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RESUMO 

O presente trabalho trata de estudos relacionados à Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp), 

agente etiológico da linfadenite caseosa. Tem como finalidade estabelecer o perfil da resposta 

imune durante o percurso da infecção 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 padrão de resposta imune em animais susceptíveis e 

resistentes, além de avaliar o envolvimento do óxido nítrico, INF-gama e da citocina IL-10 no 

início do processo infeccioso. Uma comparação 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 heterogênea - 28 Swiss; de linhagem isogênica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6 

selvagem, 14 C57Black/6 knockout (KO) para óxido nítrico (ON), 14 C57Black/6-KO-IFN-

gama e 14 C57Black/6 knockout-KO-IL-10. Cada linhagem estudada foi dividida em dois 

grupos (controle e teste). Para o terceiro experimento foram utilizados 15 animais Balb/c 

divididos em três grupos. Os animais do grupo teste foram infectados com a estirpe T1 com 

10
7
/ml (1° experimento), a C57 com 10

2
/ml (2° experimento) ou 10

4
/ml das duas estirpes (T1 

ou C57), no 3° experimento. Após a infecção 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 após a infecção. Foi realizada a 

construção da curva de mortalidade; avaliação morfológica, que constava da identificação de 

granulomas, bem como dos locais de acometimento e avaliação do peso do baço; avaliação do 

direcionamento celular para o local da infecção, que corresponde a avaliação total e diferencial 

das células da cavidade peritoneal; produção das citocinas IL-1α, TNF-α, INF-γ, GMC-SF, IL-

10, IL-6, IL-2, IL-17 por células aderentes da cavidade peritoneal estimuladas com antígenos 

secretados ou com bactéria viva (1° e 2° experimento); imunofenotipagem, avaliando as 

células T CD4
+
 e T CD8

+
; bem como a mensuração das citocinas IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-α no homogenato do baço, em todos os 

experimentos. Os resultados obtidos mostram uma diferença entre as linhagens Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss no tipo de resposta imune estabelecida durante infecção 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-γ foram mais sensíveis à infecção. No 3° experimento foi possível 

visualizar que a estirpe C57 induziu alterações morfológicas mais acentuadas e maior 

direcionamento de células para o local da infecção, quando comparada com tais induções 

feitas pela estirpe T1. Com os experimentos realizados e resultados obtidos, pretendeu-se 

fornecer subsídios para uma melhor compreensão da relação parasito-hospedeiro no modelo 

murino, em infecções experimentais que confrontam duas estirpes desta bactéria com 

diferentes linhagens de camundongos. Estes conhecimentos poderão orientar a construção de 

protocolos de imunização/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. Il. 2012. Tese (Doutorado) – Instituto de Ciências da Saúde, 

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 IL-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
7
/ml), also used in the first experiment; with the C57 strain (10

2
/ml), also used in 

the second experiment; or 10
4
/ml of both strains (T1 or C57). After the infection the Swiss, 

Balb/c and wild C57/Black6 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-1α, TNF- α, INF-γ, 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-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ and TNF-α 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. 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................. 09 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA ......................................................................................... 11 
 

2.1.  LINFADENITE CASEOSA ......................................................................................... 11 

2.1.1 Agente Etiológico .................................................................................................... 11 

2.1.2 Patogênese ............................................................................................................... 13 

2.1.3 Prevalência .............................................................................................................. 14 

2.1.4 Resposta Imune ...................................................................................................... 15 

2.1.5 Tratamento e Profilaxia ......................................................................................... 19 

            2.1.5.1 Vacinas como ferramenta no controle da LC .............................................. 20 

          2.1.5.1.1 Vacinas de primeira geração ................................................................. 20 

          2.1.5.1.2 Vacinas de segunda geração .................................................................. 21 

          2.1.5.1.3 Vacinas de terceira geração................................................................... 22 

2.1.6 Modelo Murino ....................................................................................................... 22 

 

3. OBJETIVOS ....................................................................................................................... 24 

 

3.1 OBJETIVO GERAL ....................................................................................................... 24 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS.......................................................................................... 24 

 

4. METODOLOGIA ............................................................................................................... 25 

 

4.1.  MANUSCRITO 01: Estudo de Aspectos da Resposta Imune em Diferentes Linhagens 

de camundongos Após Infecção com Estirpe Atenuada de Corynebacterium 

pseudotuberculosis ................................................................................................................ 26 

4.1.1 Introdução ............................................................................................................... 28 

4.1.2 Materiais e Métodos ............................................................................................... 29 

4.1.3 Resultados ............................................................................................................... 38 



 

 

 

4.1.4 Discussão ................................................................................................................. 42 

4.1.  MANUSCRITO 02: Avaliação da Resposta Imune Em Diferentes Linhagens de 

Camundongos Após Infecção com uma Linhagem Selvagem de Corynebacterium 

pseudotuberculosis ................................................................................................................ 69 

4.1.1 Introdução ............................................................................................................... 71 

4.1.2 Materiais e Métodos ............................................................................................... 73 

4.1.3 Resultados ............................................................................................................... 81 

4.1.4 Discussão ................................................................................................................. 87 

4.1.  MANUSCRITO 03: Caracterização da Resposta Imune Após Infecção com Duas 

Diferentes Linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis em Camundongos Balb/c 111 

4.1.1 Introdução ............................................................................................................. 113 

4.1.2 Materiais e Métodos ............................................................................................. 115 

4.1.3 Resultados ............................................................................................................. 121 

4.1.4 Discussão ............................................................................................................... 123 

5. CONCLUSÃO ................................................................................................................... 133 

 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................... 135 

 

APÊNDICES ......................................................................................................................... 156 

 

APÊNDICE A: Médias aritméticas e desvio padrão do manuscrito 01 ................................. 157 

APÊNDICE B: Médias aritméticas e desvio padrão do manuscrito 02 ................................. 166 

APÊNDICE C: Médias aritméticas e desvio padrão do manuscrito 03 ................................. 176 

 

ANEXOS ............................................................................................................................... 178 

 

ANEXOS A: Resumo do Artigo Submetido .......................................................................... 179 

ANEXOS B: Autorização CEUA ........................................................................................... 181 

 

 

 

 

 



9 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Várias bactérias são responsáveis por causar diversas patologias em pequenos ruminantes. 

A linfadenite caseosa (LC) é uma doença infectocontagiosa crônica presente em animais de 

vários países do mundo incluindo o Brasil, que acomete principalmente os caprinos e os 

ovinos. Esta doença é ocasionada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, um 

cocobacilo Gram positivo, intracelular facultativo de macrófagos, imóvel, não esporulado, 

anaeróbico 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 doença se caracteriza por um quadro de formação de 

granulomas nos linfonodos externos e internos e em vísceras como os pulmões, rins e fígado 

(SMITH & SHERMAN, 1994; PEKELDER, 2000; KURIA et al., 2001; BAIRD & 

FONTAINE, 2007; SOARES, VIANA & LEMOS, 2007). Os granulomas são constituídos de 

camadas concêntricas de macrófagos, e principalmente linfócitos, tanto os T CD4
+
 quanto os 

linfócitos TCD8
+
, estas células estão distribuídas em torno de um centro necrótico e 

circundadas por uma cápsula fibrosa (PÉPIN et al., 1994b; RADOSTITS et al., 2002; 

FONTAINE & BAIRD, 2008). 

 Geralmente a doença está associada a uma debilidade geral do animal, afetando o seu 

ganho de peso e a sua eficiência reprodutiva; desvalorização da pele; elevação dos custos com 

medicamentos para o tratamento das lesões externas; diminuição da produção de leite e 

carnes; condenação de carcaças e vísceras 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, os 

neutrófilos e macrófagos são as principais células envolvidas no início da infecção. A 

presença destes tipos celulares pode ser crítica no estabelecimento de uma resposta protetora à 

infecção primária e também secundária a LC (JOLLY, 1965a; HARD, 1969; LAN et al. 

1999), uma vez que são as responsáveis pela fagocitose e destruição dos microrganismos 

(NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares patogênicas, sendo resistentes à 

degradação dentro dos fagócitos, principalmente por alterar a produção de óxido nítrico destas 

células, tendem a causar infecções crônicas, difíceis de serem erradicadas (TASHJIAN & 

CAMPBELL, 1983). Desta forma, torna-se importante o auxílio da resposta imune adaptativa 

que favoreça a ação 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
+
, subpopulação 

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/disseminação de C. pseudotuberculosis no rebanho, sendo assim, a imunoprofilaxia, 

baseada no estabelecimento de vacinas, é uma importante ferramenta frente à LC 

(PIONTKOWSKI & SHIVVERS, 1998; PATON et al., 2003; DORELLA et al., 2006a). 

Ademais, diversos grupos vêm trabalhando, utilizando-se de diferentes protocolos, na 

tentativa de conceber uma vacina eficaz frente a este microrganismo.  

Diante destas observações, e por entender que a caprinocultura e a ovinocultura são 

atividades rurais de grande importância para o Brasil, principalmente para os pequenos e 

médios produtores da região Nordeste, que estudos voltados para agravos como a linfadenite 

caseosa são importantes. Estas atividades constituem as principais fontes econômicas e 

nutricionais dessa população, além de exercerem uma função social de elevada importância, 

devido à fixação do homem no campo, contribuindo, assim, para a diminuição do êxodo rural. 

Além disso, a ampliação do conhecimento sobre os diversos aspectos da relação parasito-

hospedeiro são fundamentais para o estabelecimento de estratégias eficientes na contenção e 

eliminação deste agravo, uma vez que, para se desenvolver uma vacina que seja eficaz frente 

a um patógeno é necessário considerar a epidemiologia e a imunologia da infecção natural, ou 

a fisiologia do patógeno em questão. Assim, o empenho para se conhecerem como cepas 

virulentas e atenuadas de C. pseudotuberculosis se relacionam com o hospedeiro gera 

informações úteis para o desenvolvimento de novas vacinas, kits de diagnóstico 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 relação parasito-

hospedeiro durante a infecção com cepa selvagem e atenuada de Corynebacterium 

pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos, com o intuito de verificar se a 

existência de diferenças, tanto relacionadas com particularidades imunológicas do hospedeiro, 

quanto inerentes ao microrganismo, interferem na relação parasito-hospedeiro. Com este 

intuito foram realizados três experimentos onde o primeiro se refere à avaliação 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 

concentração.  

 

 



11 

 

 

 

REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Linfadenite Caseosa 

 

A linfadenite caseosa, doravante (LC), também conhecida como mal do caroço ou falsa 

tuberculose, é uma doença infectocontagiosa crônica, que acomete principalmente os 

pequenos ruminantes, caprinos e ovinos, entretanto, pode, em menor grau, causar linfagite 

ulcerativa em equinos e dermatite ulcerativa em bovinos, búfalos e cervos (BENHAM et al., 

1962; LOPEZ et al., 1966; ZAKI, 1976; BATTEY & TONGE, 1968; CAMERON & 

MINNAR, 1969; AYERS, 1977; BATEY, 1986a). A LC não é considerada uma zoonose, 

entretanto já foram registrados casos humanos relacionados com este microrganismo, 

geralmente referido a uma exposição 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 Etiológico 

 

A linfadenite caseosa é causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis 

pertencente ao gênero Corynebacterium e ao mesmo grupo supragenérico dos gêneros 

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). É caracterizada como um cocobacilo Gram 

positivo, intracelular facultativo de macrófagos, embora possa infectar outras células como as 

células renais de caprinos, é pleiomórfico, imóvel, não esporulado, anaeróbico facultativo, 

possuindo dimensões que variam entre 0,5 - 0,6 µm de diâmetro e 1-3 µm de comprimento. A 

bactéria pode se apresentar isolada ou formando grupamentos irregulares, pequenos, brancos e 

secos (BATEY, 1986b; DORELLA et al., 2006c; BAIRD & FONTAINE, 2007; VALDIVIA, 

et. al., 2012). É um microrganismo mesofílico, cuja temperatura ideal de crescimento é 37°C, 

o pH ideal está entre 7,0 e 7,2, e que requer um período de incubação de 48 a 72 horas 

(MERCHANT & PACKER, 1975; MOURA-COSTA, 2002; DORELLA et al., 2006a).  

Ao que se refere às características bioquímicas, é possível 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 produção de ácido, entretanto sem a produção de gás. Mostra-se positiva para 
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os testes de catalase, urease e fosfolipase D, porém negativa para os testes de oxidase, 

esculina, hidrólise de gelatina, digestão da caseína e fermentação da lactose. A redução de 

nitrato é variável, não 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 relação às variações bioquímicas 

observadas, principalmente em relação à fermentação de carboidratos, Songer e seus 

colaboradores (1988), atribuíram a possibilidade da existência de vários biovares entre as 

espécies e/ou ao uso de diferentes métodos por diferentes pesquisadores na caracterização 

bioquímica destas bactérias. O isolamento de C. pseudotuberculosis originados de animais 

domésticos são fenotipicamente heterogêneos e são estas peculiaridades que podem contribuir 

de formas diferentes para a virulência deste microrganismo (NIETO et. al., 2009; SOUZA, 

2009). 

Embora seja uma bactéria beta-hemolítica, a hemólise ao redor das colônias é variável, 

podendo não ser observada no período de 48 a 72hs. Quando se acrescenta ao meio o 

detergente Tween 80, a atividade hemolítica das cepas é favorecida, assim como grandes 

zonas se desenvolvem na presença 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), até o momento, somente alguns fatores de virulência que conferem 

características patogênicas à C. pseudotuberculosis foram bem descritos e caracterizados, 

sendo eles a fosfolipase D, doravante (PLD), e os ácidos corinomicólicos (BAIRD & 

FONTAINE, 2007).  

A PLD é uma exotoxina hemolítica catiônica de aproximadamente 31 kDa (JOLLY, 

1995a). Caracterizada como uma fosfatidilcolina fosfatidohidrolase, descrita inicialmente por 

Carne (1940), atuando tanto na disseminação quanto na sobrevivência 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 

disseminação pelo hospedeiro (CARNE & ONON, 1978; MUCKLE& GYLES, 1983). Essa 

exotoxina além de auxiliar na disseminação provoca também uma reação inflamatória intensa 

(TAMBOURG, 2006). A inativação desta enzima em microrganismos mutantes interfere 

diretamente na persistência e disseminação desta bactéria, uma vez que estes mutantes não 

são capazes de estabelecer uma infecção primária ou a formação de granulomas nos 

linfonodos regionais (McNAMARA et al., 1994). Esta exotoxina parece não ser um fator 
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piogênico (formação de granulomas), e sim de disseminação do agente infeccioso no 

hospedeiro (ZAKI, 1976). 

Os ácidos corinomicólicos, por criarem uma espessa camada cerosa que reveste a 

parede celular da bactéria, estão envolvidos na proteção contra a digestão pelas enzimas 

intracelulares do hospedeiro, capacitando sua sobrevivência e proliferação no interior dos 

macrófagos. Estes ácidos graxos apresentam propriedades citotóxicas e induzem a 

caseificação (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; BRAITHWAITE et al., 1993; 

WILLIAMSON, 2001; BILLINGTON et al., 2002; PAULE et al., 2004; BAIRD & 

FONTAINE, 2007). Uma relação entre virulência e a quantidade de lipídeos na parede de C. 

pseudotuberculosis foi evidenciada por infecções experimentais, tanto em camundongos 

como em ovinos, mostrando que quanto maior o conteúdo lipídico maior a capacidade de 

formar granulomas (BURRELL, 1978; MUCKLE & GYLE, 1983). 

 

2.1.2 Patogênese  

 

 Nas infecções naturais dos pequenos ruminantes, a bactéria utiliza como a principal 

porta de entrada, ferimentos ou pequenas abrações na superfície da pele (DORELLA et al., 

2006a;  BAIRD & FONTAINE, 2007). Após a entrada, ocorre a formação de pequenas lesões 

granulomatosas geralmente no local de acesso, comumente a região subcutânea, ou nos 

linfonodos superficiais, originando a LC externa ou superficial (SMITH & SHERMAN, 1994; 

KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007; SOARES, VIANA & LEMOS, 2007). À 

medida que o microrganismo se dissemina, utilizando a via linfática ou sanguínea, as lesões 

se desenvolvem em órgãos internos, comumente nos linfonodos mediastínicos ou nos 

pulmões, entretanto qualquer órgão pode ser acometido. Esta forma é conhecida como LC 

visceral, sendo observada com mais frequência em ovinos que nos caprinos (PEKELDER, 

2000; KURIA et al., 2001; BAIRD & FONTAINE, 2007). 

Os granulomas da LC são resultados principalmente da resposta imune do hospedeiro 

como um mecanismo para conter a disseminação deste microrganismo (PEKELDER, 2000). 

As lesões são constituídas de camadas concêntricas de macrófagos, e principalmente 

linfócitos, T CD4
+
 e TCD8

+
, estas células estão distribuídas em torno de um centro necrótico 

e circundadas por uma cápsula fibrosa. O centro necrótico contém pus de coloração variando 

do branco ao amarelado e/ou esverdeado que, inicialmente, é mole e semifluido, evoluindo 

com o tempo, para uma consistência pastosa, chegando à caseosa nas lesões mais antigas 
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(PÉPIN et al., 1994b; WILLIAMSON, 2001; RADOSTITS et al., 2002; FONTAINE & 

BAIRD, 2008). É identificada uma semelhança entre os granulomas causados pela infecção 

por C. pseudotuberculosis e os causados por Mycobacterium tuberculosis. Tal semelhança é 

esperada, uma vez que há aproximação filogenética entre estes dois microrganismos 

(PASCUAL et al., 1995). 

 Além da visualização de granulomas é possível identificar em exames laboratoriais nos 

caprinos e ovinos a presença de anemia, leucocitose com neutrofilia e altos níveis de 

fibrinogênio, hipoproteinemia ou uma hiperproteinemia por aumento de imunoglobulinas 

(principalmente IgG) e aumento de Interferon gama (PAULE et al., 2003). 

As lesões granulomatosas, quando se rompem, liberam o material caseoso, que é rico em 

bactérias viáveis, que representa uma fonte de contaminação horizontal entre os animais 

(BROWN & OLANDER, 1987 apud FONTAINE & BAIRD, 2008). Este material caseoso 

pode contaminar a pele ou o meio ambiente em que este animal vive, e assim ocorrer a 

transmissão por contato físico direto dos animais sadios com o animal infectado ou, 

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

 

2.1.3 Prevalência 

 

 A linfadenite caseosa é uma patologia presente em animais de vários países, 

principalmente naqueles que possuem uma significativa população de pequenos ruminantes. 

A doença já foi descrita em países como: Austrália, Nova Zelândia, África do Sul, Estados 

Unidos, Canadá, Inglaterra, França, Itália, 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 infecção pelo C. pseudotuberculosis 

acomete os animais de ambos os sexos e idades, contudo, apresenta-se mais prevalente entre o 

primeiro e o segundo ano de vida do animal e em fêmeas (AL-GAABARY et al., 2009).  

 Estima-se que no Brasil, que ocupa o 15° lugar em relação ao tamanho do rebanho de 

pequenos animais, correspondendo a 26.000.000 de cabeças (FAO, 2008), a prevalência 

clínica da LC possa atingir 30% a 50% dos animais (FARIA et al., 2004). A região Nordeste 

possui a maior concentração de rebanhos do país, apresentando cerca de 91% da população de 

caprinos e 56% da população ovinos, e seria a região 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 o segundo maior de ovinos do país com 

33,7% e 19,1% do efetivo nacional, respectivamente (BRASIL, 2007), é o estado nordestino 

mais afetado. Principalmente nas regiões semiáridas onde os animais são criados de forma 

extensiva na vegetação espinhosa da Caatinga, favorecendo, assim, a contaminação dos 

animais e a disseminação da doença. Um estudo sorológico realizado no ano de 2003 em 19 

municípios do semiárido baiano demonstrou uma prevalência média de 46,6% da LC em 

caprinos (MEYER, 2003). 

A LC é responsável por grandes perdas econômicas, 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 é a responsável por comprometimento do couro, principalmente devido à 

formação 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), diminuição da produção de carne, lã e leite, condenação da carne e vísceras 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 

et al., 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 neutrófilos e macrófagos são as principais células envolvidas no inicio da 

infecção e a presença destes tipos celulares pode ser crítica no estabelecimento de uma 

resposta protetora à infecção primária e secundária (JOLLY, 1965a; HARD, 1969; LAN et al. 

1999), uma vez que, estas células são as principais responsáveis em realizar a fagocitose e 

destruição dos microrganismos (NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares 

patogênicas sendo resistentes à degradação dentro dos fagócitos, tendem a causar infecções 

crônicas, difíceis de serem erradicadas (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; REINOUT et al., 

2002). 

Os neutrófilos são células essenciais para a defesa contra a infecção primária, atuando 

para restringir o crescimento bacteriano ou agindo sobre as células infectadas de forma 

independente das atuações dos macrófagos e das células Natural Killer - NK (CONLAN & 

NORTH, 1991; ROGERS &UNANUE, 1993; SJÖSTEDT et. al., 1994). Camundongos cuja 

http://jem.rupress.org/search?author1=J+W+Conlan&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=R+J+North&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=R+J+North&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=H+W+Rogers&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=E+R+Unanue&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=A+Sj%C3%B6stedt&sortspec=date&submit=Submit
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atuação destas células foram bloqueadas, sucumbem às infecções por Francisella tularensis 

ou Listeria monocytogenes, microrganismos intracelulares facultativos. Tal resultado 

demonstra que os neutrófilos são essenciais para restringir o crescimento destas bactérias, 

antes que elas sejam capazes de atingir números suficientes para oprimir o desenvolvimento 

da resposta imune adaptativa (CONLAN & NORTH, 1991; SJÖSTEDT et. al., 1994). 

Os macrófagos, por sua vez, atuam na eliminação dos microrganismos fagocitados 

principalmente pela atuação do óxido nítrico (NO), gás solúvel altamente lipofílico, produzido 

pela enzima óxido nítrico sintetase (iNOS). Esta produção pode ocorrer, prioritariamente, pela 

ação de citocinas pró-inflamatórias, como INF-γ e TNF-α (PÉPIN el al., 1992; MACHADO, 

2004; MAYER, 2006). O NO possui ação citotóxica e citostática, promovendo a destruição de 

microrganismos através da sua ligação direta com metais, principalmente o ferro, presente nas 

enzimas do seu alvo (JAMES, 1995; NATHAN & SHILOH, 2000; DUSSE, VIEIRA & 

CARVALHO 2003). Desta forma, são inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para 

a cadeia de transporte de elétrons, para a síntese de DNA e para o mecanismo de proliferação 

celular, tão importantes para a sobrevivência e proliferação de microrganismos. Nas 

infecções, células ativadas como macrófagos, neutrófilos e células endoteliais secretam 

simultaneamente NO e intermediários reativos do oxigênio, e a ação citotóxica indireta do NO 

consiste, principalmente, na sua reação com esses intermediários do oxigênio. Uma ação 

tóxica cooperativa de NO e ânion superóxido (O2-) resulta na formação de peroxinitrito 

(ONOO-), um poderoso oxidante de proteínas. (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Apesar 

desta poderosa ferramenta, os macrófagos podem não conseguir destruir a C. 

pseudotuberculosis, este fato pode estar relacionado a não produção do NO quando essas 

células estão sob estímulo dos antígenos desse patógeno (GREEN et al., 1991; BOGDAN et 

al., 1997). 

A atração de macrófagos e neutrófilos para o local da infecção, bem como a sua 

ativação podem ser influenciadas principalmente por um grupo de citocinas denominadas pró-

inflamatórias. Dentre elas, destaca-se a citocina IL-6, que estimula a produção de proteínas de 

fase aguda pelos hepatócitos e estimula a produção de neutrófilos (APPELBERG et al.,1994; 

LEAL et al.,1999; DIAS et al., 2011). As citocinas TNF-α e a citocina IL-1α atuam 

aumentando a permeabilidade vascular permitindo a passagem de células recrutadas da 

resposta imune inata, além de promover a ativação destas células. O TNF-α também pode 

atuar como indutor de coagulação, sendo um importante agente na formação de granuloma. O 

INF-γ também atua ativando principalmente os macrófagos induzindo a produção de NO e a 

expressão de moléculas apresentadoras de antígenos - MHC de classe I e II, que atuam no 

http://jem.rupress.org/search?author1=J+W+Conlan&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=R+J+North&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=A+Sj%C3%B6stedt&sortspec=date&submit=Submit
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processo de ativação das células da resposta imune adaptativa (NOLL et al., 1996; PERRY et 

al., 1997; ALLIE et al., 2009; BRANDÃO et al, 2011; DIAS et al., 2011).  

O INF-γ é secretado por células NK e macrófagos, como também por células da 

resposta imune adaptativa, tanto os linfócitos 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 expressão de diversos genes 

relacionados com a produção de proteínas envolvidas na criação de barreiras efetivas contra 

os patógenos (PESTKA, 2004), como as moléculas de MHC classes I e II por diversos tipos 

de células, ativação e regulação da diferenciação de fagócitos induzindo a expressão de 

moléculas co-estimulatórias e a produção de produtos microbicidas como radicais de oxigênio 

e NO, permitindo uma interação 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 fagocíticas, 

principalmente pela inibição da produção do NO (GREEN et al., 1991; BOGDAN et al., 

1997), uma resposta imune adaptativa que potencialize a ação da fagocitose torna-se um 

mecanismo importante para eliminar/conter a C. pseudotuberculosis (JOLLY, 1965b; LAN et 

al., 1998). 

Desta forma, os linfócitos T CD4
+
 são importantes para definir o tipo de resposta 

montada frente a um microrganismo, principalmente devido à possibilidade de apresentar 

perfis distintos. A população de linfócitos T CD4
+
 pode ser dividida em subpopulações de 

células, as mais bem estudadas e caracterizadas são as células T auxiliadoras tipo 1 (Th1) e 

células T auxiliadoras do tipo 2 (Th2). Quando estimuladas, as células Th1 produzem, dentre 

outras citocinas, o IFN-γ, a IL-2 e o TNF-α, as quais promovem mecanismos efetores 

celulares, incluindo hipersensibilidade tardia, reações inflamatórias e, no camundongo, a 

produção de anticorpos da classe IgG2a, os quais são capazes de favorecer, direta ou 

indiretamente, a opsonização e toxicidade mediada por células. Tais mecanismos efetores são 

direcionados ao combate a patógenos intracelulares. Por outro lado, após estimulação, as 

células Th2 produzem IL-4 e IL-5, promovem síntese de anticorpos IgE e, em camundongos, 

IgG1, responsáveis pela imunidade humoral e reações alérgicas (MOSMANN et al., 1986; 

COFFMAN, 2006). Estas subpopulações de linfócitos T exercem um controle recíproco, uma 

vez que a resposta Th1 pode inibir o desenvolvimento de uma resposta Th2 (HOFSTRA et al., 

1998; COTTREZ et al., 2000) e vice-versa (POWRIE et al., 1993). 

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

da indução de uma resposta Th1, é a mais satisfatória na resistência contra bactérias 
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intracelulares facultativas uma vez que auxilia o mecanismo de fagocitose e destruição destes 

patógenos (KAUFMANN, 1993). Entretanto, o desenvolvimento de um perfil Th2 também é 

necessário, principalmente por atuar na formação de granulomas e, no caso desta 

enfermidade, na formação de anticorpos que neutralizam a exotoxina de C. 

pseudotuberculosis.  

O desenvolvimento de uma resposta Th1 potente, principalmente com a produção de 

IFN-γ, diminui e/ou impede a formação do tecido fibroso (granuloma) mostrando que esta 

citocina possui uma forte atividade antifibrótica (WYNN, 2004). Sabe-se que IFN-γ estimula 

várias quimiocinas, possivelmente capazes de reduzir a vascularização, levando à hipóxia do 

granuloma e gerando a necrose caseosa (EHLERS, 2001). 

Neste processo, a interleucina-10 (IL-10) é um importante elemento na regulação da 

resposta imune, foi originalmente descrita como uma citocina produzida por células Th2 e 

mediadora de efeitos anti-inflamatórios, atuando primariamente em células fagocíticas e em 

células apresentadoras de antígenos, inibindo a transcrição e a produção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como TNF-α e IL-12. Atuando também na inibição da expressão do MHC 

de classe II e de moléculas co-estimulatórias, bem como a produção de intermediários 

reativos de oxigênio e nitrogênio, diminuindo a resposta imune sistêmica (FIORENTINO, 

BOND & MOSMANN, 1989; OSWALD et al., 1992; MOORE et al., 2001).  

Esta citocina previne apoptose mediada pelo TNF-α em macrófagos infectados por 

Mycobacterium tuberculosis possibilitando a manutenção da infecção crônica (ROJAS et al., 

1999). Por outro lado, a IL-10 modula a atividade das citocinas do perfil Th1 como o IFN-γ, 

atuando também na regulação da formação de fibrose, importante para a formação do 

granuloma, mediada por citocinas do perfil Th2 como IL-4, que pode ativar um tipo de 

macrófago que estaria basicamente envolvido no reparo tecidual, estimulando fibroblastos e 

promovendo deposição de matriz extracelular que atuaria na formação do granuloma. Nessa 

regulação do granuloma a IL-10 interage com as citocinas do perfil Th1 como IFN-γ 

suprimindo a deposição de colágeno (WYNN, 2004; MOSSER & EDWARDS, 2008). Além 

disso, a citocina IL-4 é envolvida na formação das células gigantes multinucleadas, originadas 

da fusão de monócitos/macrófagos, que estão presentes nos granulomas de M. tuberculosis, 

atuando na contenção destes microrganismos (McINNES & RENNICK, 1988). 

Atualmente a IL-10 é considerada como pertencente prioritariamente ao perfil das 

células T regulatórias (Treg), juntamente com a citocina IL-13. Entretanto a IL-10 pode ser 

produzida por células NK, monócitos, macrófagos, células dentríticas, linfócitos B, 
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principalmente por células Th2 e durante infecções crônicas pelas células Th1 (CARTER et 

al., 2011; MOTOMURA et al., 2011).  

Em relação aos linfócitos T CD8
+
, Pépin e colaboradores (1994a) observaram que há 

mais destas células nos granulomas no sítio de inoculação do que encontrados nos linfonodos 

drenantes. Esta subpopulação de linfócitos estaria relacionada com a atividade efetora e 

citotóxica, podendo atuar como um mecanismo de proteção antibacteriana para conter a 

disseminação de macrófagos infectados por C. pseudotuberculosis. A função destas células 

estaria baseada na capacidade de produzir IFN-γ e promover a lise de células infectadas (LAN 

et al., 1998; CARMINATI, 2005). 

 

2.1.5 Tratamento e Profilaxia 

 

O tratamento da linfadenite caseosa baseia-se na drenagem e extirpação dos linfonodos 

visíveis acometidos e da utilização de antibioticoterapia. Apesar do microoganismo C. 

pseudotuberculosis ser sensível a ampicilina, ao cloranfenicol, a lincomicina, a tetraciclina, a 

gentamicina, a penicilina, ao trimetropim, a ciprofloxacina e ao sulfametoxazol (ABREU et 

al, 2008), estes antibióticos não são eficazes em ultrapassar a cápsula fibrosa dos granulomas, 

o que torna a terapia ineficaz e de custo muito elevado (OLSON et al., 2002). 

 No que se refere à extirpação dos linfonodos acometidos, o principal entrave está na 

incapacidade da realização deste procedimento quando se tratar de LC interna, que acomete 

linfonodos e/ou outros órgãos internos do animal (ALVES & PINHEIRO, 1997). Ademais, a 

drenagem realizada nos linfonodos superficiais pode promover a contaminação do ambiente, 

uma vez que é possível encontrar um grande número de bactérias viáveis no material caseoso, 

na ordem de 1x10
6 

e 5x10
7
 UFC/g (BROWN & OLANDER, 1987 apud FONTAINE & 

BAIRD, 2008), podendo permanecer viável durante meses no solo, cerca, fezes, exudato 

purulento, carnes congeladas, locais úmidos e escuros, tesouras, pele, entre outros, o que pode 

tornar sua presença constante no ambiente de criação (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/disseminação de C. pseudotuberculosis no rebanho. Uma possibilidade está 

justamente no desenvolvimento de vacinas que sejam eficazes, além da identificação e 

eliminação de animais acometidos. Logo, o desenvolvimento de vacinas e de testes 

diagnósticos mais específicos constituem importantes instrumentos para o controle e 
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erradicação 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 vastidão dos estudos voltados ao desenvolvimento de novas vacinas, iniciados com 

as vacinações contra a varíola em 1796 por Edward Jenner (ABBAS & LICHTMAN, 2012), 

está relacionada com a quantidade de microrganismos, entre bactérias, vírus, parasitas e 

fungos, envolvidos no desdobramento de diversas patologias. Desta forma, o 

desenvolvimento de mecanismos que possam estimular e/ou mobilizar a resposta imunológica 

dos organismos frente a tais patógenos se torna uma importante ferramenta no combate a tais 

patógenos (HANDMAN, 1997). De certo, as vacinas propiciam uma proteção a infecções ao 

estimular o desenvolvimento de células direcionadas à destruição de um patógeno específico 

(HANDMAN, 1997; SANTOS et al., 1999). Assim, a busca por uma vacina eficaz para a LC 

é factível, este fato está baseado na observação de que animais infectados com C. 

pseudotuberculosis podem apresentar uma proteção frente a uma exposição subsequente. 

Entretanto, esta infecção primária faz com que os animais permaneçam com a bactéria 

(PÉPIN et al., 1988; PÉPIN et al., 1993; BRAGA et al., 2007) e possam, em situações 

adversas, reativar a infecção. 

Uma vacina, para atuar como método profilático ideal para a LC, deve ser segura, 

induzir resposta imune protetora e ter o potencial de gerar memória imunológica (WAHREN 

& BRYTTING, 1997), ter baixo custo de produção, ser biologicamente estável e de fácil 

administração, 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 indução de resposta imune, as 

vacinas podem ser classificadas em três gerações (ABATH et al., 1998; GRIFFIN, 2002). 

 

2.1.5.1.1 Vacinas de primeira geração  

 

As vacinas de primeira geração são constituídas por parasitos mortos ou vivos 

atenuados. A principal motivação para a utilização deste material está na possibilidade de 

promover a proteção utilizando o microrganismo inteiro, entretanto sem a possibilidade de 

desenvolver a doença. A utilização de microrganismos mortos na busca de uma vacina para a 
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LC vem sendo avaliada por muitos pesquisadores, encontrando níveis de proteção diferentes, 

entretanto os resultados apresentam uma proteção frequentemente parcial, não evitando o 

surgimento da doença e sim que esta aconteça 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 

não necessitar de doses de reforço (ABATH et al., 1998; GRIFFIN, 2002). Desta forma 

algumas tentativas para a utilização de C. pseudotuberculosis viva, atenuadas naturalmente, 

têm sido avaliadas, entretanto também apresentando resultados de proteção parcial (RIBEIRO 

et al., 1991; SIMMONS et al., 1998; BRAGA et al., 2007; MOURA-COSTA et al., 2008). Na 

Bahia, a EBDA - Empresa Baiana de Desenvolvimento Agrícola, transferiu para a iniciativa 

privada a comercialização 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 virulência. Apesar de promover a produção de anticorpos específicos para C. 

pseudotuberculosis (MEYER et al., 2002), esta vacina não vem apresentando o mesmo 

sucesso em testes de campo, sendo bastante variável o nível de proteção obtida. 

 O Laboratório de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciências da Saúde, 

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 específico, até o momento, níveis de proteção diferentes estão 

sendo alcançados e desta forma mais estudos precisam ser realizados (VALE, 2005; 

MOURA-COSTA et al., 2007; LIMA, 2009; SILVA, 2010). 

 Uma preocupação presente ao se utilizar como vacina microrganismos vivos é a 

possibilidade de reversão da virulência e desta forma ocasionar o surgimento da patologia ao 

invés de proteger o indivíduo. Por este motivo, a determinação dos riscos de reversão para o 

fenótipo virulento é sempre necessário para a liberação de uma vacina viva (HANDMAN, 

2001). 

 

2.1.5.1.2 Vacinas de segunda geração  

 

As vacinas de segunda geração são compostas por microrganismos vivos 

geneticamente modificados, como protozoários, bactérias e vírus; frações de antígenos de 
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microrganismos; antígenos sintéticos e recombinantes ou antígenos não protéicos (ABATH et 

al., 1998; GRIFFIN, 2002). Diversas combinações estão em estudos na tentativa de encontrar 

uma formulação que seja efetiva no controle da LC, dentre as quais se pode observar 

trabalhos utilizando frações contendo antígenos 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), proteínas 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 preparações ofereceram certo grau de proteção contra infecções 

experimentais, contudo, os níveis de proteção e a severidade das lesões são variáveis. 

 

2.1.5.1.3 Vacinas de terceira geração  

 

As vacinas de terceira geração são compostas por DNA. Na maioria das vezes, utiliza-

se como candidatos à vacina plasmídeos codificando proteína(s) imunogênica(s) ou epítopos 

antigênicos. Algumas das vantagens do emprego de plasmídeos são as facilidades de: a) 

produção em larga escala, b) caracterização molecular, c) estabilidade à temperatura 

ambiente, d) custos relativamente baixo e e) indução de memória imunológica prolongada 

(GURUNATHAN, 2000). Para a LC, a vacina de DNA contendo o material genético 

responsável pela construção da fosfolipase D, um potente fator de virulência desta bactéria, 

foi testada em ovinos e caprinos, demonstrando uma proteção em torno de 70% dos animais 

(CHAPLIN et al., 1999; De ROSE et al., 2002). 

 

2.1.6 Modelo Murino 

 

Os camundongos apresentam várias vantagens para serem considerados como os 

principais modelos/ferramentas experimentais, entre eles destaca-se a característica de ser um 

animal pequeno, pode ser mantido em espaços reduzidos, e por possui um período de gestação 

curto. Além disso, um ponto crucial é a riqueza de recursos e informações para a manipulação 

genética, proporcionando a construção de animais knockout, e assim a possibilidade de 

avaliação in vivo da ausência ou inclusão de genes. Outro ponto positivo é a possibilidade de 
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utilização de diferentes linhagens com características moleculares bem delimitadas, possuindo 

informações que estão 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 

clínicos, perfil de hemograma e bioquímica sérica, bem como as alterações histopatológicas 

em órgãos 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 relação parasito-hospedeiro em diferentes linhagens 

de camundongos durante a infecção com uma linhagem atenuada e uma linhagem selvagem 

de Corynebacterium pseudotuberculosis. 

 

3.2 Objetivos Específicos: 

 

a)  Determinar a curva de mortalidade ocasionada pela infecção pelo uso de estirpe 

atenuada e/ou selvagem; 

b)  Avaliar aspectos morfológicos, relacionados com o surgimento e localização de 

granulomas, como também avaliar o peso do baço nestes animais; 

c)  Apresentar a cinética do padrão de migração celular para o local da infecção (cavidade 

peritoneal), quantificar o total de células encontradas nesta cavidade e realizar o 

diferencial celular. Avaliar a produção de citocinas produzidas após estimulo com 

antígenos secretados da estirpe atenuada de C. pseudotuberculosis; 

d)  Apresentar a cinética da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, através da 

avaliação da imunofenotipagem e avaliar também a presença de citocinas no 

homogenato do baço. 
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METODOLOGIA 

 

Para realizar a avaliação dos aspectos da relação parasito-hospedeiro durante a infecção 

com uma estirpe atenuada ou uma estirpe selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis 

em diferentes linhagens de camundongos, o presente trabalho foi organizado em três 

experimentos. Previamente foi realizada a ampliação da biblioteca de bactérias presente no 

Laboratório de Microbiologia - ICS-UFBA, para tanto, e em parceria com a aluna de 

mestrado Italaney Fehlberga, foram avaliados 1.639 caprinos de cinco municípios do 

semiárido da Bahia quanto à presença de abscessos externos e, dos 59 animais que as 

apresentavam, amostras de sangue total e do material caseoso foram coletadas. O sangue foi 

destinado à realização dos ensaios imunoenzimáticos - ELISA, enquanto o conteúdo de 56 

abscessos foi encaminhado para a realização da cultura de Corynebacterium spp. e da Reação 

em Cadeia de Polimerase multiplex direta (mPCR). Deste trabalho obteve-se a estirpe 

selvagem, denominada C57, utilizada nos experimentos posteriores, além de originar a 

dissertação de mestrado da mencionada aluna e a produção de um artigo submetido à 

Veterinary Microbiology, em setembro 2012. (Anexo 01).  

A partir de então, três experimentos foram organizados da seguinte forma: 

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

após infecção com estirpe atenuada de Corynebacterium pseudotuberculosis;  

2. Avaliação da resposta imune em diferentes linhagens de camundongos após 

infecção com uma linhagem selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis;  

3. Caracterização da resposta imune após infecção com duas diferentes linhagens de 

Corynebacterium pseudotuberculosis em camundongos Balb/c. 

Estes experimentos serão apresentados em forma de manuscritos/capítulos, onde a 

descrição completa da metodologia, resultados e discussão estão especificadas em cada 

manuscrito/capítulo. Para manter a leitura mais fluida as referências bibliográficas estarão 

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 infecção por uma estirpe atenuada (T1) da bactéria Corynebacterium 

pseudotuberculosis (C.p.) em diferentes linhagens de camundongos. C.p. é um microrganismo 

intracelular facultativo, responsável em estabelecer a linfadenite caseosa, doença 

infectocontagiosa crônica, que acomete principalmente os pequenos ruminantes. Para tanto, 

diferentes linhagens de camundongos foram infectados com 10
7
/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 Óxido Nítrico (ON), 14 C57Black/6-KO para IFN-γ e 14 C57Black/6-KO 

para IL-10. Cada linhagem de camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste). 

Após a infecção 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 construção da curva de mortalidade; 

avaliação morfológica (presença de granuloma e peso do baço); avaliação do direcionamento 

celular para o local da infecção (quantidade total e diferencial de células peritoneais); 

produção das citocinas IL-1α, TNF-α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17 por células 

aderentes peritoneais; imunofenotipagem (T CD4
+
 e T CD8

+
); bem como a mensuração das 

citocinas IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e 

TNF-α no homogenato do baço. Os resultados obtidos mostram que os animais C57Black/6 

são mais resistentes, uma vez que estes animais não apresentaram mortalidade, não 

apresentaram alterações morfológicas, apresentou um direcionamento celular para o local da 

infecção, como também a produção de citocinas por células fagocíticas compatíveis com uma 

atuação bem sucedida frente a infecções 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-γ foram mais sensíveis à 

infecção por C.p., demonstrando, desta forma, a importância/envolvimento do ON, INF-γ e da 

IL-10 para a eliminação ou estabelecimento da infecção. 

 

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

 

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis é um microrganismo gram-positivo, 

intracelular facultativo de macrófagos (KIMBERLING, 1988; PEKELDER, 2000; MEYER et 

al., 2002; RADOSTITS et al., 2002; ANDERSON, RINGS, PUGH, 2005) responsável em 

estabelecer a linfadenite caseosa, doravante (LC), doença infectocontagiosa crônica, que 

acomete principalmente os pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), entretanto, pode 

eventualmente causar linfagite ulcerativa em equinos e dermatite ulcerativa em bovinos, 

búfalos e cervos (BENHAM et al., 1962; LOPEZ et al., 1966; BATTEY E TONGE, 1968; 

CAMERON & MINNAR, 1969; ZAKI, 1976; BATEY, 1986a). Esta doença é caracterizada 

pela formação de lesões granulomatosas, que podem acometer tanto regiões superficiais dos 

animais, como linfonodos, como também órgãos internos (BERNABÉ et al., 1991; 

DORELLA et al., 2006c; CRAWSHAW et al., 2008). 

No Brasil, onde a pecuária de pequenos ruminantes está em constante expansão, 

principalmente na região Nordeste, e em especial no estado da Bahia, onde se encontra o 

maior rebanho de caprinos do País (BRASIL, 2010), a LC é responsável por grandes perdas 

econômicas (MOURA-COSTA, 2002). A LC compromete a pele do animal, além de poder 

ocasionar perda de peso, desordens reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal), 

diminuição da produção de carne e lã e condenação da carcaça (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 responsável em eliminar as bactérias que residem nos fagócitos, atuando também, na 

eliminação de células infectadas. Além disso, a formação de granulomas é um mecanismo 

utilizado pelo sistema imune para tentar conter a disseminação deste microrganismo (VALE, 

2000; BURMESTER e PEZZUTO, 2003). 

A utilização de camundongos como modelo de estudo para a linfadenite caseosa se 

justifica, uma vez que estes animais são empregados em estudos para a compreensão de 

agravos crônicos (SUNDBERG et al., 2011), além de apresentarem sinais clínicos, perfil de 

hemograma e bioquímica sérica, bem como as alterações histopatológicas em órgãos viscerais 

similares aos observados em pequenos ruminantes (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 

2010; JESSE, et al., 2011). Ademais, a possibilidade de realizar a remoção 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 compreensão a respeito do envolvimento de determinados 

elementos da resposta imune frente a diversas infecções (SIMMONS et al., 1997; CHORILLI 

et al. 2007; PACHECO et al., 2012;).  

A equipe do Laboratório de Imunologia e Biologia Molecular, do Instituto de Ciências 

da Saúde, da Universidade federal da Bahia (ICS-UFBA) vêm 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), 

quanto em caprino (MOURA-COSTA et al., 2007; LIMA, 2009), alcançando diferentes 

níveis de proteção, no entanto, ainda é possível identificar a presença da formação de 

granulomas em alguns animais imunizados. Estes estudos direcionados para a determinação 

do tipo de resposta imune estabelecida, bem como a interferência de determinados elementos 

desta resposta, são importantes no aperfeiçoamento de candidatos à vacina a este patógeno, 

além de auxiliar na busca de métodos imunoterápicos e para o desenvolvimento de ensaios 

imunodiagnósticos. Desta forma, o presente trabalho teve como finalidade estabelecer o perfil 

da resposta imune durante o percurso da infecção por estirpe atenuada em diferentes linhagens 

de camundongos, e desta forma estabelecer o padrão de resposta imune em animais 

susceptíveis e resistentes a Corynebacterium pseudotuberculosis. Além de avaliar o 

envolvimento do oxido nítrico, interferon gama (INF-γ) e da citocina IL-10 no início do 

processo infeccioso.  

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

A linhagem T1 deste microrganismo para a infecção dos animais e a produção de 

antígenos secretados (AsT1). Esta linhagem foi isolada de um caprino naturalmente infectado 

da região de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA, para o 

Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências da Saúde, da Universidade Federal da 

Bahia (ICS-UFBA) no ano 2000, onde foi realizada a identificação pelo teste “API coryne” 

(BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França), e após sucessivas culturas em meio especifico foi 
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considerada atenuada por apresentar hemólise sinérgica com Rhodococcus equi menos intensa 

que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados. A partir de então, 

esta linhagem é mantida, na coleção do Laboratório de Microbiologia do ICS – UFBA, sendo 

utilizada em diversos ensaios laboratoriais por promover uma infecção mais branda tanto em 

caprinos como em camundongos infectados experimentalmente. 

Para a produção das proteínas secretadas (AsT1), quatro litros de cultura da T1 em meio 

de infusão de cérebro e coração - 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 

filtração em membrana de diálise durapore em PVDF de 0,45µm (Millipore, Indústria e 

Comércio LTDA, São Paulo-SP, Brasil), com o intuito de eliminar as bactérias presentes no 

meio. Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em um procedimento composto por três 

fases (“Three Phase Partitioning” - TPP). Primeiro ocorreu a saturação com 30% de sulfato de 

amônia (VETEC Química Final LTDA – Rio de Janeiro-RJ) a temperatura ambiente, sob leve 

agitação, em seguida o Ph foi ajustado para 4.0, e foi acrescentado n-butanol (VETEC 

Química Final LTDA – Rio de Janeiro-RJ) na mesma proporção do volume do meio de 

cultura BHI (04L), seguido de uma agitação vigorosa durante um minuto. Este material então 

foi mantido em repouso durante uma hora, para promover a precipitação protéica. O segundo 

passo correspondeu à recuperação do precipitado, com o auxílio de uma pipeta volumétrica, e 

novamente centrifugado a 1350xg durante 10min. e a interface foi coletada e dissolvida em 

cinco ml de tampão Tris 20 mM, pH 7,4. No terceiro passo, este material foi então submetido 

à diálise contra Salina Tamponada com Fosfato - PBS, pH 7.2, realizada em três banhos de 08 

horas a 4°C. Para a determinação protéica foi empregado o método de Lowry (Bio-Rad 

Laboratories Headquarters, Califórnia-USA). As amostras, antes de serem armazenadas a – 

20°C, foram acondicionadas em um saco contendo gelo, e foram submetidas à esterilização 

por exposição à luz ultravioleta durante 15 min. 

Com a finalidade de promover a infecção, tanto dos animais testados, quanto das células 

aderentes da cavidade peritoneal, a quantificação bacteriana foi realizada, seguindo-se o 

protocolo estabelecido por Pedral (2012). Resumidamente, três ml, de uma cultura mantida 

durante 48h a 37°C de 250 ml, foram retirados. Este material foi lavado duas vezes, em 

solução salina, através de centrifugações 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, à temperatura ambiente.  Nova lavagem foi realizada 
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para a remoção dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no 

citômetro 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 concentração bacteriana seguiu o seguinte cálculo: Bactérias 

totais = (N⁰beads eventos bactérias / N⁰ de beads A+B) X N⁰ de Beads por μl.    

 

2.2 Animais 

 

 Foram utilizadas diferentes linhagens de camundongos, sendo: da linhagem heterogênea - 

28 Swiss; da linhagem isogênica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6 selvagem, 14 C57Black/6 

knockout (KO) para Óxido Nítrico (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 os sexos. Os animais da linhagem C57Black/6 

(selvagem e knockout) foram adquiridos no Biotério da Fundação Oswaldo Cruz – RJ; os 

animais da linhagem Balb/c no Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM-

FIOCRUZ-Salvador-BA) e os animais da linhagem Swiss do Biotério da Escola de Medicina 

Veterinária 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 período do experimento, no 

Biotério do Instituto de Ciências da Saúde (ICS-UFBA), sob condições adequadas de 

temperatura (21 ± 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os camundongos foram mantidos com 

alimentação e água ad libitum. 

 Este estudo foi aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia,sob protocolo n
o
 006/2010. 

 

2.3 Infecção 

 

 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, já os animais 

C57Black/6 selvagens foram divididos em 10 controles e 25 infectados. Por sua vez, os 
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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 concentração de 10
7
/ml 

diluídos em um (01) ml de salina (ISOFAR, Duque 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). 

 Após a infecção 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/capítulo 01 
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2.4 Curva de mortalidade 

 

 Para a caracterização da curva de mortalidade dos camundongos infectados com a T1, 

foram utilizados os animais referentes ao último dia de análise (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 observação de possíveis óbitos. 

 

2.5 Avaliação Morfológica 

 

2.5.1 Presença e Localização de Granuloma 

 

 Em seguida à eutanásia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na 

abertura das cavidades peritoneal e torácica, para a observação da existência de granulomas, 

bem como do local de sua ocorrência. 

 

2.5.2 Determinação do peso do baço 

 

 Após a eutanásia dos animais, em cada ponto avaliado, o peso corporal, seguido pelo do 

baço, foram obtidos utilizando Balança de precisão (Marte Balança e Aparelhos de Precisão 

LTDA, São Paulo-SP). A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela 

porcentagem que o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este 

considerado 100%.  

 

2.6 Avaliação da Resposta Imune 

 

 A avaliação da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos infectados com a 

bactéria T1 de C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relação à resposta imune inata, 

quanto em relação à resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.  

 

2.6.1 Resposta Imune Inata 

 

2.6.1.1  Avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal 
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 A avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal (local da realização da 

injeção) foi realizada através da quantificação total de células e do diferencial destas. Após a 

eutanásia, procedeu-se a assepsia do abdômen e exposição do peritônio, e foi injetado, em 

condições 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. Após definição do volume readquirido, este foi acondicionado em microtubos 

eppendorf, dos quais 40µl foram utilizados para contagem de células totais através de um 

contador automático de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia. Equipadora de 

Laboratórios Modernos, Barueri-SP), 60µl foram utilizados na preparação de citoesfregaço, 

em duplicata, através de centrifugações de 16 minutos a 500xg em temperatura ambiente, 

utilizando uma citocentrifuga de bancada Presvac CT12 (Prevac, Balneário Camboriú - Santa 

Catarina fabricante), e o restante da suspensão foi encaminhada para a cultura celular dos 

animais C57Black/6. 

 As lâminas do citoesfregaço foram coradas com uma mistura dos corantes hematológicos 

Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as lâminas foram cobertas 

com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por três minutos, seguidamente foram 

acrescidos 20 gotas de água destilada, por 12min., e então lavadas em água corrente. O perfil 

das células da cavidade foi determinado através de características morfológicas de 200 

leucócitos por animal, utilizando-se para isso um microscópio Biológico binocular modelo L-

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

 

2.6.1.2 Avaliação da Produção de Citocinas por Células Aderentes 

 

 Com o propósito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes após o 

estimulo com antígenos 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 centrifugações 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 automático (Kacil 

Indústria e Comércio LTDA, Recife-PE). Estas foram ajustadas para 2 x 10
5
/ml e incubadas 

em placas de 24 poços, de poliestireno, de fundo chato (Costar Corning Inc., Nova Iorque, 
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EUA), a 37°C, em atmosfera úmida com 5% de CO
2
, por 24 horas em incubadora (Costar 

Corning Inc., Nova Iorque, EUA).  

 As células dos animais C57Black/6 selvagens infectados com a linhagem T1 após 14 dias 

de infecção e os animais controles dos pontos 14 e 30 (logo 05 animais infectados e 04 

controles) foram estimuladas com antígeno secretado (AsT1), para isso, após 24hr do 

plaqueamento, os poços foram lavados, com o objetivo de remover as células não aderentes, e, 

posteriormente, estimuladas com apenas meio, ou 10µg/mL de Lipopolisacarídeo de 

Escherichia coli-LPS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), referente ao controle positivo, 

ou 40µg/mL do antígeno da linhagem T1de C. pseudotuberculosis. As placas foram incubadas 

por mais 24hr nas mesmas condições anteriores e, depois disso, os sobrenadantes foram 

coletados e estocados a -20°C.  

 Por sua vez, as células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-INF-γ e KO-IL-10, 

também referentes ao 14° dia de infecção, foram cultivadas, após a remoção das células não 

aderentes, na proporção de 1:5 (uma célula aderente para cinco bactérias vivas) com T1 em 

meio RPMI suplementado, sem a presença de antibiótico. O grupo C57Black/6-KO-ON não 

foi avaliado uma vez que, neste ponto estudado, o grupo infectado possuía apenas um animal. 

Para isso, bactérias T1 viáveis foram quantificadas, como descrito anteriormente, e 

adicionadas a cultura celular após 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 construção de citoesfregaço, e assim 

confirmar a infecção/fagocitose pelo microscópio óptico, após coloração com uma mistura dos 

corantes hematológicos Wright e Giemsa, como descrito anteriormente.  

 As citocinas mensuradas nos sobrenadantes das culturas foram IL-1α, TNF-α, INF-γ, 

GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17, produzidas por macrófagos 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 padrões das citocinas avaliadas foram reconstituídos em água destilada estéril de acordo 

com a concentração previamente recomendada no Kit, para serem utilizadas na elaboração de 

um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elaboração de uma diluição seriada, 

utilizada como a curva padrão 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 o sedimento resuspenso com o mesmo volume de tampão de 

ensaio. Seguidamente, o mix do conjugado biotinilado foi preparado também diluído em 
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tampão de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos 

previamente identificados a seguinte ordem: padrões das citocinas ou as amostras, em seguida 

o 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 período de incubação, foi adicionado um 

(01)ml do tampão de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugação a 7500xg 

durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 μL do sobrenadante e novamente lavado 

com o mesmo volume de tampão, que foi seguido da remoção do sobrenadante e posterior 

adição de 20 μL de streptoavidina-PE. Os tubos foram então homogeneizados e incubados no 

escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este período, as amostras foram novamente 

lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500μL de tampão de ensaio e acondicionadas 

isentas da luz a 4°C, overnight, para posterior leitura no citômetro de fluxo (FACScalibur – 

BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para análise dos dados foi utilizado o FlowCytomix 

Pro Software, conforme orientações do fabricante. 

 

2.6.2 Resposta Imune Adaptativa 

 

 A avaliação da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada através da 

mensuração da população de linfócitos TCD4
+
 e TCD8

+
 presentes no baço no momento da 

eutanásia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo, 

além da quantificação de citocinas presentes neste órgão. 

 O baço de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e 

após a sua pesagem, foi removido um fragmento de 30mg que foi macerado em 500 µL de 

solução inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensão celular. 

Cada suspensão foi submetida a centrifugação a 450xg por 10 minutos à 4°C. A partir de 

então, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado à – 20°C para serem 

utilizados na quantificação de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em 

três (03) ml de salina, a qual foi submetida à contagem total de células num contador 

automático de células (Hemocytometer CELM cc-530), a fim de ajustar a concentração celular 

necessária para a imunofenotipagem no citômetro de fluxo. 

 A imunofenotipagem foi realizada pela avaliação da expressão das proteínas CD3, CD4 e 

CD8 na superfície celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato 

de Fluoresceína (FITC), anti-CD8a conjugado com PE-Cy®5.5 e anti-CD4 conjugado com R-

PE (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA). Todos os anticorpos monoclonais (AcMO) foram 
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previamente titulados para determinação da concentração ideal de uso. As células esplênicas 

foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluídas em 500 µL do tampão de ensaio, em 

seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em 

câmara escura, durante 15 minutos. Findado o período de incubação, foi adicionado um (01) 

ml do tampão de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugação a 7500xg 

durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversão e acrescentado 500μL de 

tampão de ensaio. A aquisição foi realizada no citômetro de fluxo (FACScalibur – BECTON 

DICKINSON, San Jose, EUA)  usando o programa CellQuest (Becton–Dickinson, Canadá). 

Para análise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, Califórnia, EUA). 

 A dosagem das citocinas presentes no homogenato do baço foi realizada através de ensaio 

para detecção 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-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e 

TNF-α, como descrito anteriormente. 

 

2.7 Análise Estatística 

 

 Com o objetivo de avaliar aspectos da relação parasito-hospedeiro durante a infecção 

com linhagem T1 de C. pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos, 

considerando a avaliação morfológica, a avaliação da migração para a cavidade peritoneal, a 

imunofenotipagem de esplenócitos e a dosagem de citocinas, tanto presentes em células 

aderentes, quanto no homogenato do baço, foram empregados testes estatísticos não 

paramétricos em função da distribuição anormal dos dados. Para comparar a magnitude das 

variações das amostras, foi realizada a análise de variância através do teste de Kruskal-Wallis 

(BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993) e as tendências 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 três valores. O valor fixado para 

significância estatística foi de p < 0,05.  
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3. Resultados 

 

3.1 Curva de Mortalidade 

 

A curva de mortalidade foi avaliada pela vistoria diária dos camundongos até o ultimo dia 

de eutanásia de cada experimento. No experimento 01, que se refere aos animais Balb/c, 

C57bBlack/6 e Swiss, foram possíveis relatar, para os animais da linhagem Balb/c, dois óbitos 

(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 óbitos nos 

dias 04, 10, 12 e 13 dos animais C57Black/6-KO-ON (Figura 02). 

 

3.2 Avaliação Morfológica 

 

A avaliação morfológica foi estimada em relação ao surgimento de granulomas, bem 

como em relação aos locais onde sucederam a sua ocorrência. Além disso, foi realizada uma 

avaliação referente ao peso do baço.    

No experimento 01 os animais Balb/c apresentaram granulomas com 30 dias (02 animais 

em relação 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 fígado e 02 no tecido 

subcutâneo (tabela 01 e 02). No experimento 02 foi possível 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 fígado e 01 na musculatura do diafragma, 

perfazendo ao total 11 granulomas. Nos C57Black/6-KO-INF-γ pode-se assinalar a presença 

de granulomas em todos os animais avaliados no dia14 (05/05), envolvendo 14 linfonodos, 01 

fígado, 02 rins, 01 pulmão e 03 subcutâneos, em um total de 21 granulomas (tabela 03 e 04). 

Os valores encontrados referentes à relação entre o peso corporal e o peso do baço dos 

animais do primeiro experimento estão apresentados na figura 03, onde a comparação entre os 

dias da infecção com o grupo controle, caracterizado pela união de todos os animais controles 

eutanasiados com 07, 30, 60 e 120 dias, realizada por Kruskal-Wallis, revelou diferença 

estatisticamente significativa (p = 0,0209) apenas no grupo Balb/c. Neste grupo, a 

comparação das médias entre os dias apresentou a seguinte relação: 120d = 60d > Grupo 

Controle (GC) = 07d = 30d. Na figura 04 são avaliados os resultados referentes ao segundo 

experimento, em que os animais C57Black/6-OK-INFγ apresentaram diferença com p = 
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0,0066, e na avaliação pós-teste revelou a seguinte relação: 14d > GC. As médias aritméticas 

com os desvios padrões (X ± SD) de cada grupo pesquisado encontram-se no apêndice A 

 

3.3 Avaliação da Resposta Imune 

 

Para a caracterização da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos 

estudadas nesta análise foram avaliadas a resposta imune inata, com a determinação da 

quantidade total, bem como o diferencial, de células da cavidade peritoneal e as produções de 

citocinas por estas células. Assim como a imunofenotipagem para CD4
+
 e CD8

+
 e as citocinas 

produzidas no macerado do baço. Todas as médias aritméticas com os respectivos desvios 

padrões (X ± SD) dos dados que se seguem estão disponíveis no apêndice A 

 

3.3.1 Avaliação da Resposta Imune Inata 

 

A avaliação da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificação total e 

diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal após a eutanásia dos animais. A 

Figura 05 representa os valores encontrados da quantificação total referentes ao experimento 

01, no qual é possível notar a diferença estatística significativa nos animais Balb/c, com p = 

0,0084 e a seguinte relação pós-teste: 07d> GC = 30d; 30d < 60d = 120d. Já para os animais 

C57Black/6 foi possível observar p = 0,0228, e a seguinte relação: 120d> GC = 07d = 30d.  

Os valores relacionados com o diferencial destes grupos apresentaram, na avaliação 

por Kruskal-Wallis, os seguintes valores estatísticos para a linhagem Balb/c: Macrófagos (p = 

0,0087), tendo como pós-teste a relação:07d = 120d > GC = 30d; Linfócitos (p = 0,0288), 

apresentando: GC = 07d = 120d = 60d < 30d e Neutrófilos (p = 0,0006), com pós-teste: 07d > 

GC, 30d, 60d, 120d e 120d > GC = 60d; 30d >60d. Para os animais da linhagem C57Black/6, 

os valores estatísticos encontrados foram para Linfócitos (p = 0,0015), e relação: GC = 60d = 

120d > 07d = 30d e os Neutrófilos (p = 0,0005), e pós-teste: 07d = 30d > GC = 60d = 120d. Já 

a linhagem Swiss não apresentou diferença significativa entre o grupo (Figura 06).  

Ao ser avaliada a quantificação total das células peritoneais do experimento 02, com 

os animais C57Black/6 selvagem e knockout, foi encontrado, nos animais C57Black/6-OK-

ON (p = 0,0327) e relação: 07d> GC; C57Black/6-OK-INF-γ (p = 0,0059) e pós-teste: 07d > 

14d > GC e em C57Black/6-OK-IL-10 (p = 0,0444), tendo 14d > 07d (Figura 07).  
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Na figura 08 é visto o diferencial referente ao experimento 02, nela é possível atentar para 

os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutrófilos (p = 0,0031) onde 14d > 07d > 

GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrófilos (p = 0,0266) com 07d > GC; os animais 

C57Black/6-OK-INFγ para os macrófagos (p = 0,0052) sendo o 07d > 14d > GC, linfócitos (p 

= 0,0110) onde 07d > 14d = GC, e os neutrófilos (p = 0,0031) e o 07d > 14d > GC; para o 

grupo C57Black/6- OK-IL-10 os neutrófilos com (p = 0,0039), tendo o 14d > 07d > GC. 

 

3.3.1.1 Avaliação da produção de Citocinas por Células Aderentes 

 

As células da cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 foram cultivadas com 

o intuito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes após o estimulo com 

antígenos secretados ou com a bactéria T1 viva. 

Na figura 09 é demonstrado os resultados alcançados quando células dos 

camundongos C57Black/6 selvagens foram cultivadas com 40µg/ml de antígenos secretados 

da bactéria T1. É possível observar uma diferença estatística, através do teste de Kruskal-

Wallis, na produção das seguintes citocinas: IL-1α (p = 0,0050), e o pós-teste realizado pelo 

teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que 

foram estimuladas com os antígenos da T1, no grupo infectado possui p = 0,0119; IL-2 (p = 

0,0048), onde no pós-teste o grupo controle apresentou um p = 0,0265, e o grupo infectado 

um p = 0,0178); IL-6 (p = 0,0271) com pós-teste para o grupo infectado com p = 0,0119; IL-

10 (p = 0,0041) onde a relação das células que receberam apenas meio ou receberam os 

antígenos secretados do grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo infectado p = 

0,0119; INF-γ (p = 0,0267) e pós-teste para o grupo infectado com p = 0,0459 e a citocina 

TNF-α (p = 0,0133) apresentando no pós-teste para o grupo infectado um p = 0,0097. Não foi 

observada a produção da citocina IL-17 e nem uma diferença estatística para as células 

estimuladas com os antígenos para a GM-CSF. 

Ao se avaliar as culturas das células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-INF-γ e 

KO-IL-10 é possível detectar a produção das citocinas: TNF-α para os animais C57Black/6 

selvagem (p = 0,0347) e pós-teste no grupo infectado com p = 0,0294, para o grupo 

C57Black/6-KO-INF-γ (p = 0,0168) com pós-teste no grupo infectado de p = 0,0119 e a 

produção da citocina GM-CSF para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,02680) no grupo 

infectado, com p= 0,097. Não foi observada uma diferença estatística significativa ao se 

analisar as citocinas: IL-1α, INF-γ, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 (Figura 10). 
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A avaliação da infecção/fagocitose foi confirmada pela visualização de macrófagos com 

vacúolos intracelulares e presença de bactérias no citoplasma (Figura 11) 

 

3.3.2 Avaliação da Resposta Imune Adaptativa 

 

As médias de intensidade de fluorescência (MIF) são 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 

diferença estatística, com p = 0,0393, pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando a seguinte 

relação: GC = 60d = 120d > 07d = 30d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os animais 

Swiss com p = 0,0056, e pós-teste revelando que: 60d > GC = 07d = 30d = 120d. Para o MIF 

de CD8 neste mesmo experimento foi possível detectar uma diferença estatística nos animais 

Swiss, onde 60d > GC = 07d = 30d. 

O MIF da expressão de CD4 nos animais do segundo experimento apresentaram 

diferença no grupo C57Black/6 selvagem (p = 0,0159) tendo o 07d > 14d = GC. O MIF para 

CD8 não apresentou diferenças estatísticas nos grupos analisados (Figura 13). 

Para a análise da produção das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17), citocinas anti-inflamatórias e Th2 (IL-10, 

IL-13, IL-4 e IL-5), e citocinas relacionadas ao direcionamento do perfil Th1 e Th2 dos 

linfócitos T (IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27). No primeiro experimento é possível observar uma 

diferença estatística entre as produções de TNF-α do grupo Swiss (p = 0,0339), com 60d< GC 

e da IL-1α para os animais Balb/c (p = 0,0177), revelando: GC = 07d < 60d, e para 

C57Black/6 (p = 0,0355), mostrando que 07d = 30d > GC. Não foi possível detectar 

diferenças para IL-6, INF-γ e IL-17 (figura 14). Apresentaram diferença estatística também a 

citocina IL-10, no grupo Swiss (p = 0,0443), apresentando no pós-teste: 60d< GC = 07d e a 

IL-5 para os animais C57Black/6 com p = 0,0361 e revelando, no pós-teste, a seguinte 

relação: 60d > GC = 30d = 120d. Não foi detectada diferença para as citocinas IL-13 e IL-4 

(figura 15). Já para o ultimo grupo das citocinas (IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27), apenas a IL-27 

apresentou diferença 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 possível perceber uma diferença na produção da citocina IL-1α, 

pelos animais C57Black/6-KO-INFγ (p = 0,0236), revelando que 07d>14d = GC (figura 17). 

A citocina IL-13 apresentou diferença para o grupo de animais C57Black/6 selvagem, com p 

= 0,0188, tendo o 14d = GC > 07d. Não foi observado diferenças para IL-10, IL-4 e IL-5 
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(figura 18). A citocina IL-21 apresentou diferença significativa (p = 0,0203) para o grupo 

C57Black/6-KO-INFγ, revelando, no pós-teste, que 14d< GC, já a citocina IL-22, no grupo 

C57Black/6 selvagem, apresentou p = 0,0329, tendo 14d > 07d = GC (figura 19).  

 

4. Discussão 

 

Com vistas na caracterização do perfil imunológico após infecção 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-γ e IL-10, durante o percurso da infecção com uma 

linhagem atenuada de C. pseudotuberculosis, denominada T1. 

Esta estirpe foi considerada atenuada pela diferença estabelecida na infecção ao ser 

comparada com outras linhagens da bactéria também isoladas de caprinos naturalmente 

infectados, onde a linhagem T1 apresentava uma infecção mais branda em modelo murino 

(VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010). Como também, no modelo caprino, uma vez 

que, a avaliação da resposta imune humoral (produção de IgG especifica) e celular (produção 

de INF-γ) não foram detectadas após a inoculação de 2x10
6
 UFC (MOURA-COSTA et al., 

2007), ou 2x10
5
 e 2x10

7
UFC (LIMA, 2009) desta bactéria.  

Os objetivos destes estudos estavam na tentativa de tipificar esta linhagem (T1) como 

candidata para a produção de uma vacina viva atenuada (vacinas de primeira geração). Porem, 

estudos utilizando 8x10
4
 UFC em camundongos Balb/c (SIMMONS et al., 1997) e 1x10

6
 ou 

1x10
8
 em ovinos (SIMMONS et al., 1998) de mutante do gene aroQ de C. 

pseudotuberculosis, observam que estes mutantes são 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 responsável por codificar uma enzima do tipo 3-

dehidroquinase que esta envolvida com a biossíntese de aminoácidos aromáticos da bactéria. 

Desta forma, um candidato para ser utilizado como vacina atenuada deve permanecer no 

animal o tempo necessário para estimular o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva, 

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

Um dos parâmetros para caracterizar a infecção de camundongos pelo C. 

pseudotuberculosis é a determinação da curva de mortalidade, uma vez que se trata de um 
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microrganismo que estabelece uma infeção crônica, sendo assim, para a avaliação dos 

aspectos da infecção entre a bactéria e o hospedeiro, é necessária a utilização de uma dose que 

permita o estabelecimento da doença de forma crônica. No presente trabalho, utilizando 1x10
7
 

de T1, foi observado óbito nas linhagens Balb/c (dois animais) e Swiss (três animais) ao se 

avaliar a infecção durante 120 dias. Em compensação, os animais C57Black/6 selvagem 

demonstraram uma maior resistência à infecção, uma vez que, não foi observado óbito em 

nenhum animal desta linhagem. Estes dados, relacionados com a sensibilidade da infecção em 

animais Balb/c e Swiss, corroboram com os resultados encontrados por Pinho e colaboradores 

(2009) que avaliando a proteção desenvolvida por um candidato a vacina (proteína 

recombinante rHSp60) em camundongos Balb/c ao infectar, tanto o grupo controle como o 

grupo de animais vacinados, com 1x10
6
UFC de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal, 

necessitou eutanásiar os cinco animais do grupo controle em três dias de infecção devido à 

morbidade apresentada por este grupo, e o grupo vacinado apresentou mortalidade de 100% 

no 11° dia pós-infecção. Nos experimentos de Simmons e colaboradores (1997), também 

avaliando camundongos Balb/c estabelecem a concentração de 1x10
6 

UFC como sendo a 

máxima tolerada por esta linhagem. Os animais Swiss foram analisados após a infecção com 

2x10
8 

UFC de diferentes linhagens de C. ulcerans que apresentaram 50%, 53% ou 70% de 

animais mortos com 30 dias após a infecção (DIAS et al., 2011). Ademais, estes resultados 

fortalecem o entendimento da atenuação natural da bactéria T1, uma vez que mesmo com uma 

infecção de 1x10
7
, foram registrados poucos óbitos. 

Todavia, ao se avaliar a capacidade de promover uma infecção letal nos animais 

C57Black/6 selvagens e knockout para ON, INF-γ e IL-10 foi identificado que apenas a 

ausência do óxido nítrico promovia uma mortalidade nos animais (quatro dos cinco 

estudados) com 14 dias de infecção, período em que todos os animais foram eutanasiados para 

avaliação da resposta imune. Simmons e colaboradores (1997) avaliando camundongos 

knockout para o receptor do INF-γ infectados 1x10
4 

UFC de C. pseudotuberculosis, tanto com 

uma linhagem virulenta quanto com linhagens modificadas geneticamente, não observaram 

diferenças entre os animais selvagens e knockout em relação à mortalidade, entretanto nos 

animais knockout foram recuperadas mais bactérias no fígado e no baço. Este resultado é 

similar ao aqui apresentado, uma vez que, também não foram observados óbitos nos animais 

knockout para INF- γ, entretanto foi observado um grande número de granulomas distribuídos 

em diversos órgãos, incluindo o aumento significativo do peso do baço. 
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Por outro lado, em animais knockout para o INF-γ ou para a citocina IL-12 infectados 

com 1x10
6 

UFC de Brucella abortus ocorreram óbitos precoces ao se comparar com os 

animais selvagens, principalmente dos knockout para o INF-γ onde os quais morreram com 16 

dias de infecção, enquanto que os selvagens sobreviveram por mais de 50 dias (BRANDÃO et 

al., 2012). Resultados similares foram identificados com a Bordetella pertussis (MAHON et 

al., 1997), como também em animais knockout para a linfotoxina α e para o TNF desafiados 

com Mycobacterium tuberculosis (BEAN, et al., 1999; ROACH, et al., 2001; ALLIE, et al., 

2010). Esta diferença entre o grau de letalidade observado quando animais knockout para 

citocinas relacionadas com uma resposta celular são infectados com bactérias intracelulares 

pode estar ancorada em características individuais dos patógenos estudados, ademais, os 

óbitos encontrados por estes autores foram constatados a partir do 16° dia, enquanto que os 

animais deste presente estudo foram eutanasiados com 14 dias após a infecção. 

Jesse e colaboradores (2011), avaliando as alterações histopatológicas de 15 

camundongos infectados, por via peritoneal, com 1x10
9 

UFC de C. pseudotuberculosis, 

descrevem que os achados histológicos dos órgãos viscerais são semelhantes às alterações 

histopatológicas das ovelhas naturalmente infectadas. Deste modo, ao se avaliar a formação 

dos granulomas em caprinos experimentalmente infectados, é possível observar numerosos, 

entretanto pequenos, piogranulomas logo após a infecção, que coalescem dando origem a 

grandes áreas focais purulentas nos linfonodos drenantes (WILLIAMSON, 2001; MEYER et 

al., 2005; FONTAINE, et al. 2006). A bactéria então pode utilizar tanto a via linfática quanto 

a hemática para a dispersão, livre ou no interior dos fagócitos, atingindo outros órgãos como 

pulmão, fígado e rins, determinando assim a forma visceral grave da doença 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 utilização da via sanguínea por 

diferentes microrganismos para a disseminação acaba por envolver diretamente o baço 

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 localizações 

anatômicas, acometendo principalmente os linfonodos, enquanto que os animais C57Black/6 

não evidenciaram alterações durante os 120 dias de avaliação. Como também, foi possível 

relatar um comprometimento do baço (esplenomegalia) nos animais Balb/c, enquanto que o 

C57Black/6 não demonstrou alteração nenhuma.  
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A avaliação do surgimento dos granulomas, bem como seus locais de acometimento, e 

o tamanho do baço nos animais knockout demonstram a importância do óxido nítrico no 

processo de destruição de microrganismos internalizados por células fagocíticas, e da citocina 

INF-γ que atua ativando estas células, uma vez que estes animais demonstraram uma alta 

ocorrência e distribuição destes granulomas no início do processo infeccioso (07 e 14 dias) e 

um aumento significativo do tamanho do baço. A ausência de mecanismos relacionados com 

a contenção de microrganismos intracelulares promove uma maior dispersão destes pelo 

hospedeiro, comprometendo, desta forma, principalmente o baço 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 não foi 

identificado nem mortalidade e nem alterações morfológicas, relacionadas ao surgimento de 

granulomas ou variações no peso do baço. Estes dados estão de acordo com a literatura, uma 

vez que, macrófagos dos animais knockout para a IL-10 produzem mais IL-12 (NARUSE et 

al, 2011), além de aumentar a produção de INF-γ, correlacionado com o perfil Th1, como 

também consegue eliminar de forma mais eficiente microrganismos intracelulares, sem a 

necessidade da formação de granulomas (YANG et al, 1999; SHIBATA et al., 2001). 

Nos pequenos ruminantes é observado que poucas horas após a infecção com C. 

pseudotuberculosis ocorre um influxo de neutrófilos para o local da infecção precedido pelos 

macrófagos e linfócitos. Após três dias, os neutrófilos não são mais encontrados ficando sobre 

a responsabilidade dos macrófagos e o envolvimento da resposta imune adaptativa, 

relacionados aos linfócitos, a tentativa de conter o microrganismo e promover então a 

formação dos granulomas em uma tentativa de diminuir a disseminação (PEPIN et al., 1992; 

PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al., 1994b). O envolvimento da resposta imune celular, 

iniciando com a presença de neutrófilos e macrófagos e posteriormente com linfócitos foram 

caracterizados em modelo murino (JOLLY, 1965a; JOLLY, 1965b; LANN et al., 1999; 

LANN et al., 1998).  

Desta maneira, a demonstração do direcionamento celular para o local da infecção, 

aqui caracterizado pela cavidade peritoneal, também foi visto no presente trabalho. 

Entretanto, observa-se características distintas entre as linhagens, uma vez que nos animais 

Balb/c rapidamente ocorre uma elevação na quantidade total das células (07° dia), seguido por 

uma queda com 30 dias e mais uma elevação com 60 dias que persiste até 120 dias; nos 
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animais C57Black/6 a intensificação das células só é significativa a partir de 60 dias 

mantendo-se até 120 dias. Este fato pode estar relacionado com as características opostas do 

perfil da resposta imune, uma vez que os animais C57Black/6 demonstram-se ser mais 

resistentes a esta bactéria, já que não foram observados óbitos e nem alterações morfológicas 

(formação 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 infecção, os resultados aqui apresentados 

discordam em parte da literatura apresentada. Uma vez que mesmo sendo os neutrófilos e 

macrófagos as primeiras células que chegam ao local da infecção, os neutrófilos permanecem 

elevados na cavidade peritoneal após sete dias da infecção (ponto que corresponde ao maior 

influxo destas células) e mesmo apresentando uma variação nos demais pontos estudados 

estas células ainda podem ser encontradas em valores mais elevados que o grupo controle 

com 120 dias após a infecção nos animais Balb/c. Este dado pode estar relacionado a 

persistência deste microrganismo nesta região, já que esta linhagem de camundongo mostrou 

ser mais susceptível.  

Nos animais C57Black/6 os neutrófilos, mesmo tendo uma quantidade menor que nos 

animais Balb/c, ainda são identificados com sete dias e permanecem elevados aos 30° dia, e 

logo após voltando aos valores basais. Na avaliação dos macrófagos os valores não se 

modificam para os C57Black/6, entretanto nos animais Balb/c seguem o mesmo perfil dos 

neutrófilos, com aumento com sete dias e 120 dias. Já para os linfócitos é observada uma 

diminuição com 30 dias nos animais Balb/c e para os animais C57Black/6 esta diminuição 

também é identificada aos 07 e 30 dias. A diminuição de linfócitos na cavidade peritoneal 

também foi identificada após infecção com Tripanosoma cruzi, está diminuição estava 

relacionada a um direcionamento na produção de células plasmáticas ao invés das células B-1, 

que são encontradas principalmente na cavidade peritoneal (MINOPRIO et al., 1989; 

MERINO et al., 2010). Logo, a infecção estabelecida neste experimento também pode 

interferir, de forma diferenciada, nas linhagens de camundongos estudados, nas quais o 

intervalo da diminuição dos linfócitos na linhagem C57Black/6 corresponde ao intervalo do 

aumento nos neutrófilos.   

O que poderia justificar esta discrepância entre os resultados são as características 

peculiares do local da infecção, uma vez que a avaliação da dinâmica celular, disponível na 

literatura, está relatada com a infecção ocorrendo por via cutânea ou respiratória (PEPIN et 



47 

 

 

 

al., 1992; PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al., 1994b). A cavidade peritoneal, local da infecção 

realizada neste estudo, possui um agrupamento celular residente distinto, que possivelmente 

interage e interfere diretamente em infecções iniciadas neste local. Ghosn (2008), utilizando a 

citometria de fluxo, descreve as células naturalmente residentes nas seguintes proporções: 

30% são macrófagos, 55% de linfócitos da subpopulação B-1 e o restante são células NK, 

linfócitos T, eosinófilos, neutrófilos e mastócitos. Ademais, Conlan & North (1994) relatam 

que a infecção por Listeria monocytogenes é exacerbada no fígado quando os neutrófilos são 

bloqueados por anticorpos RB6-8C5, fato este que não é visto nem no baço e nem na cavidade 

peritoneal, demonstrando assim que estas células podem ter importâncias diferentes a 

depender do local da infecção.  

Já para nos animais knockout são observados um direcionamento elevado de células 

para o local da infecção nas linhagens KO-ON e KO-INF-γ, que também apresentam um 

aumento exorbitante de neutrófilos no percurso da infecção. Este fato é similar ao encontrado 

na literatura durante a infecção de M. tuberculosis em animais knockout para TNF que revela 

um infiltrado neutrofilico intenso, além de uma desorganização local dos granulomas (BEAN, 

et al., 1999). No presente estudo, a avaliação histopatológica dos granulomas formados nestes 

animais não foi realizada, entretanto o aumento dos macrófagos e linfócitos nos animais 

C57Black/6-KO-INF-γ, encontrados neste experimento, não foram capazes de conter o 

microrganismo levando ao surgimento de vários granulomas pelo corpo do animal. Mahon e 

colaboradores (1997) relatam que a ausência do INF-γ interfere diretamente na disseminação 

de Bordetella pertussis pelo organismo do animal.   

A fagocitose é o mecanismo de maior importância da imunidade natural contra 

microrganismos intracelulares, neste processo o óxido nítrico é uma das principais 

ferramentas, que é regulado pela citocina INF-γ (NORTH, 1978; NORMAN et al., 2008). 

Entretanto, bactérias intracelulares patogênicas que são resistentes à degradação dentro dos 

fagócitos, tendem a causar infecções crônicas, difíceis de serem erradicadas, promovendo a 

morte destas células. Pacheco e colaboradores (2012) demonstraram que a ausência de óxido 

nítrico promove a morte in vitro de macrófagos infectados com C. pseudotuberculosis. Os 

dados aqui apresentados descrevem um aumento significativo no número de macrófagos 

apenas nos animais KO-INF-γ que não é presente para os camundongos KO-ON, mesmo 

apresentando similaridades na quantidade total de células direcionadas para a cavidade e na 

quantidade especifica de neutrófilos nestas duas linhagens de camundongo, demonstrando, 

desta forma, uma possível fragilidade destes macrófagos 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, constituídas principalmente de macrófagos, células dendríticas e linfócitos B1, 

quando estimuladas em cultura com antígenos secretados de C. pseudotuberculosis, 

apresentassem uma produção de citocinas pró-inflamatórias importantes para a eliminação de 

microrganismos intracelulares, uma vez que esta linhagem vem demonstrando uma resistência 

a esta bactéria. Desta forma, foi possível identificar a produção das citocinas IL-1α, IL-2, IL-

6, INF-γ e Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-α).  

O TNF-α e a citocina IL-1α atuam aumentando a permeabilidade vascular 

promovendo um recrutamento de células da resposta imune, além de promover a ativação 

destas células. O INF-γ também atua ativando principalmente os macrófagos induzindo a 

expressão de moléculas apresentadoras de antígenos - MHC de classe I e II, sendo a sua 

produção estimulada principalmente pela IL-12 (NOLL et al., 1996; PERRY el al, 1997; 

ALLIE et al., 2009; BRANDÃO et al, 2011; DIAS et al., 2011). Outra citocina pró-

inflamatória importante é a IL-6, principalmente por estimular a produção de proteínas de fase 

aguda pelos hepatócitos e estimular a produção de neutrófilos (APPELBERG et al.,1994; 

LEAL et al., 1999; DIAS et al., 2011), como também a citocina IL-2, que além da sua ação 

em estimular a proliferação dos linfócitos, atua aumentando a ação citolítica das células NK 

(LEAL et al., 1999; CREVEL et al., 2002). A atuação destas citocinas, promovendo o 

recrutamento, ativação e aumentando a eficácia de células da resposta imune provavelmente 

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

Além da produção destas citocinas pró-inflamatórias foi possível observar também o 

aumento da IL-10, citocina considerada do perfil Th3 que tem uma ação anti-inflamatória 

promovendo uma inibição da produção de TNF-α, INF-γ e IL-12, além de diminuir a 

expressão de moléculas co-estimuladores e moléculas MHC da classe II nos macrófagos e 

células dendríticas, regulando a resposta imune (BOUSSIOTIS et al., 2000; DE LA 

BARRERA et al., 2004; PINHO et al., 2009). Desta forma, esta produção pode ser a 

responsável, in vivo, por não ser observado um aumento considerado na quantidade de células 

atraídas para a cavidade peritoneal durante a infecção nestes animais, entretanto as células que 

estavam presentes provavelmente puderam ser ativadas pelo grupo de citocinas pró-

inflamatórias presentes atuando diretamente neste microrganismo. 

A citocina IL-17 não foi produzida de forma detectável, e o Fator Estimulante de 

Colônia de Macrófagos e Granulócitos (GM-CSF) não apresentou diferença entre as células 
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estimuladas apenas com meio e as que receberam antígenos secretados. A IL-17 poderia 

contribuir no controle de bactérias intracelulares por atuar no recrutamento de neutrófilos e de 

células T do perfil Th1 (KHADER et al., 2005; KHADER et al., 2007; UMEMURA et al., 

2007; BAI et al, 2009). O GM-CSF, além de promover a maturação de células da medula 

óssea para aumentar a produção de leucócitos, pode atuar na ativação de neutrófilos e 

macrófagos (ZHAN, et al., 1998; TANTAWICHIEN, 1996). 

Embora a estimulação pelos antígenos secretados da bactéria tenha promovido a 

produção de varias citocinas pró-inflamatórias e da IL-10, in vitro, ao se avaliar a produção 

destas mesmas citocinas em cultura na presença da bactéria viável (na proporção de 1:5), nos 

animais C57Black/6 selvagem e knockout, não foram observados os mesmos resultados. 

Apenas ocorreu uma produção estatisticamente significativa para as citocinas TNF-α nos 

animais selvagens e KO-INFγ, e da citocina GM-CSF para KO-IL-10. O intuito deste ensaio 

estava relacionado com a avaliação da capacidade que antígenos presentes na parede 

bacteriana teriam em estimular ou inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias. Desta 

forma, os resultados aqui apresentados, referidos a não produção destas citocinas, poderiam 

estar correlacionados com a quantidade de bactérias co-cultivada, entretanto experimentos 

utilizando macrófagos de animais CBA estimulados com tioglicolato e cultivados com a 

mesma proporção apresentaram produções de INF-γ, IL-1α e IL-6 em níveis detectáveis (Silva 

e colaboradores, dados não publicados).  Ademais, já foi demonstrado na literatura que 

antígenos somáticos de C. pseudotuberculosis podem estar contribuindo para uma diminuição 

da resposta imune, principalmente por diminuir a produção de INF-γ e estimular a citocina IL-

10 (REGIS, 2001; MEYER et al., 2005; SILVA, 2010). A elevação na citocina TNF-α poderia 

estar relacionada com a secreção por parte destas bactérias de antígenos solúveis, e como está 

citocina é uma das primeiras a serem produzidas necessitariam de quantidades menores de 

proteínas secretadas pelas bactérias. 

A avaliação da fagocitose e/ou invasão pela bactéria foi avaliada por meio da 

visualização deste microrganismo dentro das células, uma vez que foi relatado que, além da 

realização da fagocitose por células fagociticas, a C. pseudotuberculosis pode aderir e invadir 

células não fagocíticas, e desta forma, atuar na manutenção deste microrganismo no 

hospedeiro (VALDIVIA et al., 2012). 

A resposta imune esperada contra patógenos intracelulares facultativos envolvem as 

células T CD4
+
, da subpopulação Th1, com produção principalmente de INF-γ e ativação de 
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células fagocíticas; enquanto que linfócitos T CD8
+
 estão envolvidos tanto na produção de 

mais INF-γ, como também na identificação e eliminação de células infectadas (ZHAN & 

CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al., 2004; 

MATHURIN et al., 2009; BRANDÃO et al., 2012). Neste sentido, a avaliação da proporção 

de células T CD4
+
 e T CD8

+
, através da imunofenotipagem, como também a definição do 

grupo de citocinas produzidas no momento da eutanásia, e assim definir a ou as subpopulações 

encontradas, torna-se um valioso instrumento. 

Para tanto, foi identificada uma diminuição na intensidade de fluorescência das células T 

CD4
+
 nos animais Balb/c; ao passo que foi observado uma constância, e de maneira geral, 

valores mais elevados na linhagem C57Black/6; enquanto que nos animais Swiss os valores 

estão baixos sendo relatado um aumento apenas com 60 e 120 dias da infecção. Enquanto que 

para as células T CD8
+
 foi encontrado nos animais Swiss um aumento destas células, também, 

com 60 e 120 dias. 

Esta diminuição das células T CD4
+
 pode estar relacionada com uma maior 

susceptibilidade e cronicidade da infecção com C. pseudotuberculosis nos animais Balb/c, 

uma vez que é relatado na literatura, em estudos com a Brucella abortus, o envolvimento de 

células T CD4
+
CD25

+
 - células regulatórias - agindo diretamente limitando a eficácia de 

células T CD4
+
, levando, com isso, a uma diminuição da produção de INF-γ nos animais 

Balb/c, que também é considerada susceptível a infecção por B. abortus, favorecendo a 

manutenção e progressão da infecção por esta bactéria (PASQUALI et al., 2010). Ademais, 

foi relatado que a Yersinia pseudotuberculosis, pode reduzir a expressão de moléculas 

apresentadoras de antígenos – MHC, de classe II, além de moléculas co-estimulatorias, de 

células dendríticas principalmente dos animais Balb/c em comparação com C57Black/6 

(TANSINI et al., 2012), fato este que pode interferir no processo de ativação e proliferação de 

linfócitos T, e desta forma, contribuir para uma diminuição celular. 

Já o aumento da intensidade de fluorescência de CD8
+ 

visto nos animais C57Black/6 

selvagem, que vem demonstrando ser mais resistentes a este microrganismo, pode demonstrar 

a importância desta célula no controle de infecções com bactérias intracelulares através da 

produção de citocina INF-γ 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 elevação destas células principalmente nos 

animais C57Black/6-KO-IL-10, uma vez que animais knockout para esta citocina, quando 

infectados com Chlamydia trachomatis apresentaram maiores produções de células T CD4
+
 

(YANG et al, 1999), fato este não observado no presente trabalho, este resultado poderia esta 

relacionado a uma eficiente eliminação do microrganismo devido a uma maior aptidão das 

células fagocíticas em eliminar este patógeno (SHIBATA et al., 2001; NARUSE et al, 2011).  

De certo, as avaliações da produção de citocinas são importantes na caracterização de 

uma resposta imune frente a um patógeno. Sendo assim, a estimativa da produção das 

citocinas IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-

α, foram mensuradas no sobrenadante do homogenato do baço. O principal objetivo foi 

identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baço) e/ou de forma sistêmica no 

momento da eutanásia dos animais durante o percurso da infecção. Este procedimento já foi 

descrito, demonstrando variações estatisticamente significativas, para a avaliação de citocinas 

do homogenato de baço (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 pulmão (CAMPBELL et al., 2006).  

Estas citocinas foram divididas em grupos, relacionadas com as principais funções. Para 

as citocinas pró-inflamatórias, constituídas pelas citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17, 

foi identificado um aumento gradual da citocina IL-1α, 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-α, nos 

animais Swiss, apresenta uma diferença estatística com uma diminuição da produção, 

enquanto que nos camundongos C57Black/6, que não apresentam diferença estatística, a 

produção não se altera. A presença de IL-1α nos animais Balb/c podem estar contribuindo com 

a formação dos granulomas identificados nesta linhagem, uma vez que foi descrito na 

literatura que esta citocina poderia promover a indução da proliferação de fibroblastos, 

estimulando a deposição de colágeno, importantes na formação 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 diminuição da produção de IL-10 nos animais Swiss com 60 dias pós-

infecção, entretanto esta diminuição não estava acompanhada de um aumento na produção de 
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citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e a IL-6, como descrito por Frediani (2009) ao 

comparar animais Balb/c selvagens com animais deficientes em linfócitos B-1 após estímulo 

com LPS. Ademais, o aumento da produção de IL-10 desencadeia uma inibição da apoptose 

em macrófagos contendo Mycobacterium tuberculosis que, por sua vez, auxilia na dispersão e 

comprometimento do animal (RODRIGUES et al., 2009), mesmo apresentando esta 

diminuição da produção da IL-10, esta linhagem, Swiss, apresentou a maior quantidade de 

granulomas observados (05/17). Para a citocina IL-13, os animais C57Black/6 selvagens, do 

segundo experimento, mostraram uma diminuição no sétimo dia e um retorno ao valores 

basais no 14° dia. Esta citocina esta diretamente relacionada com a resposta da subpopulação 

Th2, principalmente envolvida com resposta para helmintos (WYNN, 2003; PRICE et al, 

2010), entretanto o perfil Th2 pode contribui para a formação/maturação de granulomas, que 

são importantes no controle de microrganismos intracelulares, através do estímulo para a 

produção de fibrinogênio 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 

vêm demonstrando uma relação entre esta citocina e o estabelecimento de granulomas, além 

de contribuir para a eliminação de microrganismos intracelulares como a Leishmania 

donovani (MURRAY et al., 2006; McFARLANE et al., 2011). Já a elevação da citocina IL-5 

nos ponto 07 e 60 dias, foi identificada nos animais C57Black/6, este aumento poderiam esta 

relacionado com a formação de granulomas, uma vez que esta citocina é importante no 

processo de fibrose (REIMAN et al., 2006), entretanto nesta linhagem não foi observado a 

formação de granuloma, logo a produção 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 Th1. 

Nos animais C57Black/6 também foi identificado um aumento da produção de IL-27 

com 120 dias, ao passo que foi observado uma diminuição com 07 e 30 e 60 dias de forma 

gradual para os animais Swiss. Esta citocina esta relacionada com um aumento da proliferação 

e diferenciação das células T CD4
+
 da subpopulação Th1, principalmente por agir de forma 

sinérgica a IL-12 e estimular a proliferação 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 IL-22 é responsável em inibir a produção de IL-4 (WOLK et al., 2002). Este 

contexto sugere que nos animais C57Black/6 selvagens ocorre a produção de um grupo de 

http://www.jleukbio.org/search?author1=Rosa+de+Groot&sortspec=date&submit=Submit
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citocinas que atuam na indução de um perfil Th1, que por sua vez, pode contribuir para a 

maior resistência desta linhagem a infecções com C. pseudotuberculosis.  

Nos animais knockout para INF-γ foi identificado um aumento da citocina IL-1α e uma 

diminuição gradual da citocina IL-21. A elevação da IL-1α pode estar correlacionada com 

uma tentativa de atrair e ativar mais células, uma vez que estas células presentes no sítio da 

infecção demonstram uma dificuldade em eliminar os microrganismos, uma vez que estes 

animais não produzem INF-γ. O INF-y é a principal citocina produzida pelas células do perfil 

Th1, sendo assim a diminuição da produção de IL-21 era esperada, uma vez que, esta citocina 

tem como finalidade aumentar a proliferação de células T, coordenar a diferenciação de 

células B e aumentar a atividade citotóxica de células NK, podendo ainda apresentar efeito 

autócrino na proliferação de células T CD4
+
 e CD8

+
 o que parece aumentar a resposta auxiliar 

Th1 e a atividade de linfócitos T citotóxicos (LEONARD et al., 2005; LI et al., 2005; ZENG 

et al., 2005; LÜTHJE et al., 2011). 

Entretanto, muitas citocinas aqui analisadas apresentaram valores muito baixos, não 

sendo possível caracterizar a dinâmica das produções durante a infecção com estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis, na verdade, a avaliação utilizando outro protocolo, como por exemplo, a 

mensuração em sobrenadante de cultura, deve ser apreciada para melhor 

compreender/relacionar o papel destas citocinas no percurso da infecção, uma vez que foi 

quantificado valores mais expressivos na cultura com antígenos secretados da bactéria do que 

no homogenato do baço em algumas delas.  Como também já foi relatado diferenças na 

produção das citocinas IL-4, IL-10, INF-γ e TNF-α após estímulo em cultura de animais 

infecção com C. pseudotuberculosis (SOUZA, 2009; SILVA, 2010).  

Desta maneira, as avaliações dos resultados aqui apresentados propõem uma 

discrepância entre as linhagens Balb/c, C57Black/6 e Swiss no tipo de resposta imune 

estabelecida durante infecção com C. pseudotuberculosis. Esta diferença entre linhagens de 

camundongos também pode ser relatada para: Brucella abortus (MURPHY et al., 2001), 

Yersinia enterocolitica (AUTENRIETH et al, 1994); Yersinia pseudotuberculosis (TANSINI 

& MEDEIROS, 2009); M. bovis (WERNECK-BARROSO et al., 2000), nestes estudos foi 

possível identificar que animais C57Black/6 são mais resistentes do que os animais da 

linhagem Balb/c. Os dados aqui apresentados também descrevem a linhagem C57Black/6 

como animais mais resistentes a infecção com 10
7
 de T1, uma vez que estes animais não 

apresentaram mortalidade durante 120 dias de estudo, não apresentaram alterações 

http://jem.rupress.org/search?author1=Rong+Zeng&sortspec=date&submit=Submit
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morfológicas, apresentaram um direcionamento celular para o local da infecção, como 

também a produção de citocinas por células fagocíticas compatíveis com uma atuação bem 

sucedida frente a infecções por microrganismos intracelulares. Por outro lado, os animais 

Balb/c demonstraram-se ser mais susceptíveis a infecção principalmente por apresentarem 

mortalidade e alterações morfológicas semelhantes às observadas nos pequenos ruminantes 

naturalmente infectados.   

Esta desigualdade entre as linhagens provavelmente esta relacionada com a diferença 

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 está 

relacionado com uma melhor capacidade de reconhecer moléculas diferentes pelo sistema 

imune em um organismo, entretanto ao se estabelecer linhagens isogênicas 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, os animais Swiss, que são 

heterogênicos, mesmo apresentando alguns resultados que os aproxima dos animais Balb/c - 

apresentando uma susceptibilidade para esta bactéria – evidenciaram uma disparidade entre 

parâmetros analisados no mesmo grupo, e por este motivo não apresentaram, em algumas 

analises, diferenças estatisticamente significativas. Esta dificuldade também é encontrada ao 

avaliar as respostas imunes desenvolvidas nos pequenos ruminantes. Uma possibilidade seria 

trabalhar com grupos maiores nesta linhagem.   

A geração de camundongos knockout, através da deleção de um gene de interesse, 

cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensão a respeito 

do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infecções. 

Neste sentido, o presente trabalho demonstrou a importância/envolvimento do óxido nítrico, 

INF-γ e da citocina IL-10 para a eliminação ou estabelecimento da infecção da bactéria T1, já 

que os animais KO para a citocina IL-10 demonstraram-se ser mais resistentes, não 

apresentando nem mortalidade, nem alterações morfológicas e o perfil tanto da resposta 

imune inata quanto adaptativa estavam relacionados com uma resistência a este cocobacilo. 

Enquanto que os animais KO para ON e para INF-γ demonstraram-se ser mais sensíveis do 

que os animais selvagens, apresentando mortalidade e alterações morfológicas de forma muito 

acentuada. 
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Sendo assim, o presente estudo contribuiu para a compreensão da relação parasito-

hospedeiro, frente à 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 susceptíveis e resistentes, que por sua vez, 

poderão contribuir em avaliações de protocolos de imunização/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 presença de 

granulomas por grupo analisado. 

 

 

Tabela 02. Principais regiões anatômicas acometidas com granulomas nos animais Balb/c, C57Black/6 

e Swiss. 

 

 

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

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

 

 

Tabela 04. Principais Regiões Anatômicas acometidas com granulomas nos animais C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ, C57Black/6-KO-IL-10. 
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Figura 01 - Determinação da curva de mortalidade de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss. 

Foram avaliados, por linhagem, cinco animais infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis e dois animais do grupo controle (GC). Os animais foram avaliados diariamente 

durante 120 dias após a infecção e os óbitos foram registrados. 

 

 

Figura 02 - Determinação da curva de mortalidade de camundongos C57Black/6 selvagem, 

C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Foram avaliados, por 

linhagem, cinco animais infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis e dois animais 

do grupo controle. Os animais foram avaliados diariamente durante 14 dias após a infecção e os óbitos 

foram registrados. 
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Figura 03 – Determinação do peso do Baço 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
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 

07, 30, 60 e 120 dias, onde o peso corporal, seguido pelo do baço, foram obtidos. A relação entre o 

peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela porcentagem que o órgão representava em 

comparação ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A comparação entre os grupos foi 

realizada por Kruskal-Wallis, (p = 0,0209) apenas no grupo Balb/c, que possui a seguinte relação: 120 

d = 60 d > GC = 07 d = 30 d. Os demais grupos não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa. 

 

 

Figura 04 – Determinação do peso do Baço de camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-

ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram 

injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde o peso 

corporal, seguido pelo do baço, foram obtidos. A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi 

determinada pela porcentagem que o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este 

considerado 100%. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, e apenas os 

animais C57Black/6-KO-INFγ apresentaram diferença estatística significativa (p = 0,0066), revelando 

a seguinte relação: 14 d> GC.  
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Figura 05 – Determinação da quantidade leucocitária 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
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram 

avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a quantificação total de células presentes na 

cavidade peritoneal através de um contador automático de células. A comparação entre os grupos foi 

realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa nos 

animais Balb/c, (p = 0,0084), com a seguinte relação: 07 d > GC = 30 d; 30 d < 60 d = 120 d. Para os 

animais C57Black/6 (p = 0,0228), e a seguinte relação: 120 d > GC = 07 d = 30 d. Não foi identificada 

diferença estatística significativa para os animais do grupo Swiss. 

 

 

Figura 06 – Determinação da contagem diferencial dos leucócitos 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
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, 

por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a 

avaliação através de características morfológicas de 200 leucócitos por animal. A comparação entre os 

grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para a linhagem Balb/c: 

Macrófagos (p = 0,0087), tendo como relação – 07 d = 120 d > GC = 30 d; Linfócitos (p = 0,0288), 

apresentando – GC = 07 d = 120 d = 60 d > 30 d e Neutrófilos (p = 0,0006), apresentando a seguinte 

relação: 07 d > GC, 30 d, 60 d, 120 d e 120 d > GC = 60 d; 30 d >60 d. Para os animais da linhagem 

C57Black/6, os Linfócitos (p = 0,0015), e relação: GC = 60 d = 120 d > 07 d = 30 d e os Neutrófilos (p 

= 0,0005), e a seguinte relação: 07 d = 30 d > GC = 60 d = 120 d. Os animais Swiss não apresentaram 

diferença estatística significativa.  
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Figura 07 – Determinação da quantidade leucocitária total nos camundongos C57Black/6selvagem, 

C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem 

estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de 

C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde foi 

realizada a quantificação total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador 

automático de células. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde os 

animais C57Black/6-OK-ON (p = 0,0327) e relação: 07 d > GC. Para os animais C57Black/6-OK-INF-

γ (p = 0,0059) e relação: 07 d> 14 d > GC. Para os camundongos C57Black/6-OK-IL-10 (p = 0,0444), 

tendo 14 d > 07 d.  

 

 

Figura 08 – Determinação da contagem diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos 

camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-

IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou 

infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram 

avaliados após 07 e 14 dias, onde foi realizada a avaliação através de características morfológicas de 

200 leucócitos por animal. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, 

apresentando os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutrófilos (p = 0,0031), onde 14 d > 

07 d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrófilos (p = 0,0266) com 07 d > GC; os 

C57Black/6-OK-INFγ para os macrófagos (p = 0,0052), sendo: 07 d > 14 d > GC, linfócitos (p = 

0,0110), onde 07 d > 14 d = GC, e os neutrófilos (p = 0,0031), onde: 07 d > 14 d > GC; para o grupo 

C57Black/6-OK-IL-10 os neutrófilos (p = 0,0039), tendo: 14 d > 07 d > GC. 
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Figura 09 – Determinação da produção das citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-

2 e IL-17 por células aderentes dos animais C57Black/6 estimuladas com antígeno secretado da 

bactéria T1 (TPP). Os camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou 

infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes 

animais foram avaliados após 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), 

quanto do grupo teste (G-T1) foram cultivadas na presença de apenas meio RPMI ou de 40µg/mL de 

TPP durante 24h. A quantificação foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometria de 

fluxo. É possível observar uma diferença estatística, através do teste de Kruskal-Wallis, na produção 

das seguintes citocinas: IL-1α (p = 0,0050), e o pós-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antígenos 

da T1, no grupo teste possui p = 0,0119; IL-2 (p = 0,0048), onde no pós-teste o grupo controle 

apresentou um p = 0,0265, e o grupo teste um p = 0,0178; IL-6 (p = 0,0271) com pós-teste para o 

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-γ (p = 0,0267) e pós-teste para o grupo teste com p = 0,0459 e a citocina 

TNF-α (p = 0,0133) apresentando no pós-teste para o grupo teste um p = 0,0097. Não foi observada a 

produção da citocina IL-17 e nem uma diferença estatística significativa para as células estimuladas 

com os antígenos para a GM-CSF. 
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Figura 10 – Determinação da produção das citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-

2 e IL-17 por células aderentes dos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10 estimuladas com C. pseudotuberculosis viva. Os camundongos 

C57Black/6foram injetados com salina (grupo controle) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 14 dias, onde 

as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), quanto do grupo teste (GT1) foram cultivadas na 

presença de apenas meio RPMI ou de C. pseudotuberculosis viva (T1), na proporção de (1:5), por 

01h30 min. A quantificação foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometria de fluxo. É 

possível observar uma diferença estatística, através do teste de Kruskal-Wallis, na produção das 

seguintes citocinas: TNF-α para os animais C57black/6 selvagem (p = 0,0347) e pós-teste no grupo 

teste com p = 0,0294, para o grupo C57black/6-KO-INF-γ (p = 0,0168) com pós-teste no grupo teste 

de p = 0,0119 e a produção da citocina GM-CSF para os animais C57black/6-KO-IL-10 (p = 0,02680) 

no grupo teste, com p= 0,097. Não foi observada uma diferença estatística significativa ao se analisar 

as citocinas: IL-1α, INF-γ, 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 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via peritoneal. Estes 

animais foram avaliados após 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), 

quanto do grupo teste (GT1) foram cultivadas na presença de apenas meio RPMI ou de C. 

pseudotuberculosis viva (T1), na proporção de (1:5), por 01h30 min. A seta indica presença da 

bactéria internalizada. 

 

 

Figura 12 – Determinação da média de intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos 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
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

foi realizada a quantificação por citometria de fluxo. A comparação 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 relação: GC = 60 d = 120 d > 07 d = 30 d. Os animais Swiss (p = 0,0056), e 

relação: 60 d> GC = 07 d = 30 d = 120 d. Os animais C57Black/6não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa. Para o MIF de CD8
+
 foi identificado diferença estatisticamente 

significativa apenas para os animais Swiss (p = 0,0070), onde 60 d > GC = 07 d = 30 d.  
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Figura 13 – Determinação da média de intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T 

CD8
+
 dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo 

controle - GC) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. 

Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde foi realizada a quantificação por citometria de 

fluxo. A comparação 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 

relação07d > 14 d = GC. O MIF para CD8
+
 não apresentou diferença estatística significativa em 

nenhum grupo avaliado. 

 

 

Figura 14 – Determinação da produção das citocinas TNF- α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no 

homogenato do baço 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
7
/ml da estirpe T1 de 

C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, 

onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada 

por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa apenas para a 

citocina TNF-α do grupo Swiss (p = 0,0339), com 60 d< GC e da IL-1α 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. Não foi possível detectar diferenças estatísticas significativas para IL-6, INF-γ e IL-17. 
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Figura 15 – Determinação da produção das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço 

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
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por 

Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística 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 

os animais C57Black/6 (p = 0,0361) revelando a seguinte relação: 60 d > GC = 30 d = 120 d. Não foi 

detectada diferença estatística significativa para as citocinas IL-13 e IL-4.  
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Figura 16 – Determinação da produção das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do 

baço 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
7
/ml da estirpe T1 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por 

Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa apenas para a 

citocina IL-27 apresentou diferença 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. Não foi detectada 

diferença estatística significativa para as citocinas IL-02, IL-21 e IL-22.  

 

 

Figura 17 – Determinação da produção das citocinas TNF- α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no 

homogenato do baço dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-

INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina 

(grupo controle - GC) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via 

peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde a quantificação foi realizada por 
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citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível 

identificar uma diferença estatística significativa apenas da citocina IL-1α, para os animais 

C57Black/6-KO-INFγ (p = 0,0236), revelando: 07 d>14 d = GC. Não foi realizada a quantificação da 

citocina INF-γ nos animais C57Black/6-KO-INFγ. Não foi possível detectar diferenças estatísticas 

significativas para TNF-α, IL-6, INF-γ e IL-17. 

 

 

Figura 18 – Determinação da produção das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço 

dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-

KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) 

ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais 

foram avaliados após 07 e 14 dias, onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A 

comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma 

diferença estatística significativa apenas para a citocina IL-13, para o grupo de animais C57Black/6 

selvagem (p = 0,0188), apresentando: 14 d = GC > 07 d. Não foi realizada a quantificação da citocina 

IL-10 para os animais C57Black/6-KO-IL-10. Não foi detectada diferença estatística significativa para 

as citocinas IL-10, IL-5 e IL-4.  
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Figura 19 – Determinação da produção das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do 

baço dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo 

controle - GC) ou infectados com 10
7
/ml da estirpe T1 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. 

Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde a quantificação foi realizada por 

citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível 

identificar uma diferença estatística significativa para a citocina IL-21 para o grupo C57Black/6-KO-

INFγ (p = 0,0203), revelando: 14 d< GC. A citocina IL-22, no grupo C57Black/6 selvagem (p = 

0,0329), tendo 14 d > 07 d = GC. Não foi detectada diferença estatística 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, doença 

infectocontagiosa crônica, responsável por grandes perdas econômicas na caprinocultura. 

Teve como objetivo estudar o perfil da resposta imune estabelecida durante o percurso da 

infecção 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
2
/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 Óxido Nítrico 

(ON), 14 C57Black/6-KO para IFN-γ e 14 C57Black/6-KO para IL-10. Cada linhagem de 

camundongo foi dividida em dois grupos (controle e teste). Após a infecção 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 construção da curva de mortalidade; avaliação morfológica (presença de 

granuloma e peso do baço); avaliação do direcionamento celular para o local da infecção 

(quantidade total e diferencial de células peritoneais); produção das citocinas IL-1α, TNF-α, 

INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17 por células aderentes peritoneais; 

imunofenotipagem (T CD4
+
 e T CD8

+
); bem como a mensuração das citocinas IL-1α, IL-2, 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-α no homogenato do 

baço. Através da avaliação dos resultados obtidos é possível identificar que os animais 

C57Black/6 são mais resistentes, uma vez que estes animais apresentaram direcionamento 

celular para o local da infecção, como também produção de citocinas por células fagocíticas 

compatíveis com uma atuação bem sucedida frente a infecções por microrganismos 

intracelulares facultativos e apresentaram tendência em estabelecer resposta do tipo Th1, com 

produção de INF-γ, IL-22 e IL-27. Por outro lado, os animais Balb/c e Swiss demonstraram 

ser mais susceptíveis a infecção, principalmente por apresentarem uma diminuição das células 

T durante o percurso da infecção apresentando uma dificuldade na produção de citocinas 

relacionadas ao perfil Th1, tão importantes para enfrentar de forma efetiva este 

microrganismo. Além de demonstrar a importância/envolvimento do ON, INF-γ e da IL-10 

para a eliminação ou estabelecimento da infecção, já que os animais KO-IL-10 demonstraram 

ser mais resistentes, enquanto que os animais KO-ON e KO-INF-γ foram mais sensíveis à 

infecção. 

 

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

 

A linfadenite caseosa, doravante (LC), também conhecida como mal do caroço, é uma 

doença infectocontagiosa crônica, que acomete principalmente os pequenos ruminantes 

(caprinos e ovinos), entretanto, pode eventualmente causar linfagite ulcerativa em equinos e 

dermatite ulcerativa em bovinos, búfalos e cervos (BENHAM et al., 1962; BATEY, 1986a; 

BATTEY & TONGE, 1968; CAMERON & MINNAR, 1969; LOPEZ et al., 1966; ZAKI, 

1976). A LC não é considerada uma zoonose, entretanto já foram registrados casos humanos 

relacionados com este microrganismo, geralmente referido a uma exposição ocupacional 

(MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997; LIU et al., 2005).   

É ocasionada por um cocobacilo gram-positivo denominado Corynebacterium 

pseudotuberculosis, microrganismo intracelular facultativo de macrófagos (KIMBERLING, 

1988; PEKELDER, 2000; MEYER et al., 2002; RADOSTITS et al., 2002; ANDERSON, 

RINGS, PUGH, 2005). Esta doença é caracterizada pela formação de lesões granulomatosas, 

que podem acometer tanto regiões superficiais dos animais, principalmente nos gânglios 

linfáticos superficiais, como também órgãos internos como pulmões, baço, rins e fígado 

(KIMBERLING, 1988; BERNABÉ 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 responsável de grandes perdas econômicas, 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 é a responsável por comprometimento do couro, além de poder ocasionar perda de 

peso, desordens reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal), diminuição da produção 

de carne e lã, condenação da carne (NAIRN & ROBERTSON, 1974; AYERS, 1977; 

ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981; EGGLETON et al., 1991; ALONSO et al., 

1992) e diminuição da produção de leite, em virtude da alta prevalência de granulomas 

mamários (BURRELL, 1981). 

A resposta imune adaptativa eficaz contra a infecção por C. pseudotuberculosis está 

relacionada principalmente com as células da subpopulação Th1, que intensifica a atuação do 

IFN-gama produzido nas fases iniciais da infecção promovendo ativação de macrófagos 

infectados e estimulando a produção da enzima óxido nítrico sintetase induzida que catalisa a 
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geração de óxido nítrico (NO), o qual proporciona a destruição dos microrganismos (VALE, 

2000; BURMESTER & PEZZUTO, 2003). 

Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram avanços no entendimento 

da patogênese da C. pseudotuberculosis. As primeiras observações das infecções de 

camundongos com estas bactérias foram realizadas no século XX (WOLFF, 1950), a partir de 

então, os camundongos representam uma importante ferramenta, uma vez que estes animais 

apresentam sinais clínicos, perfil de hemograma e bioquímica sérica, bem como as alterações 

histopatológicas em órgãos viscerais similares aos observados em pequenos ruminantes 

(VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, el. al., 2011). Ademais, a possibilidade 

de realizar a remoção de um gene de interesse nesta espécie, produzindo animais knockout, 

cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensão a respeito 

do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infecções 

(CHORILLI et al. 2007).  

Por este motivo, o presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil da resposta 

imune estabelecida durante o desenvolvimento da infecção de diferentes linhagens de 

camundongos por uma estirpe recentemente coletada de um caprino naturalmente infectado, e 

desta forma estabelecer o padrão de resposta imune em animais susceptíveis e resistentes a 

esta bactéria considerada selvagem. Além disso, este trabalho objetiva também avaliar o 

envolvimento do óxido nítrico, INF-gama e da citocina IL-10 no início do processo 

infeccioso. O estudo destas linhagens com perfil de resposta imune oposto ao serem 

infectadas com este patógeno, permite aprofundar os conhecimentos a respeito da relação 

parasito-hospedeiro, e desta forma contribuir com as pesquisas para o estabelecimento de 

diversos protocolos de controle e tratamento da infecção, visando à modulação da resposta 

imune e consequente produção de vacinas, imunoterapia e kit diagnósticos para este 

microrganismo.  
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

Para a realização da infecção 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 identificação de C. 

pseudotuberculosis caracterizada por PCR multiplex. Entretanto, para a produção de 

antígenos 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 região de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA, 

para o Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências da Saúde, da Universidade 

Federal da Bahia (ICS-UFBA) no ano 2000, onde foi realizada a identificação pelo teste “API 

coryne” (BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França), e após sucessivas culturas em meio 

específico foi considerada atenuada por apresentar hemólise sinérgica com Rhodococcus equi 

menos intensa que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados. A 

partir de então, esta linhagem é mantida, na coleção do Laboratório de Microbiologia do ICS 

– UFBA, sendo utilizada em diversos ensaios laboratoriais por promover uma infecção mais 

branda tanto em caprinos como em camundongos infectados experimentalmente. 

Para a produção das proteínas secretadas (AsT1), quatro litros de cultura da T1 em meio 

de infusão de cérebro e coração - 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 

filtração em membrana de diálise durapore em PVDF de 0,45µm (Millipore, Indústria e 

Comércio LTDA, São Paulo-SP), com o intuito de eliminar as bactérias presentes no meio. 

Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em um procedimento composto por três fases 

(“Three Phase Partitioning” - TPP). Primeiro ocorreu à saturação com 30% de sulfato de 

amônia (VETEC Química Final LTDA – Rio de Janeiro-RJ) a temperatura ambiente, sob leve 

agitação, em seguida o pH fui ajustado para 4.0, e fui acrescentado n-butanol (VETEC 

Química Final LTDA – Rio de Janeiro-RJ) na mesma proporção do volume do meio de 

cultura BHI (04L), seguido de uma agitação vigorosa durante um minuto. Este material então 
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foi mantido em repouso durante uma hora, para promover a precipitação protéica. O 

precipitado foi coletado, com o auxílio de uma pipeta volumétrica, e novamente centrifugado 

a 1350xg durante 10min. e a interface foi coletada e dissolvida em cinco 05 ml de tampão Tris 

20 mM, pH 7,4. Este material foi então submetido à diálise contra Salina Tamponada com 

Fosfato - PBS, pH 7.2, realizada em três banhos de 08 horas a 4°C. Para a determinação 

protéica foi empregado o método de Lowry (Bio-Rad Laboratories Headquarters, Califórnia-

USA). As amostras, antes de serem armazenadas a – 20°C, foram acondicionadas em um saco 

contendo gelo, e foram submetidas à esterilização por exposição à luz ultravioleta durante 15 

min. 

Com a finalidade de promover a infecção, tanto dos animais testados, quanto das células 

aderentes da cavidade peritoneal, a quantificação 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 

solução salina, através de centrifugações 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, à temperatura ambiente.  Nova lavagem foi realizada 

para a remoção dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no 

citômetro 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 concentração bacteriana seguiu o seguinte cálculo: Bactérias 

totais = (N⁰beads eventos bactérias / N⁰ de beads A+B) X N⁰ de Beads por μl.    

 

2.2 Animais 

 

 Para a realização deste experimento foram utilizadas diferentes linhagens de camundongos, 

sendo: da linhagem heterogênea - 28 Swiss; da linhagem isogênica - 28 Balb/c, 35 C57Black/6 

selvagem, 14 C57Black/6 knockout (KO) para Óxido Nítrico (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 os sexos. Os 

animais da linhagem C57Black/6 (selvagem e knockout) foram adquiridos no Biotério da 

Fundação Oswaldo Cruz – RJ; os animais da linhagem Balb/c foram adquiridos pelo Biotério 

do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ-Salvador-BA) e os animais da 
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linhagem Swiss pelo Biotério da Escola de Medicina Veterinária 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 período do experimento, no 

Biotério do Instituto de Ciências da Saúde (ICS-UFBA), sob condições adequadas de 

temperatura (21 ± 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os camundongos foram mantidos com 

alimentação e água ad libitum. 

  Este estudo foi aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n
o
 006/2010. 

 

2.3 Infecção 

 

 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, 

já o grupo C57Black/6 selvagens foram divididos em 10 controles e 25 infectados. Por sua 

vez, os animais C57Black/6 knockout foram agrupados em 04 controles e 10 infectados. Os 

animais foram infectados com a linhagem C57 de C. pseudotuberculosis na concentração de 

10
2
/ml diluídos 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. 

 Após a infecção 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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2.4 Avaliação Morfológica 

 

2.4.1 Presença e Localização de Granuloma 

 

 Em seguida à eutanásia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na 

abertura das cavidades peritoneal e torácica, para a observação da existência de granulomas, 

bem como, do local de sua ocorrência. 

 

2.4.1 Determinação do peso do baço 

 

 Após a eutanásia dos animais, em cada ponto avaliado, o peso corporal, seguido pelo do 

baço, foram obtidos utilizando Balança de precisão (Marte Balança e Aparelhos de Precisão 

LTDA, São Paulo-SP). A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela 

porcentagem que o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este 

considerado 100%.  

 

2.5 Avaliação da Resposta Imune 
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 A avaliação da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos infectados com a 

bactéria C57 de C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relação à resposta imune inata, 

quanto em relação à resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.  

 

2.5.1 Resposta Imune Inata 

 

2.5.1.1  Avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal 

 

 A avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal (local da realização da 

injeção) foi realizada através da quantificação total de células e do diferencial destas. Com 

este intuito, após a eutanásia, procedeu-se a assepsia do abdômen e exposição do peritônio, 

seguidamente, foi injetado, em condições 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. Após definição do volume readquirido, este foi acondicionado 

em microtubos eppendorf, dos quais 40µl foram utilizados para contagem de células totais 

através de um contador automático de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia. 

Equipadora de Laboratórios Modernos, Barueri-SP), 60µl foram utilizados na preparação de 

citoesfregaço, em duplicata, através de centrifugações 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 suspensão foi encaminhada para a 

cultura celular dos animais C57Black/6. 

 As lâminas do citoesfregaço foram coradas utilizando-se para isso uma mistura dos 

corantes hematológicos Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as 

lâminas foram cobertas com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por três (03) minutos, 

seguidamente foi acrescido 20 gotas de água destilada por 12min., finalizando com uma 

lavagem em água corrente. O perfil das células da cavidade foi determinado através de 

características morfológicas de 200 leucócitos por animal, utilizando-se para isso um 

microscópio Biológico binocular modelo L-1000 bac (Bioval, Bauru-SP) em objetiva de 

imersão (aumento de 1000X). 
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2.5.1.2 Avaliação da Produção de Citocinas por Células Aderentes 

 

 Com o propósito de caracterizar as citocinas produzidas por células aderentes após o 

estímulo com antígenos 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 centrifugações 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 automático (Kacil 

Indústria e Comércio LTDA, Recife-PE). Estas foram ajustadas para 2 x 10
5
/ml e incubadas 

em placas de 24 poços, de poliestireno, de fundo chato (Costar Corning Inc., Nova Iorque, 

EUA), a 37°C, em atmosfera úmida com 5% de CO
2
, por 24 horas em incubadora (Costar 

Corning Inc., Nova Iorque, EUA).  

 As células dos animais C57Black/6 selvagens infectados com a linhagem C57 após 14 

dias de infecção e os animais controles dos pontos 14 e 30 (logo 05 animais infectados e 04 

controles) foram estimuladas com antígeno secretado (AsT1), para isso, após 24hr do 

plaqueamento, os poços foram lavados, com o objetivo de remover as células não aderentes, e, 

posteriormente, estimuladas com apenas meio, ou 10µg/mL de Lipopolisacarídeo de 

Escherichia coli-LPS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), referente ao controle positivo, 

ou 40µg/mL do antígeno da linhagem T1de C. pseudotuberculosis. As placas foram incubadas 

por mais 24hr nas mesmas condições anteriores e, depois disso, os sobrenadantes foram 

coletados e estocados a -20°C.  

 Por sua vez, as células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-ON, KO-INF-γ e KO-IL-

10, também referentes ao 14° dia de infecção, foram cultivadas, após a remoção das células 

não aderentes, na proporção de 1:5 (uma célula aderente para cinco bactérias vivas) com C57 

em meio RPMI suplementado, sem a presença de antibiótico. Para isso, bactérias C57 viáveis 

foram quantificadas, como descrito anteriormente, e adicionadas a cultura celular após 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 

construção de citoesfregaço, e assim confirmar a infecção/fagocitose pelo microscópio óptico, 

após coloração com uma mistura dos corantes hematológicos Wright e Giemsa, como descrito 

de anteriormente.  

 As citocinas mensuradas nos sobrenadantes das culturas foram IL-1α, TNF- α, INF-γ, 

GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2, IL-17, produzidas por macrófagos 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 padrões das citocinas avaliadas foram reconstituídos em água destilada estéril de acordo 

com a concentração previamente recomendada no Kit, para serem utilizadas na elaboração de 

um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elaboração de uma diluição seriada, 

utilizada como a curva padrão 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 o sedimento resuspenso com o mesmo volume de tampão de 

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

tampão de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos 

previamente identificados a seguinte ordem: padrões das citocinas ou as amostras, em seguida 

o 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 período de incubação, foi adicionado um 

(01)ml do tampão de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugação a 7500xg 

durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 μL do sobrenadante e novamente lavado 

com o mesmo volume de tampão, que foi seguido da remoção do sobrenadante e posterior 

adição de 20 μL de streptoavidina-PE. Os tubos foram então homogeneizados e incubados no 

escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este período, as amostras foram novamente 

lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500μL de tampão de ensaio e acondicionadas 

isentas da luz a 4°C overnight, para posterior leitura no citômetro de fluxo (FACScalibur – 

BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para análise dos dados foi utilizado o FlowCytomix 

Pro Software, conforme orientações do fabricante. 

 

2.5.2 Resposta Imune Adaptativa 

 

 A avaliação da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada através da 

mensuração da população de linfócitos TCD4
+
 e TCD8

+
 presentes no baço no momento da 

eutanásia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo, 

além da quantificação de citocinas presentes neste órgão. 

 O baço de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e 

após a sua pesagem, foi removido um fragmento de 30mg que foi macerado em 500 µL de 

solução inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensão celular. 
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Cada suspensão foi submetida a centrifugação a 450xg por 10 minutos à 4°C. A partir de 

então, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado à – 20°C para serem 

utilizados na quantificação de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em 

três (03)ml de salina, a qual foi submetida à contagem total de células num contador 

automático de células (Hemocytometer CELM cc-530), a fim de ajustar a concentração celular 

necessária para a imunofenotipagem no citômetro de fluxo. 

 A imunofenotipagem foi realizada pela avaliação da expressão das proteínas CD3, CD4 e 

CD8 na superfície celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato 

de Fluoresceína (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 determinação da concentração ideal de uso. As células esplênicas 

foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluídas em 500 µL do tampão de ensaio, em 

seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em 

câmara escura, durante 15 minutos. Findado o período de incubação, foi adicionado um (01) 

ml do tampão de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugação a 7500xg 

durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversão e acrescentado 500μL de 

tampão de ensaio. A aquisição foi realizada no citômetro de fluxo (FACScalibur – BECTON 

DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton–Dickinson, Canadá). 

Para análise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, Califórnia, EUA). 

 A dosagem das citocinas presentes no homogenato do baço foi realizada através de ensaio 

para detecção 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-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e 

TNF-α, como descrito anteriormente. 

 

2.6 Análise Estatística 

 

 Com o objetivo de avaliar aspectos da relação parasito-hospedeiro durante a infecção 

com linhagem C57 de C. pseudotuberculosis em diferentes linhagens de camundongos, 

considerando a avaliação morfológica, a avaliação da migração para a cavidade peritoneal, a 

imunofenotipagem de esplenócitos e a dosagem de citocinas, tanto presentes em células 

aderentes, quanto no homogenato do baço, foram empregados testes estatísticos não 

paramétricos em função da distribuição anormal dos dados. Para comparar a magnitude das 
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variações das amostras, foi realizada a análise de variância através do teste de Kruskal-Wallis 

(BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993;) e as tendências centrais dos grupos independentes, dois a 

dois, foram comparadas pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (CALLEGARI-JACQUES, 

2003). O valor fixado para significância estatística foi de p < 0,05.  

 

3. Resultados 

 

Com o propósito 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 avaliação morfológica, bem 

como, uma caracterização da resposta imune, tanto na sua vertente da resposta imune inata, 

quanto adaptativa. Todas as médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD), de cada 

experimento realizado, encontram-se no apêndice B. 

 

3.1 Experimento 01 

 

Neste item serão descritos os resultados observados nos animais Balb/c, C57Black/6 e 

Swiss avaliados com 07, 30, 60 e 120 dias após a infecção com a bactéria C57. Neste ensaio 

foi registrado um óbito, no grupo Swiss, com 98 dias de infecção. 

 

3.1.1 Avaliação Morfológica 

 

A análise morfológica foi realizada pela avaliação do surgimento de granulomas, 

assim como, dos locais onde sucederam a sua ocorrência. Além disso, foi realizada uma 

avaliação referente ao peso do baço.  

Os animais Balb/c apresentaram granulomas com 30 dias (03 animais em relação 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 infecção, 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 o 

órgão comprometido foi o linfonodo (Tabela 1 e 2).  



82 

 

 

 

Os valores encontrados referentes à relação entre o peso corporal e o peso do baço estão 

apresentados na figura 02, onde a comparação entre os dias da infecção com o grupo controle, 

caracterizado pela união de todos os animais controles eutanasiados com 07, 30, 60 e 120 

dias, realizada por Kruskal-Wallis, não revelou diferença entre os dias nos três grupos 

testados, entretanto ao se comparar em cada dia as três linhagens de camundongos foi possível 

observa uma diferença estatisticamente significativa (p = 0,0308) para o ponto sete (07d), que 

após a avaliação onde foi realizada a comparação pelo Mann-Whitney, apresentou a seguinte 

relação: Balb/c = C57Black/6 >Swiss e com 120d (p = 0,0106), apresentando a relação: 

Balb/c>C57Black/6 = Swiss.  

 

3.1.2 Avaliação da Resposta Imune 

 

Para a caracterização da resposta imune das diferentes linhagens de camundongos 

estudadas neste ensaio foram avaliadas a resposta imune inata, com a determinação da 

quantidade total, bem como o diferencial, de células da cavidade peritoneal e as produções de 

citocinas por estas células. Assim como a imunofenotipagem para CD4 e CD8 e a as citocinas 

produzidas no macerado do baço.  

 

3.1.2.1 Avaliação da Resposta Imune Inata 

 

A avaliação da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificação total e 

diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal após a eutanásia dos animais. A 

Figura 02 representa os valores encontrados da quantificação total, na qual é possível notar a 

diferença estatística nos animais Balb/c, com p = 0,0003 e a seguinte relação pós-teste: 120d> 

07d > 30d > 60d = GC. Já para os animais C57Black/6 foi possível observar p = 0,0032, e a 

seguinte relação: 120d> 60d > 30d = 07d = GC; e para os animais Swiss, com p = 0,0015, 

revelando no pós-teste que 60d > 07d = 30d = 120d > GC.  

Os valores relacionados com o diferencial destes grupos apresentaram, na avaliação 

por Kruskal-Wallis, os seguintes valores para a linhagem Balb/c: Macrófagos (p = 0,0024), 

tendo como pós-teste a relação – 120d > 07d = 30d > GC = 60d; Linfócitos (p = 0,0004), 

apresentando – 120d > GC = 07d > 30d = 60d e Neutrófilos (p = 0,0117), com pós-teste – GC 

< 07d = 30d = 60d = 120d. Para os animais da linhagem C57Black/6, os macrófagos (p = 
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0,0086), e pós-teste - 07d = 120d > GC = 30d; os Linfócitos (p = 0,0005), e relação – 120d = 

60d > 07d=30d, 120d > GC e os Neutrófilos (p = 0,0001), e pós-teste 07d = 30d > 60d = 

120d. Já a linhagem Swiss os macrófagos (p = 0,0015), pós-teste: GC = 07d = 120d = 30d > 

60d; os linfócitos (p = 0,0024), pós-teste: 30d = 60d = 120d > GC = 30d e os neutrófilos (p = 

0,0024), apresentando no pós-teste: 07d > GC = 60d = 120d, 30d > GC. (figura 03).  

  

3.1.2.2 Avaliação da produção de Citocinas por Células Aderentes 

 

Na figura 04 é demonstrado os resultados alcançados quando células aderentes da 

cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 selvagens foram cultivadas com 40µg/ml 

de antígenos secretados da bactéria T1. É possível observar uma diferença estatística 

significativa, através do teste de Kruskal-Wallis, na produção das seguintes citocinas: IL-1α 

(p = 0,0070), e o pós-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney, entre as 

células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antígenos da T1, no 

grupo infectado possui p = 0,0079; IL-6 (p = 0,0443) com pós-teste para o grupo infectado 

com p = 0,0362; IL-10 (p = 0,0048) onde a relação das células que receberam apenas meio ou 

receberam os antígenos secretados do grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo 

infectado p = 0,0119; INF-γ (p = 0,0122) e pós-teste para o grupo infectado com p = 0,0273 e 

para a citocina GM-CSF (p = 0,0096) e pós-teste para o grupo infectado com p = 0,0119. Não 

foram observadas diferenças nas citocinas IL-2, TNF- e IL-17. 

 

3.1.3 Avaliação da Resposta Imune Adaptativa 

 

As médias de intensidade de fluorescência (MIF) são avaliadas na figura 05, onde, 

para o MIF de CD4, os animais C57Black/6 apresentam uma diferença estatística 

significativa, com p = 0,0456, pelo teste de Kruskal-Wallis, apresentando a seguinte relação: 

60d > 120d = 07d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os animais Swiss com p = 

0,0059, e pós-teste revelando que: 60d = 120d > 07d = 30d, 60d > GC. Para o MIF de CD8 

foi possível detectar uma diferença estatística significativa nos animais Balb/c, com p = 

0,0033, e pós-teste: 120d > GC = 07d < 30d = 60d, nos animais C57Black/6, tendo p = 0,0096 

e pós-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 análise da produção das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17), citocinas Th3 e Th2 (IL-10, IL-13, IL-4 e 

IL-5), e citocinas relacionadas ao direcionamento do perfil Th1 e Th2 dos linfócitos T (IL-2, 

IL-21, IL-22 e IL-27). Para o primeiro grupo de citocinas é possível observar uma diferença 

estatística significativa para a citocina IL-1α, no grupo Balb/c (p = 0,0022), tendo como 

relação: 120d = 60d > 30d = 07d > GC. O grupo C57Black/6 apresentou diferença estatística 

(p = 0,0021) para a citocina IL-1α, apresentando na relação: 120 >60d = GC < 07d = 30d. Já o 

TNF-α do grupo Swiss (p = 0,0208), onde o GC = 60d > 07d = 30d e de INF-γ (p = 0,0062), 

com pós-teste: 60d > GC > 07d = 30d. Não foi possível detectar diferenças para IL-6 e IL-17 

(figura 06). Apresentaram diferença estatística significativa também a citocina IL-13, no 

grupo C57Black/6 (p = 0,0391), apresentando no pós-teste: 120d > 30d = 60d = 07d = GC e 

não foi observadas alterações nas citocinas IL-10 e IL-5 e IL-4 do grupo de citocinas 

referentes ao perfil Th3 e Th2 (figura 07). Já para as citocinas relacionadas ao direcionamento 

Th1e Th2, foi possível detectar, no Balb/c a produção de IL-2 (p = 0,0450), tendo a seguinte 

relação: 30d = 60d > GC. Para o grupo C57Black/6 as citocinas IL-22 (p = 0,0235), pós-teste: 

120d = 60d > GC = 07d > 30d e IL-27 (p = 0,0023), pós-teste: 120d > GC = 07d = 30d = 60d. 

Para o grupo Swiss foi demonstrada uma diferença para as citocinas IL-2 (p = 0,0379), pós-

teste: 60d = 120d > GC = 07d = 30d e IL-27 (p = 0,0039), pós-teste: 60d = 120d > GC = 07d 

= 30d. Não foram detectadas mudanças significativas na produção de IL-21 para nenhum dos 

grupos avaliados (figura 08). 

 

3.2 Experimento 02 

 

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

KO-ON, KO-INF-γ e KO-IL-10.  

 

3.2.1 Avaliação Morfológica 

 

A frequência de granulomas, bem como a sua localização anatômica, foi observada 

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

com 07 dias após a infecção (Tabela 3 e 4). 
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Na descrição da avaliação da proporção do baço com o peso do animal foi detectado uma 

diferença significativa apenas para os animais C57Black/6 (p= 0,0477), revelando uma 

relação onde o 07d > 14d (Figura 09). 

 

3.2.2 Avaliação da Resposta Imune 

 

Para a caracterização 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 determinação da quantidade total, bem como o diferencial, de 

células da cavidade peritoneal e as produções de citocinas por estas células. Além da 

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

 

3.2.2.1 Avaliação da Resposta Imune Inata – Caracterização 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. É possível 

observar uma diferença estatística significativa apenas nos animais C57Black/6-OK-INFγ (p = 

0,0164), e na avaliação pós-teste revelou a seguinte relação: 07d > 14d = GC.  

Na figura 11 é visto a contagem diferencial referente das células peritoneais, nela é 

possível atentar para os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutrófilos (p = 

0,0113) onde 14d = 07d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrófilos (p = 0,0096) 

com 14d = 07d > GC; os C57Black/6-OK-INFγ para os linfócitos (p = 0,0159) onde 07d > 

14d = GC, e os neutrófilos (p = 0,0040) e o pós-teste: 07d > 14d > GC; para o grupo 

C57Black/6-OK-IL-10 os neutrófilos com (p = 0,0096), tendo o 14d = 07d > GC. 

 

3.2.2.2  Avaliação da produção de Citocinas por Células Aderentes 

 

Ao se avaliar as culturas das células dos animais C57Black/6 selvagem e KO-ON, KO-

INF-γ e KO-IL-10 com a bactéria C57 viável na proporção de 1:5, onde era observado um 

macrófago para cada cinco bactérias, é possível observar a produção estatisticamente 

significativa das citocinas: TNF-α para os animais C57Black/6 selvagem (p = 0,0298) e pós-
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teste no grupo infectado com p = 0,0294, para o grupo C57Black/6-KO-INF-γ (p = 0,0125) 

com pós-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 pós-teste para o grupo 

infectado de p = 0,0119. A produção da citocina IL-6 para os animais C57Black/6-KO-IL-10 

(p = 0,0271) e pós-teste no grupo infectado de p = 0,0119. Para a produção 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 diferença estatística significativa no grupo 

C57Black/6-KO-ON (p = 0,0262), tendo no pós-teste, para o grupo dos animais infectados um 

p = 0,0159. Não foi observada uma diferença estatística ao se analisar as citocinas: IL-1α, 

INF-γ, IL-10 e IL-2 (Figura 12).  

A avaliação da infecção/fagocitose foi confirmada pela visualização de macrófagos com 

vacúolos intracelulares e presença de bactérias no citoplasma (Figura 13). 

 

3.2.3 Avaliação da Resposta Imune Adaptativa 

 

As médias de intensidade de fluorescência (MIF) da expressão de CD4 nos animais 

apresentaram diferença estatística significativa no grupo C57Black/6-KO-ON (p = 0,0365) 

tendo o GC >14d; para os animais C57Black/6-KO-INF-γ (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 análise pós-teste: 07d > 14d = GC 

(Figura 14). 

Para a avaliação das citocinas produzidas durante o momento da eutanásia dos animais o 

macerado do baço foi avaliado e foi percebido uma diferença estatística significativa, no 

grupo das citocinas pró-inflamatória, para a citocina IL-1α para os animais C57Black/6-KO-

INFγ (p = 0,0140), revelando que 07d > 14d = GC., não foram relatados diferenças 

significativas para as citocinas IL-17, IL-6, TNF-α e INF-γ (Figura 15). Não sendo, também, 

detectadas diferenças estatísticas 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 Th1 

e Th2 (IL-2, IL-22, IL-27 e IL-21) (Figura 17).  
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4. Discussão 

 

Buscando avaliar a resposta imune no percurso da infecção 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-γ 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 comparação com outras 

linhagens presentes no Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências da Saúde, ICS-

UFBA, e por ter sido recentemente obtida.  Alguns estudos correlacionam a maior taxa de 

crescimento do microrganismo com uma maior virulência (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 rápido 

promoviam uma maior disseminação e comprometimento de fígado, baço, pulmões e 

linfonodos mesentéricos apresentando áreas de inflamação 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 observação que em microrganismos que são 

mantidos durante muito tempo em meios de cultura podem ser identificadas alterações em 

seus mecanismos de virulência, geralmente promovendo uma diminuição no seu potencial de 

estabelecer a doença (BICE & ZELEDON, 1970; BARTLEY et al., 2006). 

 A determinação da dose utilizada para a promoção da infecção, 1x10
2
 de C57 foi 

estabelecida com o objetivo de promover o desenvolvimento de uma patologia crônica, 

entretanto sem ocasionar mortalidade nos animais. A mortalidade precoce de camundongos 

infectados com linhagens virulentas de C. pseudotuberculosis foram relatadas em 

experimentos utilizando 1x10
6 

UFC (SIMMONS et al., 1997; PINHO et al., 2009). Além 

disso, em experimentos onde camundongos CBA foram infectados com 1x10
2 

UFC com 

linhagem virulenta deste microrganismo, e avaliados por 120 dias, apresentaram 

estabelecimento de resposta imune frente ao cocobacilo, com produção de anticorpos 

específicos e alterações na produção de citocinas como o INF-γ, IL-4, IL-10 e TNF-γ 

(SOUZA, 2009; SILVA, 2010). 
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 Sendo assim, o presente estudo objetivou caracterizar a infecção, por uma estirpe 

selvagem de C. pseudotuberculosis, em diferentes linhagens de camundongos, estabelecendo 

o perfil de susceptibilidade ou resistência destas linhagens, bem como a importância de 

determinados elementos da resposta imune frente a este patógeno. A importância 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 resistência 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). Enquanto que os animais Swiss, por serem 

heterogênicos, se aproximam mais do perfil apresentado nos pequenos ruminantes, já que o 

estabelecimento de linhagens puras nestes animais é mais trabalhoso. Ademais, camundongos 

infectados com C. pseudotuberculosis apresentam sinais clínicos, perfil de hemograma e 

bioquímica sérica, bem como as alterações histopatológicas em órgãos viscerais similares aos 

observados em pequenos ruminantes tornando-se modelos importantes na compreensão da 

linfadenite caseosa (VALE, 2005; SOUZA, 2009; SILVA, 2010; JESSE, et al., 2011). 

 A avaliação morfológica, que corresponde a avaliação da formação de granulomas e o 

comprometimento do peso do baço, é uma ferramenta importante nesta comparação entre as 

linhagens, no entanto, todas as três linhagens avaliadas apresentaram o surgimento de 

granulomas, Balb/c com três 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 são observados principalmente nos 

linfonodos próximos da região de entrada do patógeno (WILLIAMSON, 2001; MEYER et 

al., 2005; FONTAINE, et al. 2006), cinco dos sete granulomas identificados neste 

experimento foram nos linfonodos. Não obstante, a bactéria pode utilizar tanto a via 

sanguínea, como a própria via linfática para se distribuir no organismo, livre ou no interior 

dos fagócitos, atingindo órgãos como pulmão, fígado e rins (BAIRD & FONTAINE et al., 

2007; McKEAN et al., 2007; NIETO et al., 2009; JESSE et al., 2011). Por este motivo a 

avaliação da esplenomegalia foi realizada nestes animais, uma vez que, o comprometimento 

do baço poderia estar relacionado com esta disseminação (DUTTA et al., 2009; MATHURIN 

et al., 2009; DIAS et al., 2011; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012), contudo a análise 

realizada em cada grupo isoladamente não apresentou diferença estática significativa. 
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 A contenção do microrganismo, após a entrada no organismo do animal, fica a cargo 

inicialmente dos neutrófilos e macrófagos e posteriormente o envolvimento de linfócitos. A 

eliminação fica baseada na eficácia de destruição das células fagocíticas, entretanto estes 

microrganismos, como vários outros intracelulares facultativos, conseguem sobreviver dentro 

destas células, com isso a formação de granulomas passa a ser uma alternativa para conter a 

disseminação, 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 infecção foi realizada por via peritoneal, foi 

realizada a avaliação das células direcionadas para esta cavidade. Os animais Balb/c e Swiss 

apresentam um aumento logo ao sétimo dia após a infecção, 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 avaliação, com 60 e 120 dias. 

 A partir de então, foi realizado o diferencial celular para especificar quais seriam as 

alterações encontradas. Para os animais Balb/c os macrófagos apresentam um aumento com 

07 e 30 dias, uma diminuição com 60 e voltam a aumentar com 120 dias, nos linfócitos 

ocorreu uma queda com 30 e 60 e volta a aumentar com 120 dias e para os neutrófilos ocorre 

um aumento com 07 dias que se mantém ate o final da avaliação. Para os animais C57Black/6 

é possível identificar, nos macrófagos, um aumento com 07, seguido de uma queda com 30, 

seguido de uma elevação com 60 e 120 dias, os linfócitos apresentam uma queda com 07 e 30 

dias e um aumento com 60 e 120 dias, e os neutrófilos é visto um aumento apenas com 07 e 

30 dias. Já para os macrófagos dos animais Swiss é identificado um aumento gradual com 

pico aos 60 dias, para os linfócitos um aumento com 30, 60 e 120 dias, e os neutrófilos ocorre 

uma elevação com 07 seguido de uma pequena diminuição com 30 e o retorno para os valores 

basais acontecem a partir de 60 dias.  

 A diminuição no número de linfócitos encontrado durante a infecção com a linhagem 

C57 poderia estar relacionada a uma maior produção de outras células plasmáticas, como os 

neutrófilos, que por sua vez estão aumentados nos animais C57Black/6 nos mesmos intervalos 

onde foram identificadas estas diminuições. Este diminuição de linfócitos na cavidade 

peritoneal também foi identificada após infecção com Tripanosoma cruzi, que foi relacionada 

a um direcionamento na produção de células plasmáticas ao invés das células B-1, que são 

encontradas principalmente nesta cavidade (MINOPRIO et al., 1989; MERINO et al., 2010). 

Além disso, Hedden e colaboradores (1986) analisaram a quantidade de linfócitos T e B, tanto 
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em cabras sadias quanto acometidas pela linfadenite caseosa e, observaram quantidades 

menores de linfócitos T nas cabras doentes, estes resultados corroboram com os aqui 

apresentados, uma vez que esta diminuição é observada na linhagem mais susceptível, Balb/c.  

 Ademais, é importante avaliar as características do local da infecção, a cavidade 

peritoneal, uma vez que Conlan & North, em 1994, relatam que a infecção por Listeria 

monocytogenes é exacerbada no fígado quando os neutrófilos são bloqueados por anticorpos 

RB6-8C5, fato este que não é visto nem no baço e nem na cavidade peritoneal, demonstrando 

assim que estas células podem ter importâncias diferentes a depender do local da infecção.   

 Por se tratar de um microrganismo intracelular facultativo, está bactéria pode 

sobreviver dentro das células fagocíticas, e para que estas consigam elimina-los, é importante 

o auxilio de citocinas pró-inflamatórias que estimulem a sua eficácia. Sendo assim, foi 

realizada a quantificação tanto de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, IL-6, TNF-α, INF-γ, IL-

17 e Fator Estimulante de Colônia de Macrófagos e Granulócitos - GM-CSF) como de 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10) em cultura de células peritoneais de animais C57Black/6 

estimuladas com antígeno secretado de C. pseudotuberculosis, e foi caracterizado o aumento 

estatisticamente significativo nas citocinas: IL-1α, IL-6, IL-10, TNF-α, INF-γ e GM-CSF. 

 O TNF-α e a citocina IL-1α atuam aumentando a permeabilidade vascular 

promovendo um recrutamento de células da resposta imune, além de promover a ativação 

destas células. O INF-γ também atua promovendo a ativação principalmente os macrófagos 

induzindo a expressão de moléculas apresentadoras de antígenos - MHC de classe I e II, sendo 

a sua produção estimulada principalmente pela IL-12 (NOLL, et al., 1996; PERRY et al, 1997; 

ALLIE et al., 2009; BRANDÃO et al, 2011; DIAS et al., 2011). Outra citocina pró-

inflamatória importante é a IL-6, principalmente por estimular a produção de proteínas de fase 

aguda pelos hepatócitos e estimular a produção de neutrófilos (APPELBERG et al., 1994; 

LEAL et al.,1999; DIAS et al., 2011). Enquanto que o GM-CSF, além de promover a 

maturação de células da medula óssea para aumentar a produção de leucócitos, pode atuar na 

ativação de neutrófilos e macrófagos (TANTAWICHIEN, 1996).  

Além da produção destas citocinas pró-inflamatórias foi possível observar também o 

aumento da IL-10, citocina considerada do perfil Th3 que tem uma ação anti-inflamatória 

promovendo uma inibição da produção de TNF-α, INF-γ e IL-12, além de diminuir a 

expressão de moléculas co-estimulatorias e moléculas MHC da classe II nos macrófagos e 

células dendríticas, 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 contribuído para a 

formação dos granulomas registrados nestes animais, uma vez que regula a formação de 

fibrose, mediada por citocinas do perfil Th2 como IL-4. Nessa regulação do granuloma a IL-

10 interage com as citocinas do perfil Th1 como IFN-γ suprimindo a deposição de colágeno 

(WYNN, 2004). Além disso, foi relatada na literatura a produção desta citocina por 

macrófagos após exposição a componentes dos parasitas (POHL-KOPPE et al., 1998; 

TRINCHIERI, 2001). 

A citocina IL-17 não foi produzida de forma detectável. Esta citocina poderia contribuir 

no controle de bactérias intracelulares por atuar no recrutamento de neutrófilos e de células T 

do perfil Th1 (KHADER et al., 2005; KHADER et al., 2007; UMEMURA et al., 2007; BAI et 

al, 2009). Outra citocina que não apresentou diferença estatística significativa foi a IL-2, que 

além da sua ação em estimular a proliferação dos linfócitos, atua aumentando a ação citolítica 

das células NK (LEAL et al.,1999; CREVEL et al.,2002). 

 O envolvimento das células T CD4
+
, principalmente envolvendo a subpulação Th1, 

com a produção principalmente de INF-γ e ativação de células fagocíticas, como também o 

envolvimento dos linfócitos T CD8
+
, envolvidos na produção de INF-γ e também agindo na 

identificação e eliminação de células infectadas, são elementos indispensáveis na eliminação 

de microrganismos intracelulares (ZHAN & CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et 

al., 2001; MACHADO et al., 2004; MATHURIN et al., 2009; BRANDÃO et al., 2012). Neste 

sentido, a avaliação da proporção de células T CD4
+
 e T CD8

+
, através da imunofenotipagem, 

como também a definição do grupo de citocinas produzidas no momento da eutanásia dos 

animais infectados com C. peseudobercusosis, e assim definir a ou as subpopulações 

encontradas, torna-se um valioso instrumento. 

A avaliação da intensidade de fluorescência das células T CD4
+
 nos animais Balb/c 

revelaram uma constância destas células, ao passo que nos animais C57Black/6 ocorre uma 

elevação aos 60 dias após a infecção, que também é visto nos camundongos Swiss, se 

mantendo elevado também aos 120 dias. Por outro lado, ao serem avaliados os linfócitos T 

CD8
+ 

é possível notar nos camundongos Balb/c uma diminuição 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 os 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 eliminação/contenção desta bactéria, uma vez 

que o aumento destas células em camundongos infectados com Brucella abortus são 

relacionadas a maior produção de citocina INF-γ como também maior identificação e 

eliminação de células infectadas, resposta esperada para microrganismos intracelulares 

facultativos (ARAYA et al., 1989; OLIVEIRA & SPLITTER, 1995). Ao passo que, a 

diminuição destas células, observadas tanto nos animais Balb/c quanto os animais Swiss, 

podem contribuir com a infecção, uma vez que a diminuição 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 importância das células T CD8
+
 descreve que a 

ausência destas células promove uma diminuição importante da imunidade, e por este motivo, 

as avaliações sobre estas células devem ser incluídas em na busca de vacinas e imunoterapia 

mais eficientes (CHEN et al., 2009). Esta diminuição pode estar relacionada a uma fragilidade 

dos mecanismos de apresentação de antígenos para estas células, como visto com a Salmonella 

enterica (ALBAGHDADI et al., 2009).  

Para contribuir com a definição do perfil celular estabelecido durante a infecção de C. 

peseotuberculosis durante a infecção em diferentes linhagens de camundongos foram 

mensuradas as produções das citocinas IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-

21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-α, no sobrenadante do homogenato do baço. O principal 

objetivo foi identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baço) e/ou de forma 

sistêmica no momento da eutanásia dos animais durante o percurso da infecção. Este 

procedimento já foi descrito, demonstrando variantes estatisticamente significativas, para a 

avaliação de citocinas do homogenato de baço (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 pulmão (CAMPBELL et al., 2006).  

As citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 foram agrupadas como citocinas pró-

inflamatórias. Os animais Balb/c apresentaram uma elevação gradual da IL-1α, enquanto que 

nos animais C57Black/6 ocorre um aumento aos 07 e 30 dias, seguido de uma diminuição aos 

60 dias e volta a aumentar aos 120 dias. Além da IL-1α os animais C57Black/6 aumentam a 

produção de INF-γ no inicio (07 dias) e no final (120 dias) da infecção, já nos camundongos 

da linhagem Swiss ocorreu uma queda na produção desta citocina aos 07 e 30 dias e aumenta 
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apenas aos 60 dias. Nos animais Swiss também é encontrado uma diminuição da produção de 

TNF-α aos 07 e 30 dias. Este panorama, com elevação de IL-1α e de INF-γ nos animais 

C57Black/6 pode favorecer a eliminação do microrganismo nesta linhagem de camundongo, já 

que estas citocinas agem no recrutamento e ativação de células fagocíticas (NOLL, et al., 

1996; PERRY et al, 1997; BRANDÃO et al, 2011), por outro lado demonstra maior 

sensibilidade dos animais Swiss, uma vez que é visto uma diminuição principalmente no inicio 

da infecção. A presença de IL-1α nos animais Balb/c podem estar contribuindo com a 

formação dos granulomas identificados nesta linhagem, uma vez que foi descrito na literatura 

que está citocina poderia promover a indução da proliferação de fibroblastos, estimulando a 

deposição de colágeno, importantes na formação 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 está diretamente relacionada com a resposta da subpopulação Th2, 

principalmente envolvida com resposta para helmintos (WYNN, 2003; PRICE et al, 2010), 

como ocorre o aumento apenas no final da infecção este fato pode indicar um envolvimento da 

resposta Th2 que, por sua vez, contribui para a formação de granulomas através do estimulo 

para a produção de fibrinogênio 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 importância e o papel benéfico desta citocina na formação de 

granulomas contra a leishmaniose, patógeno intracelular, e contribuindo para diminuir a 

presença deste protozoário no baço e na medula óssea, estes dados também foram observados 

por Murray e colaboradores (2006). Como esta linhagem vem demonstrando ser mais 

resistentes a este microrganismo está citocina pode contribuir de forma efetiva no perfil da 

resposta montada.  

Embora ocorra a produção de IL-13 nos animais C57Black/6 possibilitando o 

direcionamento para um perfil Th2 mais para o final da infecção, também foi identificado um 

aumento da produção de IL-27 aos 120 dias, e da citocina IL-22 aos 60 e 120 dias. Estas 

citocinas são importantes para o estabelecimento de um perfil Th1, já que a IL-27 pode agir de 

forma sinérgica a IL-12 e a IL-22, além de inibir a produção 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 é observado aumento das citocinas IL-2 e IL-27 aos 60 e 120 dias. 

A IL-2 também está aumentada nos animais Balb/c a partir de 30 dias. Este contexto, com 

http://www.jleukbio.org/search?author1=Rosa+de+Groot&sortspec=date&submit=Submit
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aumento de células T CD4
+
 e T CD8

+
 e produção das citocinas IL-1α, INF-γ, IL-22 e IL-27 

sugeri que os animais C57Black/6 estabelecem uma resposta do tipo Th1, que por sua vez, 

pode contribuir para a maior resistência desta linhagem a infecções com C. 

pseudotuberculosis.  

A geração de camundongos knockout, através da deleção de um gene de interesse, 

cada vez mais vem sendo aplicado com a finalidade de implementar a compreensão a respeito 

do envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infecções. 

Neste sentido, o presente trabalho utilizou desta ferramenta para demonstrar a 

importância/envolvimento do óxido nítrico, INF-γ e da citocina IL-10 no processo de 

eliminação ou estabelecimento da infecção por C. pseudotuberculosis. 

A infecção com microrganismos intracelulares em animais knockout para diversas 

citocinas relacionadas com uma resposta celular, que promova a ativação de células 

fagocíticas, ocasiona uma precocidade nos óbitos destes animais (MAHON et al., 1997; 

BEAN et al., 1999; ROACH, et al., 2001; ALLIE, et al., 2010; BRANDÃO et al., 2012), 

entretanto, estes resultados não foram identificados neste trabalho, provavelmente devido à 

dose utilizada e ao intervalo da análise estabelecido, uma vez que animais knockout para ON 

infectados com 1x10
7
 de C. pseudotuberculosis apresentaram uma mortalidade elevada 

(primeiro manuscrito/capítulo produzido nesta tese). Em relação ao intervalo analisado, 

Brandão e colaboradores (2012) relata óbito a partir do 16° de infecção com 10
6 

UFC de 

Brucella abortus em animais knockout para o INF-γ, como o intervalo pesquisado neste 

trabalho foi melhor, 14 dias, é possível que a avaliação onde possa ser empregado um 

intervalo maior revelaria estas perdas. 

Além disso, não foi relatado alterações morfológicas significativas nestes animais, 

uma fez que foi observado a formação de apenas um granuloma em linfonodo em um animal 

C57Black/6-KO-ON e nenhuma alteração em relação ao peso do baço, que revelaria uma 

esplenomegalia. Estes resultados eram esperados para os animais KO-IL-10, uma vez que, 

macrófagos dos animais knockout para esta citocina produzem mais IL-12 (NARUSE et al, 

2011), além de aumentar a produção de INF-γ, correlacionado com o perfil Th1, como 

também consegui eliminar de forma mais eficiente microrganismos intracelulares, sem a 

necessidade da formação de granulomas (YANG et al, 1999; SHIBATA et al., 2001). 

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

aumento nos animais KO-INF-γ.  No diferencial celular é identificada uma elevação nos 
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neutrófilos em todas as linhagens de camundongos estudadas, e apenas para os animais KO-

INF-γ um aumento, também, nos linfócitos. Este fato é similar ao encontrado na literatura 

durante a infecção de M. tuberculosis em animais knockout para TNF que revela um infiltrado 

neutrofilico intenso (BEAN, et al., 1999).  

Embora a estimulação pelos antígenos secretados da bactéria tenha promovido a 

produção de várias citocinas pró-inflamatórias e da IL-10, in vitro, ao se avaliar a produção 

destas mesmas citocinas em cultura na presença da bactéria viável (na proporção de 1:5), nos 

animais C57Black/6 selvagem e knockout, não foi observado resultados similares. Apenas 

ocorreu uma produção estatisticamente significativa para as citocinas TNF-α nos animais 

selvagens, KO-INFγ 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 avaliação da capacidade 

que antígenos presentes na parede bacteriana teriam em estimular ou inibir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Desta forma, os resultados aqui apresentados, referidos a não 

produção destas citocinas de forma mais representativa, poderia estar relacionado com as 

características dos antígenos somáticos de C. pseudotuberculosis, em inibir uma resposta 

imune, principalmente por diminuir a produção de INF-γ e estimular a produção da citocina 

IL-10 (REGIS, 2001; MEYER et al., 2005; SILVA, 2010).  

A avaliação da fagocitose e/ou invasão pela bactéria foi avaliada através da visualização 

deste microrganismo dentro das células, uma vez que foi relatado que, além da realização da 

fagocitose por células fagocíticas, a C. pseudotuberculosis pode aderir e invadir células não 

fagocíticas, e desta forma, atuar na manutenção deste microrganismo no hospedeiro 

(VALDIVIA et al., 2012). 

No tocante a avaliação das células T CD4
+
 e T CD8

+
, é possível notar que ocorre uma 

diminuição no 14° dia de infecção para as células T CD4
+
 nos animais C57Black/6-KO-INF-γ 

e KO-ON, enquanto que para os animais KO-IL-10 é visto uma diminuição 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 patógenos 

intracelulares facultativos envolvem as células T CD4
+
, da Subpopulação Th1, que tem no 

INF-γ a sua principal ferramenta, que por sua vez, também será produzido por células T CD8
+
 

(ZHAN & CHEERS, 1993; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al., 

2004; MATHURIN et al., 2009; BRANDÃO et al., 2012) a ausência desta citocina poderia 



96 

 

 

 

estar relacionado com esta diminuição nos animais KO-INF-γ. 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 

produções de células T CD4
+
 (YANG et al, 1999).  

Na avaliação da produção de citocinas produzidas no homogenato do baço foi 

observada a produção da citocina IL-1α produzida no inicio da infecção (07° dia) nos animais 

KO-INF-γ. A elevação da IL-1α pode estar correlacionada com uma tentativa de ativar mais 

células fagocíticas, uma vez que as células presentes no sitio da infecção demonstram uma 

dificuldade em eliminar os microrganismos, uma vez que estes animais não produzem INF-γ. 

Entretanto, a maioria das citocinas aqui analisada apresentaram valores muito baixos, 

não sendo possível caracterizar a dinâmica das produções durante a infecção com C. 

pseudotuberculosis, na verdade, a avaliação utilizando outro protocolo, como por exemplo, a 

mensuração em sobrenadante de cultura, deve ser apreciado para melhor 

compreender/relacionar o papel destas citocinas no percurso da infecção em animais knockout 

para ON, INF-γ e IL-10, uma vez que foi quantificado valores mais expressivos na cultura 

com antígenos secretados da bactéria do que no homogenato do baço em algumas delas. 

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensão do tipo de resposta, e dos 

mecanismos imunológicos envolvidos durante infecção com estirpe selvagem de C. 

pseudotuberculosis nas diferentes linhagens de camundongos, com isso, fortalecendo os 

conhecimentos da relação parasito-hospedeiro, cruciais para o desenvolvimento de 

alternativas terapêuticas e na busca de uma vacina eficaz frente a este microrganismo. Assim, 

os animais C57Black/6 apresentaram um direcionamento celular para o local da infecção, 

como também a produção de citocinas por células fagocíticas compatíveis com uma atuação 

bem sucedida frente a infecções por microrganismos intracelulares facultativos e 

apresentaram uma tendência em estabelecer uma resposta do tipo Th1, com produção de INF-

γ, IL-22 e IL-27. Por outro lado, os animais Balb/c e Swiss demonstraram ser mais 

susceptíveis a infecção, principalmente por apresentarem uma diminuição das células T 

durante o percurso da infecção apresentando uma dificuldade na produção de citocinas 

relacionadas ao perfil Th1, tão importantes para enfrentar de forma efetiva este 

microrganismo, além de apresentar a formação 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 presença de 

granulomas por grupo analisado. 

 

 

Tabela 02. Principais regiões anatômicas acometidas com granulomas nos animais Balb/c, C57Black/6 

e Swiss. 

 

 

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

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

 

 

Tabela 04. Principais regiões anatômicas acometidas com granulomas nos animais C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ, C57Black/6-KO-IL-10. 
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Figura 01 – Determinação do peso do baço 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
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados 

após 07, 30, 60 e 120 dias, onde o peso corporal, seguido pelo do baço, foram obtidos. A relação entre 

o peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela porcentagem que o órgão representava em 

comparação ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A comparação entre os grupos foi 

realizada por Kruskal-Wallis, onde os grupos não apresentaram diferença estatisticamente significativa 

individualmente. Entretanto ao se comparar a relação entre as três linhagens, em cada dia avaliado, foi 

possível observa uma diferença estatisticamente significativa para o ponto 07d (p = 0,0308), onde: 

Balb/c = C57Black/6>Swiss e para o ponto 120d (p = 0,0106), apresentando a relação: 

Balb/c>C57Black/6 = Swiss. 

 

 

Figura 02 – Determinação da quantidade leucocitária 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
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais 

foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde foi realizada a quantificação total de células 

presentes na cavidade peritoneal através de um contador automático de células. A comparação entre os 
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grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível identifica uma diferença estatística 

significativa nos animais Balb/c (p = 0,0003), onde: 120 d > 07 d > 30 d > 60 d = GC. Já para os 

animais C57Black/6 (p = 0,0032), e a seguinte relação: 120 d > 60 d > 30 d = 07 d = GC; e para os 

animais Swiss (p = 0,0015), revelando no pós-teste que: 60 d > 07 d = 30 d = 120 d > GC. 

 

 

Figura 03 – Determinação da contagem diferencial dos leucócitos 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
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

foi realizada a avaliação através de características morfológicas de 200 leucócitos por animal. A 

comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes valores para a 

linhagem Balb/c: Macrófagos (p = 0,0024), tendo a relação: 120 d> 07 d = 30 d > GC = 60 d; 

Linfócitos (p = 0,0004), apresentando: 120 d > GC = 07 d > 30 d = 60 d e Neutrófilos (p = 0,0117), 

onde: GC < 07 d = 30 d = 60 d = 120 d. Para os animais da linhagem C57Black/6, os Macrófagos (p = 

0,0086), apresentando: 07 d = 120 d > GC = 30 d; os Linfócitos (p = 0,0005), e relação: 120 d=60 

d>07 d=30 d, 120 d>GC e os Neutrófilos (p = 0,0001), e pós-teste: 07 d = 30 d > 60 d = 120 d. Já a 

linhagem Swiss os Macrófagos (p = 0,0015), pós-teste: GC = 07 d = 120 d = 30 d > 60 d; os Linfócitos 

(p = 0,0024), pós-teste: 30 d = 60 d = 120 d > GC = 30 d e os Neutrófilos (p = 0,0024), apresentando 

no pós-teste: 07 d > GC = 60 d = 120 d, 30 d > GC. 
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Figura 04 – Determinação da produção das citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-

2 e IL-17 por células aderentes dos animais C57Black/6 estimuladas com antígeno secretado da 

bactéria T1 (TPP). Os camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou 

infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste) por via peritoneal. Estes 

animais foram avaliados após 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), 

quanto do grupo teste (G-T1) foram cultivadas na presença de apenas meio RPMI ou de 40µg/mL de 

TPP durante 24h. A quantificação foi realizada no sobrenadante de cultura utilizando citometia de 

fluxo. É possível observar uma diferença estatística, através do teste de Kruskal-Wallis, na produção 

das seguintes citocinas: IL-1α (p = 0,0070), e o pós-teste realizado pelo teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney, entre as células que receberam apenas meio com as que foram estimuladas com os antígenos 

da T1, no grupo teste possui p = 0,0079; IL-6 (p = 0,0443) com pós-teste para o grupo teste com p = 

0,0362; IL-10 (p = 0,0048) no grupo controle possuem um p = 0,0286 e no grupo teste p = 0,0119; 

INF-γ (p = 0,0122) e pós-teste para o grupo teste com p = 0,0273 e para a citocina GM-CSF (p = 

0,0096) e pós-teste para o grupo teste com p = 0,0119. Não foram observadas diferenças estatísticas 

significativas nas citocinas IL-2, TNF-α e IL-17. 
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Figura 05 – Determinação da média de intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos 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
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

foi realizada a quantificação por citometria de fluxo. A comparação 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 relação: 60 d > 120 d = 07 d, pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os 

animais Swiss (p = 0,0059), e pós-teste revelando que: 60 d = 120 d > 07 d = 30 d, 60 d > GC. Para o 

MIF de CD8 foi possível detectar uma diferença estatística significativa nos animais Balb/c(p = 

0,0033), e pós-teste: 120 d > GC = 07 d < 30 d = 60 d, nos animais C57Black/6(p = 0,0096) e pós-

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 > 30 d = 60 d. 

 

 

Figura 06 – Determinação da produção das citocinas TNF- α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no 

homogenato do baço 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
2
/ml da estirpe C57 

de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, 

onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada 

por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa apenas para a 

citocina IL-1α, no grupo Balb/c (p = 0,0022), tendo como relação: 120 d = 60 d > 30 d = 07 d > GC; e 

para os animais C57Black/6 (p = 0,0021), apresentando na relação: 120 > 60 d = GC < 07 d = 30 d. Já 

o TNF-α do grupo Swiss (p = 0,0208), onde o GC = 60 d > 07 d = 30 d e para esta mesma linhagem o 
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INF-γ (p = 0,0062), com pós-teste: 60 d > GC > 07 d = 30 d. Não foi possível detectar diferenças para 

IL-6 e IL-17. 

 

 

Figura 07 – Determinação da produção das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço 

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
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por 

Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa apenas para a 

citocina IL-13, no grupo C57Black/6 (p = 0,0391), apresentando no pós-teste: 120 d> 30 d = 60 d = 07 

d = GC e não foram observadas alterações nas citocinas Il-10, IL-5 e IL-4. 
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Figura 08 – Determinação da produção das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do 

baço 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
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por 

Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística significativa apenas para a 

citocina IL-2 nos animais Balb/c (p = 0,0450), tendo a seguinte relação: 30 d = 60 d > GC; para os 

animais Swiss (p = 0,0379), pós-teste: 60 d = 120 d > GC = 07 d = 30 d. Para a IL-22 no grupo 

C57Black/6 (p = 0,0235), pós-teste: 120 d = 60 d > GC = 07 d > 30 d. Para a citocina IL-27 nos 

animais C57Black/6 (p = 0,0023), pós-teste: 120 d> GC = 07 d = 30 d = 60 d; para o grupo Swiss (p = 

0,0039), pós-teste: 60 d = 120 d > GC = 07 d = 30 d. Não foi detectada mudanças estatisticamente 

significativas na produção de IL-21.  
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Figura 09 – Determinação do peso do baço de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-

ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram 

injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde o peso 

corporal, seguido pelo do baço, foram obtidos. A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi 

determinada pela porcentagem que o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este 

considerado 100%. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, e apenas os 

animais C57Black/6 selvagem (p= 0,0477), revelando uma relação onde o 07 d> 14 d. 

 

 

Figura 10 – Determinação da quantidade leucocitária total nos camundongos C57Black/6 selvagem, 

C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem 

estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 

de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde foi 

realizada a quantificação total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador 

automático de células. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde os 
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animais C57Black/6-OK-INFγ (p = 0,0164), e na avaliação pós-teste revelou a seguinte relação: 07 d> 

14 d = GC.  

 

 

Figura 11 – Determinação da contagem diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos 

camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-

IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou 

infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais 

foram avaliados após 07 e 14 dias, onde foi realizada a avaliação através de características 

morfológicas de 200 leucócitos por animal. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-

Wallis, apresentando os seguintes achados: C57Black/6 selvagem com neutrófilos (p = 0,0113) onde 

14 d = 07 d > GC; o grupo C57Black/6-OK-ON com os neutrófilos (p = 0,0096) com 14 d = 07 d > 

GC; os C57Black/6-OK-INFγ para os linfócitos (p = 0,0159) onde 07 d > 14 d = GC, e os neutrófilos 

(p = 0,0040) e o pós-teste: 07 d > 14 d > GC; para o grupo C57Black/6-OK-IL-10 os neutrófilos (p = 

0,0096), tendo o 14 d = 07 d > GC. 
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Figura 12 – Determinação da produção das citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, 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-γ e C57Black/6-KO-IL-10 estimuladas com C. pseudotuberculosis viva. Os 

camundongos C57Black/6 foram injetados com salina (grupo controle) ou infectados com 10
2
/ml da 

estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste) por via peritoneal. Estes animais foram avaliados 

após 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo controle (GC), quanto do grupo teste (GT1), 

de cada linhagem estudada, foram cultivadas na presença de apenas meio RPMI ou de C. 

pseudotuberculosis viva (TC57), na proporção de (1:5), por 01h30 min. A quantificação foi realizada 

no sobrenadante de cultura utilizando citometria de fluxo. É possível observar uma diferença 

estatística significativa, através do teste de Kruskal-Wallis, na produção das seguintes citocinas: TNF-

α nos animais C57Black/6 selvagem (p = 0,0298) e pós-teste no grupo teste com p = 0,0294, para o 

grupo C57Black/6-KO-INF-γ (p = 0,0125) com pós-teste no grupo controle com p = 0,0138, e para o 

grupo teste de p = 0,0119 e para os animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 0,0156), com pós-teste para o 

grupo teste de p =0,0119. A produção da citocina IL-6 nos animais C57Black/6-KO-IL-10 (p = 

0,0271) e pós-teste no grupo teste de p = 0,0119. Para a produção 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 pós-teste, para o grupo teste de p =0,0159. Não foi 

observada uma diferença estatística significativa ao se analisar as citocinas: IL-1α, INF-γ, 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
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis (grupo teste), por via 

peritoneal. Estes animais foram avaliados após 14 dias, onde as células peritoneais, tanto do grupo 

controle (GC), quanto do grupo teste (GC571) foram cultivadas na presença de apenas meio RPMI ou 

de C. pseudotuberculosis viva, na proporção de (1:5), por 01h30 min. A seta indica presença da 

bactéria internalizada. 

 

 

Figura 14 – Determinação da média de intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T 

CD8
+
 dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo 

controle - GC) ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. 

Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde foi realizada a quantificação por citometria de 

fluxo. A comparação 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 os 

animais C57Black/6-KO-INF-γ (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 

análise pós-teste: 07 d > 14 d = GC. 
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Figura 15 – Determinação da produção das citocinas TNF- α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no 

homogenato do baço dos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-

INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina 

(grupo controle - GC) ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via 

peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07 e 14 dias, onde a quantificação foi realizada por 

citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível 

identificar uma diferença estatística significativa apenas da citocina IL-1α, para os animais 

C57Black/6-KO-INFγ (p = 0,0140), revelando que 07 d>14 d = GC. Não foi realizada a quantificação 

da citocina INF-γ nos animais C57Black/6-KO-INFγ. Não foi possível detectar diferenças estatísticas 

significativas para TNF-α, IL-6, INF-γ e IL-17. 

 

 

Figura 16 – Determinação da produção das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço 

dos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-

KO-IL-10. Os animais, de cada linhagem estudada, foram injetados com salina (grupo controle - GC) 

ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais 
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foram avaliados após 07 e 14 dias, onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A 

comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde não foi possível identificar uma 

diferença estatística significativa para nenhuma citocina em nenhum grupo estudado. Não foi realizada 

a quantificação da citocina IL-10 para os animais C57Black/6-KO-IL-10.  

 

 

Figura 17 – Determinação da produção das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do 

baço dos camundongos Balb/c, C57Black/6e Swiss. Os animais, de cada linhagem estudada, foram 

injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
2
/ml da estirpe C57 de C. 

pseudotuberculosis, por via peritoneal. Estes animais foram avaliados após 07, 30, 60 e 120 dias, onde 

a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por 

Kruskal-Wallis, onde não foi possível identificar uma diferença estatística significativa em nenhuma 

citocina avaliada em nenhum grupo estudado. 
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Resumo 

 

Este estudo trata sobre a Linfadenite Caseosa, doença crônica ocasionada pela bactéria 

Corynebacterium pseudotuberculosis (C.p.), microrganismo intracelular facultativo. Visa 

distinguir o perfil da resposta imune estabelecida durante a infecção 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 Balb/c, 

divididos em três grupos foram infectados com 10
4
/ml de uma estirpe denominada T1 ou da 

estirpe C57 de C.p. e avaliados após 70 dias de infecção. Realizou-se a avaliação morfológica 

(presença de granuloma e peso do baço); avaliação do direcionamento celular para o local da 

infecção (quantidade total e diferencial de células peritoneais); imunofenotipagem (T CD4
+
 e 

T CD8
+
); bem como a mensuração das citocinas IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, 

IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-α no homogenato do baço. Os resultados 

encontrados contribuem para uma melhor compreensão do tipo de resposta, e dos mecanismos 

imunológicos envolvidos durante infecção com diferentes linhagens de C.p., onde a estirpe 

C57 apresentou alterações morfológicas (presença de granulomas e peso de baço) mais 

acentuadas, assim como um maior direcionamento de células para o local da infecção e uma 

tendência para o aumento de células T CD4
+
 e T CD8

+
 do que a estirpe T1. Desta forma, é 

possível identificar que o mesmo microrganismo pode apresentar mecanismos de virulência 

distintos, que podem por sua vez, interferir no processo de estabelecimento da doença. 

Ademais foi possível confirmar a atenuação observada na linhagem T1, bem como o caráter 

virulento da linhagem C57. 

 

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

Imune.  
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1. Introdução 

 

No Brasil, a caprino e ovinocultura está em franca expansão, principalmente na região 

Nordeste, que tem na Bahia o estado com o maior rebanho de caprinos do País (BRASIL, 

2010), constituindo as principais fontes econômicas e nutricionais de muitas famílias 

(RIBEIRO et al., 1988; MOURA-COSTA, 2002; MEYER, 2004; DORELLA et al, 2006a). 

Entre os principais agravos encontrados nestas culturas está a Linfadenite caseosa, doravante 

(LC), doença responsável por grandes perdas econômicas, uma vez que esta patologia é a 

responsável por comprometimento do couro, além de ocasionar perda de peso, desordens 

reprodutivas (como abortos e mortalidade neonatal), diminuição da produção de carne e lã, 

condenação da carne e diminuição da produção de leite, nos animais (NAIRN & 

ROBERTSON, 1974; AYERS, 1977; ASHFAQ & CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981; 

EGGLETON et al., 1991; ALONSO et al. 1992), apresentando alta prevalência na Bahia 

(MEYER, 2004; SEYFFERT et al, 2009). 

Este agravo, também conhecido como mal do caroço ou falsa tuberculose, é uma doença 

infectocontagiosa crônica, cujo agente etiológico é Corynebacterium pseudotuberculosis, 

microrganismo gram positivo, pleiomórfico, patógeno intracelular facultativo de fagócitos, 

relacionado filogeneticamente com Mycobacterium tuberculosis (PASCUAL et al., 1995; 

MEYER et al., 2002; DORELLA, 2006a). Biberstein e seus colaboradores (1971) propuseram 

a existência de dois biótipos de C. pseudotuberculosis respaldados na capacidade identificada 

nestas bactérias em reduzir ou não nitrato em nitrito. A partir destas observações foram 

propostos que as bactérias nitrato redutase positivo seriam nomeados de biótipo equi, por 

terem sido isolados de cavalos e bovinos; e os microrganismos nitrato redutase negativo 

seriam o biótipo ovis, neste caso, isolados de pequenos ruminantes e bovinos (SONGER et 

al.,1988). Entretanto, é possível identificar uma maior variedade de linhagens de C. 

pseudotuberculosis, ao avaliar as diferenças relacionadas ao tipo de resposta imune montada 

no hospedeiro, apresentando diferentes graus de virulência (NIETO et. al., 2009; SOUZA, 

2009; SILVA, 2010).  

Esta doença é caracterizada pela formação de lesões granulomatosas, que podem acometer 

tanto regiões superficiais dos animais, principalmente nos gânglios linfáticos superficiais, 

como também órgãos internos como pulmões, baço, rins e fígado (KIMBERLING, 1988; 

BERNABÉ 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 patógenos intracelulares, tem sido atribuída a mecanismos básicos tanto da 

resposta inata, através da ação da fagocitose, como da adaptativa, principalmente envolvendo 

a subpopulação Th1, que atua principalmente na produção de INF-gama que age sobre as 

células fagociticas aumentando o seu poder de eliminação dos microrganismos (LAN et al., 

1998; VALE, 2000; BURMESTER e PEZZUTO, 2003). 

A infecção experimental de camundongos com C. pseudotuberculosis resulta em sinais 

clínicos, perfil de hemograma e bioquímica sérica, bem como as alterações histopatológicas 

em órgãos 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 remoção de um gene de interesse nesta espécie, produzindo animais knockout, cada 

vez mais vem sendo aplicada com a finalidade de implementar a compreensão a respeito do 

envolvimento de determinados elementos da resposta imune frente a diversas infecções, como 

as envolvidas na infecção 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 infecção 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 avaliações são importantes para auxiliar nos estudos para o estabelecimento 

de linhagens atenuadas/virulentas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de vacinas, 

imunoterapia e kits diagnósticos.  
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2. Materiais e Métodos 

 

4.2 Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

Para a realização da infecção dos animais foram empregadas, tanto a estirpe denominada 

C57 quanto a T1, pertencentes à biblioteca do Laboratório de Microbiologia do Instituto de 

Ciências da Saúde, 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 identificação de C. pseudotuberculosis caracterizada por PCR 

multiplex. Esta bactéria foi obtida em coleta realizada em 2010 (FEHLBERGA, 2011 - artigo 

submetido à publicação - em anexo 01).  

A linhagem T1, por sua vez, foi isolada de um caprino naturalmente infectado da região 

de Santa Luz-BA e doado pelo Dr. Artur Hage, pesquisador da EBDA, para o Laboratório de 

Microbiologia do ICS-UFBA, no ano 2000, onde foi realizado a identificada pelo teste “API 

coryne” (BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França), e após sucessivas culturas em meio 

especifico foi considerada atenuada por apresentar hemólise sinérgica com Rhodococcus equi 

menos intensa que estirpes recentemente coletadas de caprinos naturalmente infectados. 

Com a finalidade de promover a infecção estas linhagens foram quantificadas seguindo-se 

o 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 

solução salina, através de centrifugações 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, à temperatura ambiente.  Nova lavagem foi realizada 

para a remoção dos reagentes e o sedimento bacteriano foi ressuspenso e mensurado no 

citômetro 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 concentração bacteriana seguiu o seguinte cálculo: Bactérias 

totais = (N⁰beads eventos bactérias / N⁰ de beads A+B) X N⁰ de Beads por μl.    
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4.3 Animais 

 

 Para a realização deste experimento foram utilizados 15 camundongos Balb/c, com idade 

entre 06 - 08 semanas, de ambos os sexos, adquiridos no Biotério do Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ-Salvador-BA). 

 Os animais foram alojados em caixas de 30x19,5x12 cm, cinco animais por caixa durante 

todo o período do experimento, no Biotério do Instituto de Ciências da Saúde (ICS-UFBA), 

sob condições adequadas de temperatura (21 ± 1° C) e de umidade (50 - 60 %). Os 

camundongos foram mantidos com alimentação e água ad libitum. 

 Este estudo foi aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia, sob protocolo n
o
 006/2010. 

 

2.3 Infecção 

 

 Os animais foram divididos em três grupos de cinco camundongos cada, o 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
4
/ml da bactéria, diluídos 

em um (01) ml de salina (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ), da linhagem T1 e C57 

respectivamente. Após a infecção os animais foram avaliados depois de 70 dias de infecção, 

(desenho experimental 03).  
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4.4 Avaliação Morfológica 

 

4.4.1 Presença e Localização de Granuloma 

 

 Em seguida à eutanásia os camundongos foram vistoriados, tanto externamente quanto na 

abertura das cavidades peritoneal e torácica, para a observação da existência de granulomas, 

bem como, do local de sua ocorrência. 

 

4.4.2 Determinação do peso do baço 

 

 Após a eutanásia dos animais, o peso corporal, seguido pelo do baço, foram obtidos 

utilizando Balança de precisão (Marte Balança e Aparelhos de Precisão LTDA, São Paulo-

SP). A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela porcentagem que 

o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este considerado 100%.  

 

4.5 Avaliação da Resposta Imune 
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 A avaliação da resposta imune dos camundongos infectados com estas duas linhagens de 

C. pseudotuberculosis foi estimada tanto em relação à resposta imune inata, quanto em relação 

à resposta imune adaptativa, na sua vertente celular.  

 

4.5.1 Resposta Imune Inata 

 

4.5.1.1  Avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal 

 

 A avaliação da migração celular para a cavidade peritoneal (local da realização da 

injeção) foi realizada através da quantificação total de células e do diferencial destas. Com 

este intuito, após a eutanásia, procedeu-se a assepsia do abdômen e exposição do peritônio, 

seguidamente, foi injetado, em condições 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. Após definição do volume readquirido, este foi acondicionado 

em microtubos eppendorf, dos quais 40µl foram utilizados para contagem de células totais 

através de um contador automático de células (Hemocytometer CELM cc-530, CELM - Cia. 

Equipadora de Laboratórios Modernos, Barueri-SP), 60µl foram utilizados na preparação de 

citoesfregaço, em duplicata, através de centrifugações de 16 minutos a 500xg em temperatura 

ambiente, utilizando uma citocentrifuga de bancada Presvac CT12 (Prevac, Balneario 

Camboriu - Santa Catarina fabricante). 

 As lâminas do citoesfregaço foram coradas utilizando-se para isso uma mistura dos 

corantes hematológicas Wright e Giemsa (Sigma Chemical Co., EUA). Resumidamente, as 

lâminas foram cobertas com 15 a 20 gotas do corante, deixando-o agir por três (03) minutos, 

seguidamente foi acrescido 20 gotas de água destilada por 12min., finalizando com uma 

lavagem em água corrente. O perfil das células da cavidade foi determinado através de 

características morfológicas de 200 leucócitos por animal, utilizando-se para isso um 

microscópio Biológico binocular modelo L-1000 bac (Bioval, Bauru-SP) em objetiva de 

imersão (aumento de 1000X). 
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4.5.2 Resposta Imune Adaptativa 

 

 A avaliação da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, foi realizada através da 

mensuração da população de linfócitos TCD4
+
 e TCD8

+
 presentes no baço no momento da 

eutanásia de cada animal, através da imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo, 

além da quantificação de citocinas presentes neste órgão. 

 O baço de cada animal foi removido e transferido para uma placa de petri de 40x12mm, e 

após a sua pesagem, foi removido um fragmento de 50mg que foi macerado em 500 µL de 

solução inibidora de proteases (Sigma Aldrich Brasil Ltda.) gerando uma suspensão celular. 

Cada suspensão foi submetida à centrifugação a 450xg por 10 minutos a 4°C. A partir de 

então, o sobrenadante das amostras foi adequadamente armazenado à – 20°C para serem 

utilizados na quantificação de citocinas. Enquanto que, o sedimento celular foi ressuspenso em 

três ml de salina, a qual foi submetida à contagem total de células num contador automático de 

células (Hemocytometer CELM cc-530), a fim de ajustar a concentração celular necessária 

para a imunofenotipagem no citômetro de fluxo. 

 A imunofenotipagem foi realizada pela avaliação da expressão das proteínas CD3, CD4 e 

CD8 na superfície celular. Para tanto, foram utilizados anti-CD3 conjugado com Isotiocianato 

de Fluoresceína (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 determinação da concentração ideal de uso. As células esplênicas 

foram ajustadas em 500.000 células (eventos) diluídas em 500 µL do tampão de ensaio, em 

seguida os anticorpos monoclonais foram acrescentados e esta mistura foi incubada, em 

câmara escura, durante 15 minutos. Findado o período de incubação, foi adicionado um ml do 

tampão de ensaio em cada tubo, e em seguida foi realizada uma centrifugação a 7500xg 

durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido por inversão e acrescentado 500μL de 

tampão de ensaio. A aquisição foi realizada no citômetro de fluxo (FACScalibur – BECTON 

DICKINSON, San Jose, EUA) usando o programa CellQuest (Becton–Dickinson, Canadá). 

Para análise dos dados utilizou-se o Flowjo (Tree Star Inc, Califórnia, EUA). 

 A dosagem das citocinas presentes no homogenato do baço foi realizada por meio de 

ensaio para detecção 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-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e 

TNF-α, Resumidamente, os padrões das citocinas avaliadas foram reconstituídos em água 

destilada estéril de acordo com a concentração previamente recomendada no Kit, para serem 
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utilizadas na elaboração de um mix de citocinas, que por sua vez, foi empregado na elaboração 

de uma diluição seriada, utilizada como a curva padrão 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 o sedimento resuspenso com o mesmo volume 

de tampão de ensaio. Seguidamente, o mix do conjugado biotinilado foi preparado também 

diluído em tampão de ensaio. Desta forma, o experimento foi realizado, adicionando em tubos 

previamente identificados a seguinte ordem: padrões das citocinas ou as amostras, em seguida 

o 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 período de incubação, foi adicionado um 

(01)ml do tampão de ensaio em cada tubo que foi seguido por uma centrifugação a 7500xg 

durante 05 minutos. Seguidamente, foi removido 700 μL do sobrenadante e novamente lavado 

com o mesmo volume de tampão, que foi seguido da remoção do sobrenadante e posterior 

adição de 20 μL de streptoavidina-PE. Os tubos foram então homogeneizados e incubados no 

escuro por uma (01) hora, ao passo que, findado este período, as amostras foram novamente 

lavadas duas vezes e por fim resuspensas em 500μL de tampão de ensaio e acondicionadas 

isentas da luz a 4°C overnight, para posterior leitura no citômetro de fluxo (FACScalibur – 

BECTON DICKINSON, San Jose, EUA). Para análise dos dados foi utilizado o FlowCytomix 

Pro Software, conforme orientações do fabricante. 

 

2.1.3 Análise Estatística 

 

 Com o objetivo de avaliar aspectos da relação parasito-hospedeiro durante a infecção 

com as diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis em camundongos Balb/c, considerando 

a avaliação morfológica, a avaliação da migração para a cavidade peritoneal, a 

imunofenotipagem de esplenócitos e a dosagem de citocinas, foram empregados testes 

estatísticos não paramétricos em função da distribuição anormal dos dados. Para comparar a 

magnitude das variações das amostras, foi realizada a análise de variância através do teste de 

Kruskal-Wallis (BIOSTAT, 2007; FISHER, 1993) e as tendências centrais dos grupos 

independentes, dois a dois, foram comparadas pelo teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney 

(CALLEGARI-JACQUES, 2003). O valor fixado para significância estatística 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 após 70 dias do desafio, foi realizada uma avaliação morfológica, bem 

como, uma caracterização da resposta imune, tanto na sua vertente da resposta imune inata, 

quanto adaptativa. Todas as médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD), de cada 

experimento realizado, encontram-se no Apêndice C. 

 

3.1 Avaliação Morfológica 

 

A apreciação morfológica foi contabilizada em relação ao surgimento de granulomas, 

descrevendo os locais onde sucederam a sua ocorrência. Como também, através da avaliação 

referente ao peso do baço.    

A presença/formação 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 localizações diferentes, um no linfonodo e o outro no rim. No entanto, para o grupo dos 

animais infectados com a bactéria C57, todos os cinco animais apresentaram granulomas, 

sendo estes ocorridos em: nove linfonodos, um no fígado e dois em testículos. (tabela 01 e 

02). 

Os valores encontrados referentes à relação entre o peso corporal e o peso do baço dos 

animais, estão apresentados na figura 01; a comparação entre os grupos infectados e o grupo 

controle (animais que receberam apenas salina), realizada por Kruskal-Wallis, revelou 

diferença estatisticamente significativa (p = 0,0031), tendo, a comparação das médias entre os 

grupos, por Mann Whitney, a seguinte relação: grupo dos animais infectados com C57 

(GC57) > grupo dos animais infectados com T1 (GT1) > Grupo Controle (GC).  

 

3.2 Avaliação da Resposta Imune 

 

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

C57, foi avaliada a resposta imune inata, pela determinação da quantidade total, bem como o 
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diferencial, de células da cavidade peritoneal. Para a avaliação da vertente celular da resposta 

imune adaptativa, procedeu-se a imunofenotipagem para CD4
+
 e CD8

+
 e a avaliação da 

produção de citocinas no macerado do baço.  

 

3.2.1 Avaliação da Resposta Imune Inata 

 

A avaliação da resposta imune inata foi caracterizada pela quantificação total e 

diferencial de células recuperadas da cavidade peritoneal após a eutanásia dos animais. A 

figura 02 representa os valores encontrados para quantificação total de células, na qual é 

possível notar a diferença estatística significativa (p = 0,0077) com a seguinte relação: GC57 

> GT1 > GC.  

Os valores relacionados à avaliação do diferencial celular presente na cavidade peritoneal 

dos grupos examinados estão apresentados na figura 03. Macrófagos, linfócitos e neutrófilos 

foram encontrados em números 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 não diferem entre si para 

qualquer das células analisadas. A relação entre todos os grupos está apresentada: macrófagos 

– GC57 = GT1 > GC; Linfócitos – GC57 = GT1 > GC e Neutrófilos – GC57 = GT1 > GC.  

 

3.2.2 Avaliação da Resposta Imune Adaptativa 

 

As médias de intensidade de fluorescência (MIF) estão apresentadas na figura 04. 

Tanto a avaliação para CD4
+
, quanto para CD8

+
, não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas.    

Para a análise da produção das citocinas, elas foram agrupadas em citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ 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 Th1 ou Th2 dos 

linfócitos T (IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27). É possível observar um aumento apenas na produção 

de IL-6 (p = 0,0221) com a seguinte relação entre os grupos: GT1 > GC = GC57 (Figura 05). 

Na figura 06 estão demonstrados os resultados das citocinas relacionadas com o perfil Th3 e 

Th2, onde é possível identificar uma diferença estatística significativa para a citocina IL-13, 

com p = 0,0344, e apesentando a seguinte relação: GT1 > GC. Na figura 07 estão 
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demonstrados os resultados das citocinas relacionadas com o direcionamento para um perfil 

Th1 ou Th2, respectivamente, nestes dados não foram identificadas diferenças estatísticas 

significativas. 

 

4 Discussão 

 

Objetivando comparar a resposta imune estabelecida pela infecção por duas diferentes 

linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis, uma considerada atenuada (T1) e outra 

selvagem (C57), camundongos Balb/c foram infectados com 10
4
 destes microrganismo e 

avaliados após 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 produção de 

anticorpos específicos em caprinos (FEHLBERGA, 2011 – artigo submetido à publicação – 

resumo no anexo 01). Esta linhagem foi escolhida por apresentar uma alta capacidade 

proliferativa, in vitro, em comparação com outras linhagens presentes no Laboratório de 

Microbiologia do Instituto de Ciências da Saúde, ICS-UFBA, e por ter sido recentemente 

obtida.  Alguns estudos correlacionam a virulência do patógeno com o potencial proliferativo, 

onde uma maior taxa de crescimento do microrganismo está 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 

observação que em microrganismos que são mantidos durante muito tempo em meios de 

cultura podem ser identificadas alterações em seus mecanismos de virulência, geralmente 

promovendo uma atenuação (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 infecção 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 laboratório de microbiologia do ICS-UFBA. 

Um dos parâmetros utilizados para a comparação entre estas duas estirpes foi a 

caracterização morfológica em animais infectados, que orçava a capacidade em ocasionar 

granulomas, além de aspectos envolvidos no comprometimento do baço pela avaliação do 

peso deste órgão. Está bem descrito na literatura que estirpes diferentes, de C. 

pseudotuberculosis (NIETO et al., 2009; SOUZA, 2009) ou de Corynebacterium ulcerans 



124 

 

 

 

(DIAS et al., 2011) oude Mycobacterium avium (AMARAL et al., 2011) apresentam um 

tropismo para os diferentes órgãos de forma bem distinta entre cada linhagem. Está 

característica também é demonstrada pelo uso de T1 e da estirpe selvagem C57 em 

camundongos Blab/c. A estirpe C57 promove o surgimento de granulomas em uma 

frequência maior (05/05) que a estirpe T1 (01/05), e embora tenha sido observada a formação 

de granulomas órgãos como testículos, fígado e rins, claramente observam-se os linfonodos 

como os mais acometidos. Este dado esta de acordo com a literatura, uma vez que, estes 

granulomas são observados principalmente nos linfonodos próximos da região de entrada do 

patógeno (WILLIAMSON, 2001; MEYER et al., 2005; FONTAINE, et al. 2006), além disso, 

este cocobacilo utiliza a via linfática ou a via sanguínea para se distribuir pelo organismo 

atingindo principalmente os linfonodos e baço (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 baço está correlacionado diretamente com a utilização da via 

sanguínea por diversos microrganismos para promover a disseminação gerando 

esplenomegalia (DUTTA et al., 2009; MATHURIN et al., 2009; DIAS et al., 2011; 

RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012). Neste trabalho, foi possível 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 possível 

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 infecção de forma mais branda, mas cujos sinais são 

detectáveis após 70 dias da infecção, fato este que pode fortalecer os estudos que se propõem 

em utilizar está linhagem como uma vacina viva, já que estirpes muito atenuadas, que são 

rapidamente eliminadas pelo organismo do hospedeiro, não são eficientes em montar uma 

resposta protetora frente a este microrganismo (SIMMONS et al., 1997; SIMMONS et al., 

1998).  

A avaliação das células presentes no local da infecção contribui para a compreensão 

dos mecanismos utilizados pelo hospedeiro para tentar eliminar/conter esta bactéria, sendo 

assim, neste estudo foi realizada a avaliação do direcionamento celular para a cavidade 

peritoneal, local da realização das injeções, seguido da avaliação do diferencial celular. Foi 

possível 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 



125 

 

 

 

a T1. Entretanto, a presença destas células pode contribuir para a disseminação deste 

microrganismo, uma vez que estes cocobacilos, por se tratar de bactérias intracelulares 

facultativas, podem sobreviver dentro dos fagócitos e utilizá-los para a disseminação no 

organismo do hospedeiro (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983). Este fato fortalece a 

associação entre a relação de maior quantidade de células direcionadas e maior surgimento de 

granulomas encontrados nos animais infectados com a linhagem C57. No diferencial foi 

identificada uma elevação do número de macrófagos, linfócitos e de neutrófilos destes dois 

grupos quando comparado ao grupo controle, mas não apresentam diferenças estatísticas 

significativas entre eles. A permanência destes neutrófilos durante tanto tempo (70 dias) se 

destaca, uma vez que foi descrito na literatura que, em lesões causadas por C. 

pseudotuberculosis em pequenos ruminantes, este tipo celular atua nos primeiros dias de 

infecção e depois desaparecem (PEPIN et al., 1992; PEPIN et al., 1994a; PEPIN et al., 

1994b). Os neutrófilos são células essenciais para a defesa contra a infecção primária, atuando 

para restringir o crescimento da bactéria ou agindo sobre as células infectadas de forma 

independente das atuações dos macrófagos e das células NK (CONLAN& NORTH, 1991; 

ROGERS & UNANUE, 1993; SJÖSTEDT et al., 1994). Por outro lado, microrganismos 

intracelulares podem apresentar efeito anti-apoptótico em neutrófilos objetivando utiliza-los 

como células hospedeiras facilitando principalmente o mecanismo de disseminação 

(YOSHIIE et al., 2000; AGA et al., 2002). Desta forma, a permanência desta célula e dos 

mecanismos de interação entre os neutrófilos e C. pseudotuberculosis necessitam ser mais 

avaliados, uma vez que foi demonstrado neste trabalho que estas células permanecem por 

mais tempo no local da infecção. 

A resposta imune contra patógenos intracelulares facultativos envolve células T CD4
+
, 

principalmente da subpopulação Th1, com produção de INF-γ e ativação de células 

fagocíticas; enquanto que linfócitos T CD8
+
 estão envolvidos tanto na produção de mais INF-

γ, como também na identificação e eliminação de células infectadas (ZHAN & CHEERS, 

1993; PÉPIN el al, 1997; LAN et al., 1998; MURPHY et al., 2001; MACHADO et al., 2004; 

MATHURIN et al., 2009; BRANDÃO et al., 2012). Neste sentido, a avaliação da proporção 

de células T CD4
+
 e T CD8

+
, por meio da imunofenotipagem, como também a definição do 

grupo de citocinas produzidas no momento da eutanásia, e assim definir a ou as subpopulações 

encontradas, torna-se um valioso instrumento. No entanto, na compara entre os grupos para as 

células T CD4
+
 e T CD8

+
, não foi possível identificar diferença estatística significativa.  

http://jem.rupress.org/search?author1=J+W+Conlan&sortspec=date&submit=Submit
http://jem.rupress.org/search?author1=R+J+North&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=H+W+Rogers&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=E+R+Unanue&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=A+Sj%C3%B6stedt&sortspec=date&submit=Submit
http://iai.asm.org/search?author1=Kiyotaka+Yoshiie&sortspec=date&submit=Submit
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Para contribuir com a definição do perfil celular estabelecido durante a infecção de C. 

pseudotuberculosis por estas duas linhagens da bactéria foram quantificadas as citocinas IL-

1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, INF-γ e TNF-α. Estas 

citocinas foram mensuradas no sobrenadante do homogenato do baço, com o intuito de 

identificar quais eram as citocinas produzidas localmente (baço) e/ou de forma sistêmica no 

momento da eutanásia dos animais durante o percurso da infecção. Este procedimento já foi 

descrito, demonstrando variações estatisticamente significativas, para a avaliação de citocinas 

do homogenato de baço (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 pulmão (CAMPBELL et al., 2006).  

As citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 foram agrupadas como citocinas pró-

inflamatórias, neste grupo foi observado uma produção significativa apenas nos animais 

infectados com a linhagem T1 para a citocina IL-6. Esta citocina é importante no processo 

inflamatório principalmente por estimular a produção de proteínas de fase aguda pelos 

hepatócitos e estimular a produção de neutrófilos (APPELBERG et al. 1994; LEAL et al. 

1999; DIAS et al., 2011). A mensuração das proteínas de fase aguda não foi realizada neste 

experimento, entretanto, ao ser avaliado o diferencial das células nos animais infectados com a 

T1 é possível identificar um aumento dos neutrófilos no local da infecção, fato este que pode 

se justificar pela presença desta citocina, no entanto, não é relatada uma diferença neutrofílica 

significativa entre as duas linhagens estudadas, mesmo não sendo detectada a produção 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 não é o único fator que atua na 

produção e direcionamento de neutrófilos outros elementos estão envolvidos nesta atração que 

podem ser moléculas especificas do próprio patógeno (DENG et al., 2012), sendo assim, e 

principalmente por apresentarem diferenças nos mecanismos de atuação, a bactéria C57 pode 

possuir moléculas que contribuam para esta atração 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 diferença 

estatística significativa para a citocina IL-13, que apresentou, para a linhagem T1, uma 

produção maior que a do controle, mas similar a produção encontrada com a infecção da C57. 

Esta citocina está diretamente relacionada com a resposta da subpopulação 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 formação/maturação de granulomas, que são 

importantes no controle de microrganismos intracelulares, através do estímulo para a produção 

de fibrinogênio 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 vêm 

demonstrando uma relação entre está citocina e o estabelecimento de granulomas, além de 

contribuir para a eliminação de microrganismos intracelulares como a Leishmania donovani 

(MURRAY et al., 2006; McFARLANE et al., 2011). O recrutamento mais acentuado desta 

citocina pode ter contribuído no estabelecimento de uma infecção mais branda quando os 

animais foram infectados com a bactéria T1, já que estes animais apresentaram poucos 

granulomas, um direcionamento celular e aumento do peso do baço menor do que os animais 

infectados com a linhagem C57. 

No entanto, muitas citocinas aqui analisadas apresentaram valores muito baixos, não 

sendo possível caracteriza-las de forma mais efetiva durante a infecção com diferentes 

linhagens de C. pseudotuberculosis. Na verdade, a avaliação utilizando outro protocolo, como 

por exemplo, a mensuração em sobrenadante de cultura, deve ser apreciado para melhor 

compreender/relacionar a atuação destas citocinas na infecção, uma vez que já foi relatado 

diferenças na produção das citocinas IL-4, IL-10, INF-γ e TNF-α após estimulo em cultura de 

animais infecção com C. pseudotuberculosis (SOUZA, 2009; SILVA, 2010). 

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensão do tipo de resposta, e dos 

mecanismos imunológicos envolvidos durante infecção com diferentes linhagens de C. 

pseudotuberculosis, onde a estirpe C57 apresentou alterações morfológicas (presença de 

granulomas e peso de baço) mais acentuadas, assim como um maior direcionamento de células 

para o local da infecção do que a estirpe T1. Desta forma, é possível identificar que o mesmo 

microrganismo pode apresentar mecanismos de virulência distintos, que podem por sua vez, 

interferir no processo de estabelecimento da doença. Ademais, foi possível confirmar a 

atenuação observada na linhagem T1, bem como o caráter virulento da linhagem C57. Estudos 

focalizando quais seriam as possíveis diferenças entre estas linhagens podem auxiliar no 

estabelecimento/identificação de linhagens atenuadas, como também de moléculas candidatas 

ao desenvolvimento de vacinas e kits diagnósticos. Ademais, estes resultados fortalecem a 

compreensão dos mecanismos imunológicos desenvolvidos pela bactéria T1, considerada 

atenuada, frente à infecção 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 avaliações de protocolos de imunização/desafio. 
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Tabela 01. Quantidade (positivo/avaliado) de animais com presença de granulomas por grupo 

analisado. 

 

 

Tabela 02. Principais regiões anatômicas acometidas com granulomas. 

 

 

 

Figura 01 – Determinação do peso do Baço de camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com 

salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 

(GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados após 70 dias. O peso corporal, seguido pelo do baço, 

foram obtidos. A relação entre o peso corporal e o peso do órgão foi determinada pela porcentagem 

que o órgão representava em comparação ao peso do corpo, sendo este considerado 100%. A 

comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, (p = 0,0031), tendo, a comparação das 

médias entre os grupos, por Mann Whitney, a seguinte relação: GC57 > GT1 > GC.  
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Figura 02 – Determinação da quantidade leucocitária total nos camundongos Balb/c. Os animais foram 

injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da 

estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados após 70 dias. Procedeu-se a quantificação 

total de células presentes na cavidade peritoneal através de um contador automático de células. A 

comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma 

diferença estatística significativa (p = 0,0077) e a seguinte relação pós-teste: GC57 > GT1 > GC. 

 

 

Figura 03 – Determinação da contagem diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos 

camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados com 

10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e avaliados 

após 70 dias. Foi realizada a avaliação através de características morfológicas de 200 leucócitos por 

animal. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, apresentando os seguintes 

valores: Macrófagos (p = 0,0075), tendo como pós-teste a relação: GC57 = GT1 > GC; Linfócitos (p 

= 0,0344), apresentando: GC57 = GT1 > GC e Neutrófilos (p = 0,0068), com pós-teste: GC57 = GT1 

> GC.  
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Figura 04 – Determinação da média de intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T 

CD8
+
 dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou 

injetados com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e 

avaliados após 70 dias, onde foi realizada a quantificação por citometria de fluxo. A comparação entre 

os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde não foi possível identificar diferença estatística 

significativa tanto para os valores do MIF de CD4
+
, quanto para os valores do MIF de CD8

+
.  

 

 

Figura 05 – Determinação da produção das citocinas TNF- α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no 

homogenato do baço dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle 

- GC) ou infectados com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 (GC57) de C. 

pseudotuberculosis e avaliados após 70 dias, onde a quantificação foi realizada por citometria de 

fluxo. A comparação entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, que apresentou diferença 

estatística significativa para a citocina IL-6 (p = 0,0221), e demonstrando a seguinte relação: GT1 > 

GC = GC57. Não foi possível detectar diferenças estatísticas significativas para IL-1α, INF-γ. E não 

foram produzidos valores detectáveis das citocinas TNF-α e IL-17. 
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Figura 06 – Determinação da produção das citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço 

dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou infectados 

com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis e 

avaliados após 70 dias, onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação entre 

os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, onde foi possível identificar uma diferença estatística 

significativa apenas para a citocina IL-13 (p = 0,0344), apresentando a seguinte relação: GT1 > GC. 

Não foi detectada diferença estatística significativa para as citocinas IL-10, IL-5 e IL-4.  

 

 

Figura 07 – Determinação da produção das citocinas IL-02, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do 

baço dos camundongos Balb/c. Os animais foram injetados com salina (grupo controle - GC) ou 

infectados com 10
4
/ml da estirpe T1 (GT1) ou 10

4
/ml da estirpe C57 (GC57) de C. pseudotuberculosis 

e avaliados após 70 dias, onde a quantificação foi realizada por citometria de fluxo. A comparação 

entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis, que não apresentou diferença estatística significativa.  
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CONCLUSÃO  

 

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

 

 Os animais da linhagem Balb/c e Swiss foram mais sensíveis à infecção de C. 

pseudotuberculosis que os animais C57Black/6 selvagem, uma vez que esta 

linhagem não apresentou óbitos em nenhum dos experimentos realizados e nem 

esplenomegalia; 

 

 Óxido Nítrico (ON) é uma importante ferramenta, crucial para a sobrevivência dos 

camundongos frente à infecção com C. pseudotuberculosis, principalmente no início 

do processo infeccioso; 

 

 A ausência da produção do ON ou de INF-Ƴ estão diretamente relacionados com o 

aumento no número de granulomas e do comprometimento do baço, quando 

infectados com 10
7
 da estirpe atenuada; 

 

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

sugerir um maior comprometimento nestas linhagens; 

 

 Ocorre uma produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células de camundongos 

da linhagem C57Black/6, fato este que pode contribuir com o caráter resistente 

destes animais a infecção por C. pseudotuberculosis; 

 

 A bactéria viva pode promover a inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias, interferindo na ativação das células fagocíticas; 

 

 É possível notar que nos camundongos da linhagem Balb/c ocorre uma diminuição 

de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
, ao passo que, nos camundongos da linhagem 

C57Black/6 não se alteram. Este fato pode corroborar com uma dificuldade em 

estabelecer uma resposta imune adaptativa satisfatória durante a infecção com C. 

pseudotuberculosis; 
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 O panorama da produção das citocinas pró-inflamatórias (IL-1α e INF-Ƴ) sugere 

que os animais da linhagem C57Black/6 tem um potencial maior em montar uma 

resposta imune protetora com recrutamento e ativação de células fagocíticas durante 

a infecção com C. pseudotuberculosis; 

 

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

Th1 (INF-Ƴ, IL-27), que favorece a eliminação de patógenos intracelulares; 

 

 Os animais da linhagem C57Black/6 demonstraram ser mais resistentes à infecção 

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

 

 A ausência da produção de ON e INF-Ƴ nos camundongos KO reforçam a 

importância destes elementos na defesa frente a C. pseudotuberculosis, uma vez que 

estes animais apresentaram uma infecção mais severa; 

 

 A comparação entre as duas linhagens da bactéria aponta para uma maior virulência 

da estirpe selvagem (C57) e da confirmação da atenuação da bactéria T1 de C. 

pseudotuberculosis. 
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APÊNDICE A 

 

Neste apêndice estão agrupadas todas as médias aritméticas com os respectivos 

desvios padrões (X ± SD) dos experimentos relacionados ao primeiro manuscrito. 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação do peso do 

Baço de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação do peso do 

Baço de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da quantidade 

leucocitária total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da contagem 

diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 

 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da quantidade 

leucocitária total nos camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-

KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da Determinação da contagem 

diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos 

animais C57Black/6 estimuladas com antígeno secretado da bactéria T1 (TPP): 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos 

camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10 

estimuladas com C. pseudotuberculosis viva: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da média de 

intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da média de 

intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 dos camundongos 

C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no homogenato do baço dos camundongos 

Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c, 

C57black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no homogenato do baço dos camundongos 

C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baço dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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APÊNDICE B 

 

Neste apêndice estão agrupadas todas as médias aritméticas com os respectivos 

desvios padrões (X ± SD) dos experimentos relacionados ao segundo manuscrito. 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação do peso do 

Baço de camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da quantidade 

leucocitária total nos camundongos Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da contagem 

diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos Balb/c, 

C57black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos 

animais C57Black/6 estimuladas com antígeno secretado da bactéria T1 (TPP): 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da média de 

intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 



168 

 

 

 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no homogenato do baço dos camundongos 

Balb/c, C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c, 

C57Black/6 e Swiss: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação do peso do 

Baço de camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e 

C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da quantidade 

leucocitária total nos camundongos C57Black/6selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-

KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da Determinação da contagem 

diferencial dos leucócitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-1α, TNF- α, INF-γ, GMC-SF, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 por células aderentes dos 

camundongos C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10 

estimuladas com C. pseudotuberculosis viva: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da média de 

intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 dos camundongos 

C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no homogenato do baço dos camundongos 

C57Black/6 selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 

 

 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baço dos camundongos C57Black/6 

selvagem, C57Black/6-KO-ON, C57Black/6-KO-INF-γ e C57Black/6-KO-IL-10: 
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APÊNDICE C 

 

Neste apêndice estão agrupadas todas as médias aritméticas com os respectivos 

desvios padrões (X ± SD) dos experimentos relacionados ao terceiro manuscrito. 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação do peso do 

Baço de camundongos Balb/c: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da quantidade 

leucocitária total e diferencial nos camundongos Balb/c: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da média de 

intensidade de fluorescência (MIF) de Linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 dos camundongos Balb/c: 

 

 



177 

 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas TNF-α, IL-1α, IL-6, INF-γ e IL-17 no homogenato do baço dos camundongos 

Balb/c: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-10, IL-13, IL-5 e IL-4 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c: 

 

 

Médias aritméticas com os desvios padrões (X ± SD) da determinação da produção das 

citocinas IL-2, IL-21, IL-22 e IL-27 no homogenato do baço dos camundongos Balb/c: 
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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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