 68,32 254,1 + 58,39
07 dias 190,4 + 35,66 242,4 + 73,54 246,9 + 16,72 199,2 + 23,78
14 dias 243,0 + 48,83 194,2 + 0,0 207,8 + 27,89 246,5 + 57,81

Médias aritméticas com os desvios padrbes (X £ SD) da determinacédo da producdo das

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

IL-10 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 302,8 £136,0 346,1 £ 150,2 365,8+191,1 N3o avaliado
07 dias 2473+96,53 237,8+139,7 323,9+7557 N3oavaliado
14 dias 3742 +104,2 4144+ 0,0 287,9+92,81  Nio avaliado
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IL-13 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 636,6 + 165,9  638,9+138,8  554,6 + 133,4 581,0 + 150,9
07 dias 445,8 + 40,09 1230 + 1632 561,1+ 57,17 486,8+ 42,71
14 dias 620,3+ 90,28 511,7 + 0,0 476,3 + 117,7 586,9 + 100,2
IL-5 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 359,4+ 67,31 384,1+75,46  381,7 +72,54 479,4+ 57,28
07 dias 340,6 + 61,49  305,2+195,7 386,9+ 104,3 402,7 + 68,16
14 dias 421,7 + 62,54 387,9+0,0 331,9+59,91  451,2+ 71,56
IL-4 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 206,4+ 52,50 297,4+52,26 271,4+ 63,09 350,3 + 71,25
07 dias 249,5+ 32,31  303,4 +122,1 305,4+ 27,29 284,6 + 28,22
14 dias 320,6 + 75,75 279,0 + 0,0 254,5 + 24,13 333,7 + 57,70

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X £ SD) da determinacédo da producao das
citocinas IL-2, 1L-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baco dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

IL-2 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 549,1 £ 86,42 580,4 £+ 67,32 613,7 £ 43,10 613,9 £ 90,67
07 dias 519,6 + 32,10 427,3 + 240,4 616,9 £ 55,71 558,4 + 31,65
14 dias 616,9 £ 47,90 554,11+ 0,0 561,2 £ 22,60 616,5 + 32,33
IL-21 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 348,3 + 136,0 428,6+219,5 457,6+272,5 470,3+ 371,5
07 dias 266,0 +144,1  260,7 +160,9 307,6+189,1  276,3 + 82,43
14 dias 460,8 + 268,7 292,0%0,0 135,2+62,95  398,0 + 283,1
IL-22 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 48,06+ 6,265 4842+4,132  53,95+8,809 54,93 + 14,02
07 dias 4595+3628 51,61+7,541 52,56+8,070 48,62 +5,173
14 dias 58,64 £9,322 46,02+ 0,0 46,93+4,995 55,71+11,36
IL-27 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 1194 +175,7 1322 +71,97 1268 +200,0 1458 +137,2
07 dias 1224 + 63,11 1895 +1293 1220 +168,9 1318 + 92,89
14 dias 1296 +141,6 1336 +0,0 1279+ 159,5 1444 +144,1
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APENDICE B

Neste apéndice estdo agrupadas todas as médias aritméticas com 0s respectivos
desvios padrdes (X = SD) dos experimentos relacionados ao segundo manuscrito.

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo do peso do
Baco de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,3878 = 0,3660 * 0,4792 =+ 0,4380 = 0,4662 *
0,07963 0,06025 0,1777 0,09203 0,02718
C57black/6  0,3290 * 0,3542 + 0,3544 +  0,4034 + 0,3300 +
0,06846 0,04758 0,08027 0,1063 0,04791
Swiss 0,2444 + 0,2632 + 0,3465 +  0,4300 £ 0,2955 +
0,04226 0,06230 0,1674 0,3264 0,08967

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da quantidade
leucocitaria total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1,688 3,106 2,282 £ 1,466 + 6,120 £
0,5784 0,6864 0,5182 0,3204 2,114
C57black/6 1,888 * 2,040 + 1,740 + 2,954 + 3,576 +
0,4719 0,5505 0,2720 0,9513 0,8088
Swiss 2,030 £ 3,378 6,120 10,90 5,538
0,6579 1,644 2,088 6,477 1,465

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X + SD) da determinacdo da contagem
diferencial dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos Balb/c,
C57black/6 e Swiss:

Macréfagos Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,4956 + 0,6267 + 0,8241 + 0,4090 + 1,119 +
0,1024 0,2036 0,3461 0,1342 0,2322
C57black/6  0,6750 * 0,7723 + 0,3522 * 0,7516 +  0,5687 %
0,1486 0,1384 0,03608 0,2656 0,1027
Swiss 0,3821 + 1,157 + 1,648 + 2,675 + 1,498 +
0,1429 0,6366 0,4330 1,979 0,1371
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Linfécitos Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 2,050 £ 2,420 % 1,391 + 1,009 + 4,905 +
0,5777 0,7233 0,4182 0,2176 2,094
C57black/6 1,750 * 0,9683 * 1,082 + 2,154 + 2,938 +
0,5666 0,3447 0,2004 0,8081 0,6956
Swiss 1,715 1,529 + 4,178 + 7,798 * 3,847 %
0,6812 0,7880 1,845 4,414 1,315
Neutréfilo Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 0,008738 + 0,05905 + 0,06524 + 0,0460 + 0,0953 +
0,01010 0,03621 0,03829 0,01683 0,1001
C57black/6  0,06856 * 0,2731 0,2426 * 0,02116 £+ 10,0399 +
0,01413 0,1368 0,04734 0,01572 0,02977
Swiss 0,03166 + 0,6904 + 0,2097 + 0,04626 + 0,0160 +
0,03294 0,3785 0,2496 0,04456 0,0320

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinac¢do da producédo das
citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos
animais C57Black/6 estimuladas com antigeno secretado da bactéria T1 (TPP):

Citocinas GC meio GCTPP GC57 meio GC57TPP

IL-1a 10,48 + 18,15 101,1+ 90,85 22,28+ 13,89 2932+ 3957

IL-2 43,07 + 86,14 2179 +19,82 141,3+ 130,4 228,5% 75,40

IL-6 157,5+ 141,1 2714 2171 195,0+ 181,8 21203+

27554

IL-10 79,95+ 64,77 367,11+ 2029 7577+ 71,12 53141 341,77

INF-y 8,757 + 15,17 2555+ 130,2 70,38% 68,40 1321+ 1909

TNF-a 0,03333 £ 739,2 £648,3 0,0200 + 3733 £ 3425
0,05774 0,04472

GM-CSF 220,0+ 63,06 293,9+ 13,62 2749+% 21,36 3326z 24,93

Médias aritmeéticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linféocitos T CD4" e T CD8" dos camundongos Balbl/c,
C57Black/6 e Swiss:
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MIF — CD4 Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1191 + 1110 * 929,3 + 1134 + 945,5 +
326,3 236,4 585,5 56,12 10,08
C57black/6 1668 * 1406 £ 1201 £ 1939 * 1463 *
365,1 229,8 663,3 130,6 64,63
Swiss 917,9 + 784,9 + 704,1 + 1698 + 1416 +
513,7 85,66 28,65 87,97 63,79
MIF - CD8 Controle 07 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Balb/c 1992 + 2213 + 1642 + 1456 + 2860 +
457,1 151,6 270,5 166,2 15,87
C57black/6 1721 + 2687 = 1204 % 1473 % 1927 +
559,3 593,7 922,3 104,2 93,71
Swiss 1530 = 855,7 £ 5589 ¢ 1881 = 2170
695,9 230,6 194,5 330,5 218,2

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producéo das
citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 no homogenato do bago dos camundongos
Balb/c, C57Black/6 e Swiss:

TNF-a Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 101,5+43,44 60,26+41,38 52,02 + 48,40
07 dias 87,36 +19,21 77,94 +13,30 14,60 +4,827
30 dias 67,62 +4624 5439+3912 16,40 £ 3,647
60 dias 99,18 +7,975 62,30+22,11 62,14 + 25,44
120 dias 69,90 +43,65 99,98 +62,43 58,95 + 48,59
IL-1la Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 140,4 +£88,48 133,6 £ 36,70 124,5 £ 66,64
07 dias 236,0+ 90,06 189,8+63,11  102,1+ 21,97
30 dias 2383+47,66 1794+ 18,56 134,9 £ 35,20
60 dias 322,3+49,05 123,9+22,40 160,2 + 138,0
120 dias 404,0+131,9 2570+ 34,19 132,7+ 107,9
IL-6 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 15,10 £ 28,27 10,87 £ 23,90 10,10 £ 21,66
07 dias 54,01 £40,01 13,02 £21,44 2,000+4,472
30 dias 17,42 £ 25,75 2,000 + 4,472 9,342 £ 20,89
60 dias 45,05 + 34,99 11,12 + 24,86 4,000 £ 8,944
120 dias 31,98 +45,18 68,72 + 77,66 23,20 £26,81




INF-y Balb/C c57Black/6 Swiss
Controle 110,0+ 92,59 63,95+69,07 72,52 + 15,97
07 dias 115,7+38,87 124,0+14,51 3540+ 14,62
30 dias 114,1+74,95 27,81+42,14 32,80 + 15,22
60 dias 134,7+33,02 40,85+3807 223,6+247,3
120 dias 122,5+ 44,13 179,2+81,88 61,42 £ 75,23
IL-17 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 96,98 +2526  8562+1529 78,99 + 11,83
07 dias 1057+ 12,23 9521+12,48 67,86 £ 52,92
30 dias 92,69 58,65 61,10 £ 26,64 30,53 £ 22,77
60 dias 115,8 £ 19,66 95,05 10,16 1014 £16,41
120 dias 8534+6,643 50545254 83,04 %6162
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X £ SD) da determinacédo da producao das
citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco dos camundongos Balb/c,

C57Black/6 e Swiss:

IL-10 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 48,13 £43,19 58,59 £35,17 48,71 £ 39,23
07 dias 60,09 + 28,62 23,49 £16,96 41,88 +16,89
30 dias 44,51 +33,07 5495+11,28 38,03 +22,56
60 dias 73,91+29,93 63,41+2352 60,22 +70,19
120 dias 96,94 +52,40 3837+44,39 33,38+ 24,99
IL-13 Balb/c c57Black/6 Swiss
Controle 1,250 + 3,536 15,75+4454 10,74 + 25,63
07 dias 4,760 £10,64 35,46 £69,43 20,80 + 20,66
30 dias 60,07 £ 134,3 25,04 +55,98 2,400 £ 5,367
60 dias 70,51 +97,38 43,26 £62,03 2,400 £ 5,367
120 dias 21,86 £30,05 437,8+4235  0,003333 +
0,005774
IL-5 Balb/C c57Black/6 Swiss
Controle 24,70 + 46,45 10,90 + 30,43 31,53 + 50,59
07 dias 144,9 + 87,38 43,82 +97,99 27,40 + 61,28
30 dias 62,12 +90,15 21,15+47,28 0,0+ 0,0
60 dias 78,71 +79,93 70,11 +68,42 18,54 + 41,45
120 dias 97,19+ 93,56 2,000 +4,472 31,67 + 63,34




IL-4 Balb/C C57Black/6 Swiss

Controle 102,5 £ 50,00 107,8 £37,12 91,61 £ 28,01
07 dias 1302 £+9,484 116,7 £+21,04 105,6 £ 18,68
30 dias 103,6 + 61,66 64,54+ 80,86  101,0 £ 35,92
60 dias 143,3 + 31,14 131,8+ 21,93 97,74 £56,11
120 dias 111,8 +£40,96 138,1+127,2 90,45 £67,22
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Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producéo das
citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baco dos camundongos Balb/c,

C57Black/6 e Swiss:

IL-2 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 4589+4490 93,71+67,38 36,74 52,69
07 dias 80,94+ 85,60 98,78+66,64  27,35+61,16
30 dias 163,5+96,99 46,84 +64,30 36,61+ 54,41
60 dias 164,6 + 62,41 132,7+71,66 153,6 +61,75
120 dias 111,7 +84,37 107,5+62,86 1132 +83,36
IL-21 Balb/C C57Black/6 Swiss
Controle 391,1+57,21 342,8 £190,6 364,2 £ 128,5
07 dias 320,4+101,9 3509 +4566  180,1+159,1
30 dias 239,7+137,8 306,4+122,8 339,263,449
60 dias 375,0+172,2 366,7 £ 111,5 414,1 £49,68
120 dias 310,7 £ 259,5 245,9+420,1 265,7 £203,0

IL-22 Balb/C C57Black/6 Swiss

Controle 10,19+7,897 9,460%5,155 9,431+ 8,370

07 dias 1420+6223 7,806+7,670 3,142 + 4,361

30 dias 13,61+8,027 0,7820+1,749 2,946 + 4,982

60 dias 16,26 £ 6,126 13,71 +7,802 14,71 +4,741

120 dias 16,00+ 5649 299742526 10,08+ 12,16

IL-27 Balb/C C57Black/6 Swiss

Controle 2730+1248 188,6+2893  204,4+40,75

07 dias 272,8+4544 2276+3557 1254+ 23,90

30 dias 2412+52,87 1461+5154 145912574

60 dias 273043419 230,0£5693 2032 +33,10

120 dias 268,6+£37,97 39567761  250,0%80,29
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Médias aritméticas com os desvios padrbes (X £ SD) da determinagdo do peso do
Baco de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y ¢
C57Black/6-KO-1L-10:

Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 0,2983 * 0,3645 * 0,2918 * 0,3918 *
0,09190 0,06948 0,07685 0,03164
07 dias 0,3542 * 0,3416 * 0,3494 = 0,3682 *
0,04758 0,04783 0,03158 0,1248
14 dias 0,2778 = 0,3314 = 0,3050 * 0,4172 *
0,01303 0,04093 0,02284 0,04684

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo da quantidade
leucocitéria total nos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-
KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 2,695 * 2,078 £ 2,728 1,445 £
0,8294 0,9778 0,6576 0,7378
07 dias 5,332 2,084 + 6,188 + 2,010 £
2,687 0,7826 1,847 1,351
14 dias 2,886 5,252 £ 2,730 2,442 £
1,388 2,951 1,672 0,3291

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X + SD) da Determinacdo da contagem
diferencial dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

Macréfago Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 0,6438 * 0,5192 + 0,6584 + 0,4615 *
0,1810 0,3338 0,2062 0,2673
07 dias 0,7723 0,3650 + 1,149 + 0,7669 +
0,1384 0,1121 0,5142 0,5888
14 dias 1,123 + 1,239 0,6608 * 0,8563 +
0,7044 1,045 0,4592 0,08751
Linfécitos Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 1,697 + 1,478 1,917 + 0,9213
0,7116 0,6821 0,4508 0,4622
07 dias 0,9683 * 1,437 4,011 * 0,9646 *
0,3447 0,5566 0,9468 0,6412
14 dias 1,454 + 3,052 + 1,703 + 1,132 +
1,135 1,466 1,169 0,3529
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Neutrofilos Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10

Controle 0,06533 £ 0,0612 * 0,1194 * 0,04725
0,01416 0,01880 0,02106 0,02441

07 dias 02731 + 0,2572 + 0,9548 0,2673 +
0,1368 0,09460 0,4050 0,1403

14 dias 0,4652 + 0,7513 # 0,3242 0,4259 +
0,2911 0,5148 0,1373 0,09204

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producéo das
citocinas IL-1a, TNF- a, INF-y, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos
camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-1L-10
estimuladas com C. pseudotuberculosis viva:

Citocinas Selv.GC  Selv.GC KO-ON KO-ON
meio C57 GCmeio GCC57
IL-1a 36,67% 83,20+ 1750x 56,48+ 43,14 94,07t 00002z 72,79%
51,85 9,475 35,01 39,07 61,01 44,14 0,000447 49,74
IL-2 0,0005+ 2625+ 001t 65,98+ 0,0005x 187,1+ 0,0200x 282,61t
0,000707 371,2 0,0 132,0 0,000707 264,6 0,04472 286,1
IL-6 279,5% 3899+ 3468z% 504,3+ 163,3%f 539,3+ 2806t 437,21t
13,56 63,50 122,3 79,24 230,9 24,38 196,9 112,7
IL-10 41,68+ 102,7+ 0,0002+ 31,79+ 0,0005+ 0,0005+ 0,0020+ 58,51+
14,67 34,57 0,0005 63,59 0,000707 0,000707 0,004472 130,8
INF-y 0,0050 + 0,0005+ 6062+ 1587+ 0,0005% 3128+ 112,2+ 2229+

0,007071 0,000707 105,0 274,9 0,000707 403,5 250,8 366,1
TNF-a 51,90+ 1122+ 2347+ 2075: 13,92+ 44,56 36,66+ 93,10 ¢
41,27 29,42 31,06 107,1 4,271 3,762 36,22 35,64
GM-CSF 50,20+ 52,67+ 7627% 83,29% 63,79% 99,12 0,0200 + 102,7 *
70,99 74,48 125,4 108,4 90,21 140,2 0,04472 99,46
IL-17 1253+ 1790+ 159,2% 1962+ 1439+ 2088+ 77,12+ 171,5%
93,28 80,17 31,91 32,83 30,41 49,09 61,93 21,89

I+

I+

Citocinas KO-INF-y KO-INF-y KO-INF-y KO-INF-y KO-IL-10 KO-IL-10 KO-IL.-10 KO-IL-10

GCmeio GCC57 GC57 GC57 GCmeio GCC57 GC57 GC57
meio C57 meio C57
IL-1a 50,90 129,0 = 15,97 101,5 = 0,0500 £ 19,71 % 1395+ 82,16%
71,98 109,3 35,72 66,56 0,07071 27,87 31,18 79,01
IL-2 154,1 + 191,5+ 50,34 £ 74,85 + 1,000 + 5,500 + 2,000 £ 107,7 =
217,9 270,8 112,6 167,4 1,414 7,778 4,472 148,1
IL-6 408,2 535,0+ 3564 & 5189 = 416,4 + 1941 + 382,8+ 2293z
12,60 18,31 207,1 7353 234,7 1595 132,6 1517
IL-10 12,50 # 58,05 % 10,41 = 13,04 = Avxlﬁgoo AV:IﬁgDO Avxégno Avxégno
17,68 82,09 18,04 14,81
INF-y Av;':lﬁgno AV:SS«)DO Av:f‘;gno Avxlﬁino 0,0500 = 238,0 0,0002 £ 1089 +
0,07071 336,6 0,000447 151,3
TNF-a 24,13 + 135,7+ 19,69 + 365,3 + 0,0500 + 175,8 + 13,78 = 148,6
1,994 18,60 19,04 132,6 0,07071 86,31 14,06 29,92
GM-CSF  0,0500 + 227,6+ 0,0200+ 54,99 % 0,0500 =+ 6,000 + 0,0200 + 154,1%
0,07071 20,08 0,04472 75,62 0,07071 8,485 0,04472 48,62
IL-17 0,0500 + 131,1+ 43,63 % 103,3 223,5 ¢ 2356 218,6 + 2451
0,07071 60,82 69,33 59,56 114,9 22,26 63,29 34,27
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X £ SD) da determinacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfécitos T CD4" e T CD8" dos camundongos
C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

MIF - CD4 Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 1227 + 1964 + 1376 + 1262 +
296,0 184,2 298,0 94,31
07 dias 1406 1389 1583 1140 +
229,8 362,3 43,29 36,27
14 dias 1307 + 1359 + 1086 + 1358 +
40,05 55,32 52,97 25,10
MIF — CD8 Selvagem KO-ON KO-INF-y KO-IL-10
Controle 2359 + 2212 + 2990 1824 *
223,0 569,8 345,7 5434
07 dias 2687 + 2923 + 2700 + 2668 +
593,7 622,7 491,5 115,9
14 dias 2814 + 3801 + 2738 + 1369
144,3 365,6 578,2 82,57

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producdo das
citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 no homogenato do baco dos camundongos
C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y ¢ C57Black/6-KO-IL-10:

TNF-a Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 226,2+52,30 284,3+72,55 2546+ 24,05  297,4 + 40,02
07 dias 270,6 £52,72 2582+34,69 240,4+2478  3752+67,23
14 dias 256,2+ 18,48 3054 +4827 268316841  304,2+48,83
IL-1a Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 6479+ 13,43 6434+37,62 623,7+19,40 679,1+16,97
07 dias 631,5+24,95 642,5+12,92 5799+12,63  696,0 + 40,97
14 dias 658,7+36,35 692,0+84,59 641,1+30,84 693,3 + 20,60
IL-6 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 310,2 + 43,02  306,2+ 79,69  337,7+81,45  340,4+ 91,96
07 dias 359,5+100,4 320,2+ 70,53 272,3+52,13  422,0 +76,46
14 dias 334,7 £ 68,91 371,0+91,04 344,8+41,37 377,8+ 77,94
INF-y Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 376,9+41,28 403,3+32,70 N3o avaliado 459,1 + 31,16
07 dias 4244 +4095 394,6+1581 Nioavaliado  476,1+ 69,55
14 dias 389,9+35,26 440,7+51,26 Nioavaliado  490,7 + 62,14
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IL-17 selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 206,4 + 57,84 213,0 + 26,80 257,4 + 68,32 254,1 + 58,39
07 dias 254,3 + 40,08 224,3 + 36,46 200,8 + 39,22 290,7 + 91,91
14 dias 219,6 + 30,11 227,9 + 52,88 259,0 + 38,48 254,1 + 84,64

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producéo das
citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baco dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

IL-10 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 302,8 + 136,0 346,1 + 150,2 365,8 +191,1 N3o avaliado

07 dias 385,4 + 122,1 294,1 + 80,50 247,4 + 48,54 N3o avaliado

14 dias 328,3 £ 53,18 298,1 +£173,2 336,0 £ 141,1 N3o avaliado
IL-13 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 636,6 + 165,9 638,9 + 138,8 554,6 + 133,4 581,0 + 150,9
07 dias 572,7 £179,5 503,1 +117,6 462,3 + 36,10 687,1 + 198,7
14 dias 583,7 £ 93,94 623,8 + 240,5 527,1+79,97 565,4 + 140,7

IL-5 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 359,4 £ 67,31 384,1 £ 75,46 381,7 72,54 479,4 £ 57,28
07 dias 432,5 +£90,35 396,4 £ 66,05 368,5 £ 33,00 531,5+169,4
14 dias 396,7 £ 95,01 417,9 + 103,4 456,3 + 80,01 480,4 + 94,85
IL-4 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 296,4+52,59 2974+ 52,26 271,4+63,09 350,3t 71,25
07 dias 319,5+112,2 2481+81,21 2850+20,69 367,6+93,87
14 dias 271,2+7439 329,4+50,79 3184 +58,19  313,0+ 73,37

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X = SD) da determinacdo da producéo das
citocinas I1L-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baco dos camundongos C57Black/6
selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-y e C57Black/6-KO-IL-10:

IL-2 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10
Controle 549,1 + 86,42 580,4+67,32 613,7+43,10 613,9 + 90,67
07 dias 618,3+ 73,59 573,3+52,71 542,2+26,12 654,5+114,6
14 dias 596,3+30,54 646,5+170,7 591,3+43,12 579,0+ 97,02
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IL-21 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 348,3+136,0 428,6+219,5 457,6+272,5 470,3+371,5
07 dias 458,5 + 365,8  326,5+205,8 217,2+101,1  647,1+396,1
14 dias 407,1+72,79 391,4+126,3 501,2+240,2 464,8 +222,3
IL-22 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 48,06 + 6,265 48,42 +4,132 53,95+8809 54,93 + 14,02
07 dias 59,10+ 16,55 51,93+12,14 47,38+3,629 6561+ 17,51
14 dias 52,25 +8,409 59,04+22,95 56,45+9,143 5543 + 15,33
IL-27 Selvagem KO ON KO INF KO IL-10

Controle 1194 +175,7 1322 +71,97 1268 + 200,0 1458 +137,2
07 dias 1342 +146,3 1319 +129,9 1241 + 58,55 1521 +226,3
14 dias 1210 +113,7 1340 £198,8 1294 £ 153,3 1441 +182,1
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APENDICE C

Neste apéndice estdo agrupadas todas as médias aritméticas com 0s respectivos
desvios padrdes (X + SD) dos experimentos relacionados ao terceiro manuscrito.

Médias aritméticas com os desvios padrdes (X £ SD) da determinacdo do peso do
Baco de camundongos Balb/c:

Avaliagéo Balb/c Balb/c Balb/c
controle infec. T1 infec. C57

PesoBaco 0,2884 + 03846 + 1,170 +
0,02971 0,05494 1,236

Médias aritméticas com os desvios padrbes (X + SD) da determinacdo da quantidade
leucocitaria total e diferencial nos camundongos Balb/c:

Avalia¢do Balb/c Balb/c Balb/c

controle infec. T1 infec. C57

Células Totais 1,286 % 4,282 + 18,14 +

0,5856 2,564 28,61
Macréfagos 0,2395 + 1,584 + 5,788 +

0,1151 1,075 8,781
Linfocitos 1,028 + 3,783 + 11,46

0,4651 2,735 19,57

Neutréfilos 001814+ 0,3085 +  0,3786 +
0,01084  0,1628 0,5659

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfocitos T CD4" e T CD8" dos camundongos Balb/c:

Avaliagao Balb/c Balb/c Balb/c

controle infec. T1 infec. C57

MIF-CD4 516,9 * 781,0 1501 +
348,4 501,0 983,8

MIF-CD8 1129 + 1850 + 2241 +
743,6 753,7 1015
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Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinac¢do da producédo das
citocinas TNF-a, IL-1a, IL-6, INF-y e IL-17 no homogenato do baco dos camundongos

Balb/c:
Avaliagdo Balb/c Balb/c Balb/c
controle infec. T1 infec. C57
IL-1a 218,1 + 340,5 186,8 +
92,40 76,83 73,25
IL-6 17,58 124,3 37,04 *
39,32 54,07 61,98
INF-y 181,5 + 350,2 + 278,3 +
56,67 242,8 135,5

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinac¢do da producédo das
citocinas I1L-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do bago dos camundongos Balb/c:

Avaliagdo Balb/c Balb/c Balb/c

controle infec. T1 infec. C57

IL-10 273,7 + 457,4 + 0,0200 +
612,0 476,0 0,04472

IL-13 74,54 + 598,8 * 421,8 +
166,7 241,7 258,8

IL-5 11,98 + 38,22 + 29,92 +
26,78 58,08 64,83

IL-4 0,0200 * 0,0200 + 3,478 +
0,04472 0,04472 7,777

Médias aritméticas com os desvios padrfes (X + SD) da determinacdo da producéo das
citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do bago dos camundongos Balb/c:

Avaliacdo Balb/c Balb/c Balb/c

controle infec. T1 infec. C57

IL-2 223,2 + 375,8 £ 2940 +
198,2 164,8 181,6

IL-21 420,1 + 866,1 + 66,18 +
655,1 977,4 148,0

IL-22 23,97 + 26,18 + 14,55 +
53,59 58,54 25,09

IL-27 11,37 + 6,750 + 82,98 +
25,43 15,09 88,00
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ANEXOS
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Molecular and serological identification of Corynebacterium
pseudotuberculosis and Mycobacterium spp. in goats with abscesses

in superficial lymph nodes.
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Abstract

The semi-arid region of Bahia state (Brazil) is endemic for Caseous lymphadenitis (CLA) and
bovine tuberculosis, caused by Corynebacterium pseudotuberculosisand Mycobacterium
bovis, respectively. Bovines and goats are commonly raised together, enabling transmission of
M. bovis to goats. This study evaluated1,639 goats and 56 presenting superficial abscesses
were further investigated for both pathogens.Corynebacterium pseudotuberculosis was
identified by culture and mPCR in 40 (71.4%) and 41 (73.2%) of the abscesses, respectively,
while Mycobacterium spp. were not identified in any of the lesions by mPCR. Based on the
ELISA results, 73.2% (41) of the goats reacted positively to CLA, while 12.5% (7) tested
positive for tuberculosis. The success of the molecular detection attained for C.
pseudotuberculosis indicates that the DNA extraction method used followed by the mPCR
could replace the culture in the detection of CLA in goats with external lesions. Although
12.5% of goats sera reacted for tuberculosis, additional studies are needed to exclude cross

reaction among these pathogens.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, Mycobacterium spp., ELISA, mPCR
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host-parasite relationship during infection with virulent and attenuated
Corynebacterium pseudotuberculosis in different strains of mice”, is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian
Society of Laboratory Animal Science (SBCAL). This project was APPROVED by the
Ethics Committee of Animal Use from the institute of Health Sciences (CEUA-ICS,
Federal University of Bahia - UFBA) on August 12, 2010.

Salvador, 12 de agosto de 2010

e My Bom
7
Prof? Dra. Songeli Menezes Freire
Presidente da CEUA-ICS

CEUA-ICS Telefone: (71) 3283-8958
Av. Reilor Miguel Calmon, sin Telefax: (71) 3245-0917
Vale do Canela — Salvador-BA E-mail: ceuaics@urba.br

CEP: 40.110-902 http:/iwww moodle.ufba.bricourse/view php?id=10332
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