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RESUMO

A peste representa ainda hoje uma ameaca real em diversos continentes, sendo
recentemente definida pela Organizagdo Mundial da Saude como uma doenga
reemergente. A ocorréncia de surtos de peste humana em varios paises e a
possibilidade de utilizacao ilegitima da Yersinia pestis como arma biolégica reforga a
necessidade de se estudar a imunidade induzida pelos potenciais candidatos a vacina,
tendo em vista a utilizagao futura desses antigenos na imunoprofilaxia da peste. Com
este intuito, investigou-se a imunogenicidade de preparagdes antigénicas baseadas
na proteina F1 e no extrato total de Y. pestis a fim de verificar a participagao destes
antigenos na indugcédo da produgao de anticorpos, na determinacao do fendtipo de
linfécitos T esplénicos e no estimulo a produgédo das citocinas IFN-y e IL-10 pelas
subpopulagdes de células T CD4 e CD8. Para isso, utilizou-se camundongos fémeas
Swiss Webster que foram imunizadas, por via intramuscular, com 40 pg ou 20 ug da
proteina F1 purificada e do extrato total de Y. pestis administrados em duas doses
com intervalo de 21 dias e uma dose reforgo de 4 ug e 2 ug que foi administrada, por
via intravenosa, no 42° dia apds a imunizagcao primaria. No 45° dia, realizou-se a
eutanasia dos animais bem como a coleta do sangue e a retirada do bago. Os titulos
de anticorpos anti-F1 induzidos pelos diferentes esquemas de imunizagao foram
avaliados no soro através do teste de hemaglutinagéo indireta. A analise fenotipica
das subpopulacdes de linfécitos T esplénicos e a detecgao intracelular das citocinas
IFN-y e IL-10 foram feitas por citometria de fluxo utilizando anticorpos monoclonais.
Os animais imunizados com o extrato total de Y. pestis nas doses de 40 pg e 20 pg
nao apresentaram anticorpos anti-F1, da mesma forma que os animais do grupo
controle. Por outro lado, os animais imunizados com o antigeno F1 purificado, tanto
na dose de 40 pg quanto na dose de 20 ug, apresentaram resultados positivos com
titulos variando de 1/16 a 1/8132. Com relagao a analise fenotipica, foi observado que
a média de células T CD3*-CD4* e TCD3*-CD8" n&o difere significativamente entre os
diferentes grupos estudados. Quanto a detecgédo de citocinas foi verificado que o
extrato total e o antigeno F1 de Y. pestis ndo induzem a expressao significativa de
IFN-y e IL-10 em linfécitos T-CD4*. A proteina F1 também nao induz a expressao de
IFN-y em linfocitos T CD8*, ao contrario do extrato total de Y. pestis. Os resultados

apontaram que a proteina F1, embora seja um importante indutor de resposta imune



humoral, n&do é um antigeno imunogénico para célula T e ainda que o extrato total de
Y. pestis na dose de 40 ug parece favorecer a imunidade celular mediada pelo linfécito
T CDS8.

Palavras-chave: Yersinia pestis, anticorpos, citocinas IFN-y e IL-10, vacinas.



ABSTRACT

The plague still poses a real threat in several continents and it has recently been
defined by the World Health Organization as a re-emerging disease. The occurrence
of human plague outbreaks in several countries and the possibility of illegitimate use
of Yersinia pestis as a biological weapon reinforce the need to study the immunity
induced by potential vaccine candidates having in mind the future use of these antigens
in immunoprophylaxis of the plague. With this purpose, the immunogenicity of the
antigenic preparations based on F1 protein and on the total extract from Y. pestis was
investigated in order to verify the role of these antigens in inducing the production of
antibodies, as well as in determining the phenotype of splenic T-lymphocytes and also
the stimulation of the production of IFN-y and IL-10 through the subpopulations of T
CD4 and CDS8 cells. In order to achieve this objective, female Swiss Webster mice
were intramuscularly immunized with 40 ug or 20 ug of the purified F1 and total protein
extract from Y. pestis, given in two doses with a 21 day interval and one booster dose
of 4 ug or 2 ug that was administered intravenously on the 42" day after the primary
immunization. On the 45th day, euthanasia of the animals was performed as well as
the collection of blood and removal of the spleen. The titers of anti-F1 antibodies
induced by different immunization schedules were evaluated in serum through the
indirect hemagglutination test. Phenotypic analysis of subpopulations of splenic T cells
and the detection of intracellular IFN-y and IL-10 were performed by flow cytometry
using monoclonal antibodies. Animals immunized with total extract from Y. pestis at
doses of 40ug and 20 ug didn’t show anti-F1 antibody in the test, in the same way as
the control animals. On the other hand, animals immunized with the purified F1 antigen,
both at a dose of 40 ug as well as at a 20 yg dose showed positive results with titers
ranging from 1/16 to 1/8132. With respect to the phenotypic analysis, it was observed
that the average of T CD3*-CD4* cells and T CD3*"-CD8* do not significantly differ
between the studied groups. As for the detection of cytokines, it was found that the
total extract and the F1 antigen of Y. pestis do not induce significant expression of IFN-
vy and IL-10 in CD4 T-lymphocytes. The F1 protein also does not induce IFN-y
expression on CD8 * T cells, unlike the total extract from Y. pestis. Overall, the results

showed that the F1 protein, although an important inducer of humoral immune



response, is not imunogenic T cell antigen even if the total extract from Y. pestis at

dose of 40 yg seems to favor cellular immunity mediated by T lymphocytes CD8.

Keywords: Yersinia pestis, antibodies, IFN-y and IL-10 cytokines, vaccines.
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1 INTRODUGAO

A peste é uma doenca infecciosa bacteriana de alto potencial epidémico com grande
importancia na histéria da humanidade. Embora desconhecida pela sociedade,
governos e pela maioria dos profissionais de saude, a peste continua sendo uma
ameaca real nos dias atuais e um problema de saude publica em diversos paises da
Africa, Asia e Américas, sendo definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como uma doenga reemergente.

Em 2013, foram reportados a OMS 783 casos de peste humana com um total de 126
obitos (OMS, 2014). Embora a maioria dos casos notificados seja da forma bubénica,
adquirida através da picada de pulgas infectadas pela Yersinia pestis, os surtos com
ocorréncias de peste pneumobnica também tém sido reportados: 0 mais recente
ocorreu em setembro de 2015 em Madagascar (Africa) no qual foi registrado o
envolvimento de 15 pessoas e 11 mortes (OMS, 2015). Na América do Sul, o ultimo
episoddio aconteceu no Peru em 2010, com 21 casos notificados, sendo 4 na forma
pneumonica (PERU, 2013). A peste pneumonica representa uma grande preocupagao
devido a sua alta contagiosidade e o risco significativo de propagagao através do
turismo internacional, o que a torna importante do ponto de vista epidemiolégico. O
isolamento de cepa de Y. pestis resistente a multiplos farmacos (GALIMAND et al.,
1997) e o potencial uso do microrganismo como agente de bioterrorismo ja foram
relatados na literatura e também constituem uma grave ameacga a saude humana
(PARKHILL et al., 2001).

Diante da ocorréncia de surtos de peste humana em diversos continentes e da
possibilidade de utilizagdo ilegitima da Y. pestis como arma biolégica torna-se
importante o estudo da imunidade induzida pelos potenciais candidatos a vacina
vislumbrando a utilizagao futura desses antigenos na imunoprofilaxia da peste.

As preparagdes antigénicas baseadas em subunidades da bactéria sdo as grandes
promessas para uso como vacina no futuro. A proteina capsular F1 (fracédo 1) de Y.
pestis, por exemplo, ja tem sido avaliada em diversos estudos de imunizagdo com
animais experimentais. Por outro lado, as vacinas formuladas com a bactéria inteira
morta, por serem constituidas por uma mistura de antigenos, podem também
contribuir para uma indugao eficaz da resposta imune. Porém nao foi completamente

esclarecido o mecanismo de protegdo conferido por essas preparagdes. E neste
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contexto que faz-se necessario investigar o potencial imunogénico de preparagdes
baseadas no F1 e no extrato total de Y. pestis a fim de verificar a participacdo destes
antigenos na geracgéao de respostas imunes humorais, reconhecidamente importantes
na eliminagdo da Y. pestis durante seu ciclo de vida extracelular e na indugdo de
respostas de células T, imprescindiveis para eliminacdo dos bacilos intracelulares e

para geragcao de memoria imunoldgica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A peste e sua importancia historica

A peste, doencga infecciosa de grande magnitude e transcendéncia na histéria da
humanidade, € uma zoonose essencialmente de roedores causada pela Y. pestis, cuja
transmissao ocorre geralmente através da picada de pulgas infectadas com a bactéria.
Além dos roedores, diversas espécies de animais (caes, coelhos, camelos entre
outros) sdo susceptiveis a infecgéo e participam do ciclo epidemiolégico na natureza.
O homem € um hospedeiro acidental e infecta-se quando penetra no ecossistema dos
roedores em atividades de caca, agricultura, comércio ou lazer (BRASIL, 2008;
PERRY & FETHERSON, 1997).

A historia cientifica da peste comegcou em Hong Kong, no ano de 1894, quando
Alexander Yersin isolou a bactéria causadora da infeccdo e identificou-a
microscopicamente. Em seus estudos com cadaveres humanos, Yersin examinou
também ganglios linfaticos de ratos mortos encontrados pelas ruas chinesas,
descobrindo também a importante ligagdo causal dos roedores com a epidemia que
dizimava as populagées humanas daquela época. Outro marco relevante na histéria
da peste foi o reconhecimento do papel da pulga na transmissdo da doencga, que
aconteceu em 1898 por Paul-Louis Simond (SIMOND, 1898).

Conceitos antigos sugerem que a peste teria surgido como doencga entre os primeiros
mamiferos placentarios no Planalto Central Asiatico (POLLITZER, 1954). Durante a
era Crista, diversas doengas foram classificadas indevidamente como peste, no
entanto os registros atuais apontam trés grandes pandemias que foram bem
estudadas e caracterizadas.

A primeira pandemia é conhecida como “Peste Justiniano” e aconteceu entre os anos
542-605 d.C. Teve origem no Egito e se espalhou ao redor do Mar Mediterraneo,
atingindo Asia, Africa e Europa. Estima-se que durante este periodo foram mortas
cerca de 100 milhdes de pessoas. A segunda pandemia, a temivel “Peste Negra”, foi
registrada entre os séculos XIV e XVIII teve inicio na Asia e posteriormente estendeu-
se por toda a Europa e Norte da Africa dizimando um quarto da populagdo européia
entre os anos de 1347 e 1353. A terceira pandemia, ou Pandemia Contemporanea,

originou-se na Mongodlia estendendo-se para Hong Kong em 1894, por onde
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rapidamente espalhou-se através do transporte maritimo (PERRY & FETHERSTON,
1997; POLLITZER, 1954).

A expansao da terceira pandemia declinou com a Segunda Guerra Mundial com a
substituicdo dos navios antigos pelos novos a prova de ratos, no entanto foi a partir
deste periodo que a peste atingiu as Américas, Africa do Sul, Madagascar e Indochina,
onde grandes surtos humanos ocorreram nas cidades portuarias (MOLLARET, 1989).
Posteriormente, a infecgédo foi gradualmente propagada para o interior seguindo as
rotas de transporte. Nas areas rurais, a peste foi transmitida aos roedores silvestres
que constituem hoje o principal reservatorio da infeccdo nos focos que se
estabeleceram em vérios paises da Africa, Asia e América (SCHNEIDER et al., 2014).
A chegada da peste ao Brasil aconteceu pelo porto de Santos no estado de Sao Paulo,
em 1899, onde foi registrado o primeiro caso humano. Varias cidades portuarias foram
atingidas e em seguida a doenga expandiu para o interior através das rotas terrestres
(OMS, 1965). Atualmente a peste mantém-se entre a populagéo de roedores silvestres
nos focos naturais dos estados do Nordeste, Minas Gerais e Rio de Janeiro (BRASIL,
2008). A persisténcia da infecgdo entre os roedores silvestres e a sua provavel
transmissao para animais domésticos e para os humanos torna a peste um problema
de saude publica merecedor de atengao (ALMEIDA et al., 2007).

A OMS recomenda a vigildncia permanente nos focos espalhados pelos diversos
continentes (GAGE, 1999). No Brasil, o monitoramento da circulagéo da Y. pestis e a
protecao das populagdes humanas sao atribui¢des do Programa de Controle da Peste
(PCP) do Ministério da Saude (MS), que desenvolve rotineiramente suas atividades
(ARAGAO et al., 2009). As medidas de vigilancia tém como objetivo detectar
precocemente indicadores de atividade pestosa entre os animais a tempo de
desencadear as medidas preventivas que evitem o comprometimento humano
(BRASIL, 2008).

A recomendacao atual do ministério da saude (MS) estabelece que o monitoramento
epidemioldgico da peste no Brasil deve ser feito mediante coleta regular de amostras
de sangue de caes para a realizagdo de exames sorologicos para detecgdo de
anticorpos especificos contra a peste (MS, 2007). Alguns exames tém se mostrado
positivos, indicando a presenca de anticorpos antipestosos nestes animais e
sugerindo que os focos brasileiros permanecem ativos (ARAGAO et al., 20009;
FUNDACAO EZEQUIEL DIAS, 2014).
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Atualmente, a ocorréncia de peste humana no Brasil € um evento raro e o ultimo caso
confirmado ocorreu no estado do Ceara (municipio de Pedra Branca) no ano de 2005
(ALMEIDA et al., 1988; ARAGAO et al., 2009; BRASIL, 2008). No homem, a infecgéo
manifesta-se sob trés formas clinicas principais: bubdnica, septicémica e pneumonica.
A forma bubdnica é a manifestacdo clinica mais comum da infec¢ao, caracterizada
por febre alta, dores generalizadas, pulso rapido e irregular, taquicardia, hipotensao
arterial e pela presenca de linfadenite regional (inflamagéo aguda dos linfonodos -
bubdes pestosos) que desenvolve-se no 2° a 3° dia de doenga como consequéncia
da picada da pulga infectada. Se nao tratada, pode evoluir para forma septicémica,
caracterizada pela presenga constante do bacilo no sangue, sem reagdes
ganglionares visiveis. A peste pneuménica, pode se desenvolver como resultado da
peste bubdnica ou septicémica e consiste na forma mais perigosa da doenca pelo
quadro clinico grave e pela alta contagiosidade. Nesta fase o contagio ocorre
diretamente de pessoa a pessoa através da inalagado de aerossois contendo bactérias,

0 que representa uma grave ameacga a saude publica (BRASIL, 2008).

2.2 Epidemiologia da peste em Minas Gerais

Na década de 1970 foi criada uma rede publica de laboratorios que foram
estrategicamente distribuidos nos estados do Nordeste, Rio de Janeiro e Minas
Gerais. Participam desta rede laboratérios de apoio, cuja atribuicéo € coletar, preparar
e encaminhar as amostras para os laboratérios centrais de saude publica (LACEN)
que sao responsaveis pela realizagdo dos exames soroldgicos para diagnostico e
monitoramento da peste no Brasil (BRASIL, 2008). Essas atividades sdo coordenadas
a nivel nacional pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) que trabalha
integradamente com o Servigo de Referéncia Nacional em Peste (SRP) do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM), Fundagcédo Oswaldo Cruz - Pernambuco.

Em Minas Gerais, as a¢des de vigilancia da peste sdo coordenadas pela Diretoria de
Vigilancia Ambiental/Zoonoses do Programa de Controle de Peste em conjunto com
o Laboratorio Central de Saude Publica de Minas Gerais (LACEN-MG/FUNED), que
realiza os exames sorologicos das amostras provenientes dos dois focos naturais do

estado: Vale do Jequitinhonha e Vale do Rio Doce.
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No periodo de 2007 a 2014 foram obtidos em Minas Gerais 29 resultados de sorologia
positiva em cédes (FUNED, 2014). Apesar da baixa positividade verificada e da
auséncia de casos humanos, a persisténcia da positividade indica situagao
epidemioldgica relevante no estado e reforca a necessidade de monitoramento
continuo dos focos por meio de atividades de vigilancia ambiental visando impedir a

transmissao da doenga para humanos (BRASIL, 2008).

2.3Yersinia pestis: Evolugao e caracteristicas genéticas

A Y. pestis, agente causador da peste, pertence a familia Enterobacteriaceae. O
género Yersinia compreende atualmente 17 espécies de bactérias, algumas
patogénicas para o homem, outras ambientais ou oportunistas, sdo elas: Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y.enterocolitica, Y. aldovae, Y. mollareti, Y. bercovieri, Y.
frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. rodhei, Y. ruckeri, Y. aleksiciae, Y.
massiliensis, Y. similis, Y. entomophaga, Y. nurmii e Y. pekkaneni (MERHEJ et al.,
2008; MURROS-KONTIAINEN et al., 2011a; MURROS-KONTIAINEN et al., 2011b;
SPRAGUE, et al., 2005; SPRAGUE, et al., 2008; SULAKVELIDZE, 2000).

A Y. pestis, € um bactéria gram-negativa, imovel, ndo-formadora de esporos, que
apresenta-se, na microscopia Optica como um bacilo curto, ovoide e de coloragao
bipolar (extremidades escuras). E um microrganismo aerébico ou anaerdbico
facultativo que cresce bem em meios usuais a 28°C e pH entre 7,2 a 7,6 (PERRY &
FETHERSON).

Estudos revelam que o cromossomo de Y. pestis apresenta alta homologia com o de
Y. pseudotuberculosis, sugerindo que a Y. pestis seja um clone que evoluiu a partir
da Y. pseudotuberculosis. Neste processo evolutivo, a Y. pseudotuberculosis sofreu
alteracdes genéticas, entre elas a inativagdo de genes e a aquisigdo de plasmideos,
que a tornaram capaz de codificar varios fatores de viruléncia decisivos para as
modificagdes na patogenicidade e no ciclo de vida do patégeno, para adaptacéo a
novos hospedeiros e para mudanga na rota de transmissao, que agora € dependente
de um vetor, a pulga (ACHTMAN et al., 1999; SUN et al., 2014).

O genoma de Y. pestis é extraordinariamente rico em elementos genéticos moveis,
sobretudo as sequéncias de insercao (IS), que estdo associadas aos eventos de

recombinagdo génica sofridos pelo DNA do microrganismo ao longo dos anos
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(RADNEDGE et al., 2002). Estes eventos foram decisivos para o surgimento de cepas
de Y. pestis com perfil genético diferente (COg2, KIM e 91001), conforme demonstrado
por diferentes estudos de sequenciamento (DENG et al., 2002; PARKHILL et al., 2001;
SONG et al., 2004).

Embora ja tenha sido relatada a presenga de seis regides cromossdmicas variaveis
entre isolados de Y. pestis (RADNEDGE et al., 2002), estudos mostram que o genoma
do microrganismo é formado por regides que sdo conservadas pelas diferentes cepas:
um cromossomo de aproximadamente 4600 kb e trés plasmideos: pYV (70 kb); pFra
(90-100 kb) e pPst (9,5 kb) (DENG et al., 2002; PARKHILL et al., 2001; SONG et al.,
2004).

2.3.1 O cromossomo

Possui cerca de 4600 kb e uma regiao de 102 kb conhecida como Iécus pgm, que
contém dois segmentos fisica e funcionalmente distintos: Um segmento de
pigmentacao (Iocus hms) envolvido na captagdo da hemina pela bactéria que, in vitro,
€ evidenciado pelo fenétipo de pigmentagao das colbénias de Y. pestis cultivadas em
meios ricos em hemina ou corantes analogos; e um segmento denominado ilha de
alta patogenicidade (High Pathogenicity Island - HPI) que possui genes envolvidos na
aquisi¢ao do ferro (PERRY & FETHERSON, 1997; SCHUBERT et al., 2004).

O lécus hms parece ser importante para a sobrevivéncia da Y. pestis na natureza e
para a transmissao eficaz da peste das pulgas para os mamiferos. Ao picar um roedor
contaminado, a pulga adquire a Y. pestis. No organismo do inseto o microrganismo
absorve grandes quantidades de hemina e/ou ferro inorganico provenientes do
sangue ingerido, sofre multiplicacdo e forma agregados que causam o bloqueio do
proventriculo (uma valvula que liga o es6fago ao intestino médio) impedindo a
passagem normal dos alimentos. O bloqueio do proventriculo resulta no
regurgitamento do conteudo esofagico da pulga durante a picada do mamifero, o que
contribui para a infecgdo de um novo hospedeiro (HINNEBUSH et al., 1996).

A ilha de alta patogenicidade (HPI) € um segmento essencial para a patogenicidade
das Yersinias, sendo amplamente distribuida entre os membros da familia
Enterobacteriaceae. Na Y. pestis, a HPI € uma regido mével (instavel) constituida por

genes responsaveis pela codificagdo do sideréforo quelante de ferro (Yersiniabactina
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- Ybt), um poderoso sistema de aquisi¢ao de ferro importante para a sobrevivéncia do
patégeno durante sua multiplicagao no hospedeiro mamifero (CARNIEL et al., 2001).
Sobre o metabolismo de ferro (Fe) foi mostrado que a Y. pestis possui um eficiente
sistema regulador da absorgéo, o chamado Fur. Através deste mecanismo, a bactéria
regula a absorgédo do metal, de tal modo que a concentragdo intracelular seja mantida
sempre dentro de niveis desejaveis. Em condigbes ricas em ferro, o Fur liga-se ao
metal, adquire uma configuragao capaz de se associar a sequéncias alvo no DNA (Fur
Box) e inibir da transcricdo de genes-alvo. Sob condi¢des de restrigdo de ferro, o Fur
nao se liga e os genes comumente responsaveis pela assimilagdo de ferro sao
expressos dotando a célula bacteriana da capacidade de retirar ferro de varios
ambientes extracelulares (GAO et al., 2008).

No cromossomo bacteriano € também encontrado um agrupamento de genes
relacionados a biossintese do lipopolissacarideo (LPS), que € o principal componente
da membrana externa da parede celular de bactérias gram-negativas. Em Y. pestis, o
LPS é formado por duas porcdes: uma porcao lipidica chamada lipidio A, que atua
como uma ancora mantendo a molécula de LPS ligada a membrana externa; e uma
cadeia curta de carboidratos (oligossacarideos), que contém um segmento
conservado tipico de todas as cepas selvagens de enterobactérias, denominado
nucleo interno. O LPS formado por cadeia de polissacarideos e o antigeno O, que é
caracteristico das outras Yersinias, ndo aparece na Y. pestis devido a uma série de
mutagdes no segmento de DNA codificante (KNIREL & ANISIMOV, 2012).

2.3.2 Plasmideos de viruléncia

O plasmideo pYV é o unico encontrado nas trés espécies de yersinia patogénicas e
codifica o sistema de secrecgéo de tipo Ill (T3SS), um elaborado complexo protéico
formado pelo antigeno LcrV e por seis proteinas efetoras (Yop E, Yop J, Yop M, Yop
O, Yop H e Yop T) que atuam em conjunto regulando negativamente as respostas do
hospedeiro a infecgado (CORNELIS, 2002). Tem sido mostrado que o LcrV é um
antigeno absolutamente necessario para a patogénese da peste bublnica e
pneumadnica em animais e humanos (SKRZYPEK & STRALEY, 1995).

O plasmideo pFra codifica a proteina capsular F1 com atividade anti-fagocitica e a
toxina murina (Ymt) (PERRY & FETHERSON, 1997) que parece estar envolvida na
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transmissao da peste pelas pulgas (HINNEBUSCH et al., 2002). A expressao da F1
depende de varios genes envolvidos na regulacdo (cafiR), na estrutura (caf1), no
transporte (cafiM) e na montagem (caffA) da proteina (GALYOV et al., 1990;
KARLYSHEV et al., 1992). A F1 é imunogénica para homens e animais, sendo
amplamente utilizada em testes de diagndstico de peste (CHU, 2000).

O pPst codifica a proteina Pla que € precursora do ativador do plasminogénio e da
coagulase (SODEINDE & GOGUEN, 1988) que parece atuar na disseminagao da
bactéria no organismo do hospedeiro a partir do sitio da picada da pulga e no bloqueio
do trato digestivo das pulgas (HINNEBUSCH et al., 1996).

2.4 A resposta imune contra a Yersinia pestis

2.4.1 Resposta imune inata

Apos a picada da pulga infectada, a Y. pestis é depositada na derme do hospedeiro
mamifero e imediatamente células da imunidade inata sao recrutadas para o sitio de
inoculagdo do patogeno. A bactéria € entdo fagocitada pelos macrofagos, onde
sobrevive e multiplica-se ativamente. Cerca de 6 a 12 h apds a infec¢cdo, os
macrofagos infectados comegam a disseminam da derme para o linfonodo mais
proximo onde rompem-se, liberando indmeras bactérias que replicam-se
extracelularmente e causam inchago maci¢o do 6rgao, que passa a ser denominado
bubao, caracteristica clinica definitiva da forma bubénica da peste (AMADEI et al.,
2011).

A bacteremia inicial favorece a disseminagao da bactéria pela corrente sanguinea e o
desenvolvimento de uma infecgao sistémica que pode levar o estabelecimento de
focos em todo o organismo (pele, pulmdes, bacgo, figado e sistema nervoso central) e
a morte do individuo infectado (SHANNON et al., 2013). Na vigéncia de complicagdes
das formas bubdnica e septicémica tem-se a peste pneumdnica do tipo secundaria. A
forma primaria acontece por inalagao direta de goticulas provenientes da respiragao
de humanos e animais doentes, principalmente os gatos (BRASIL, 2008; PRADEL et
al., 2015).

A'Y. pestis é classificada como um patdgeno intracelular facultativo pela sua notavel

capacidade de sobrevivéncia e crescimento nos meios intracelular e extracelular
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(PERRY & FETHERSTON, 1997). Tem sido mostrado que durante a replicagdo nos
macrofagos do hospedeiro mamifero (37°C), a Y. pestis passa a expressar varios
fatores de viruléncia, que ndo eram expressos durante o crescimento na pulga
(PUJOL & BLISKA, 2005). Estes fatores de viruléncia conferem resisténcia bacteriana
a fagocitose por macrofagos e neutrofilos, tornam as bactérias resistentes a lise
mediada pelas proteinas do complemento e ainda reprime a resposta pré-inflamatoria,
o que tem efeito direto na ativagao das células da resposta imune adaptativa (AMADEI
et al., 2011).

Ao contrario dos macrofagos, que sao considerados fagocitos permissivos para a
sobrevivéncia e replicagao da Y. pestis, os neutrofilos sdo capazes de controlar o
crescimento do patégeno e matar a bactéria (PUJOL & BLISKA, 2005). Foi mostrado
em estudo recente que, embora o genoma da Y. pestis codifique varios fatores de
viruléncia anti-fagociticos, a fagocitose da bactéria por neutroéfilos tem sido observada
e indica ainda que os polimorfonucleares infectados podem ser um caminho para a
infeccdo nao inflamatdria de macréfagos (SPINNER et al., 2014). Sabe-se que, ao
fagocitar os patégenos, os neutréfilos liberam uma variedade de agentes microbicidas
com capacidade para eliminar a maioria das bactérias presentes no meio extracelular
(NAUSEEF, 2007). A fagocitose destas bactérias pode iniciar a apoptose dos
polimorfonucleares (KOBAYASCHI et al., 2003) que tem como resultado a expressao
de moléculas de fosfatidilserina na sua membrana plasmatica (BRATTON &
HENSON, 2011). Esse residuo exposto € provavelmente reconhecido por
macroéfagos, células dendriticas e outras células competentes (células endoteliais,
células musculares lisas e fibroblastos), resultando na absor¢do e eliminagdo dos
polimorfonucleares em apoptose, fenbmeno denominado eferocitose (VAN et al.,
2012). Este modelo atual sugere que a fagocitose da Y. pestis por neutrofilos, em vez
de obrigatoriamente estar sempre associada a morte, pode representar um
mecanismo alternativo para a infec¢ao nao inflamatoria de macrofagos via eferocitose
(SPINNER et al., 2014).

2.4.2 Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa € baseada no reconhecimento dos antigenos por

linfécitos que ao serem ativados, sofrem expansao clonal e seletiva e geram uma
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resposta imunologica especifica e de longa duragdo. Sabe-se que a ativagdo dos
linfocitos T e B depende ndao somente da interacdo do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) com o receptor de célula T (TCR) e o peptideo,
mas também de moléculas co-estimuladoras e de citocinas secretadas pelas células
do sistema imune inato. A atuacdo da resposta imune adaptativa no combate a Y.
pestis parece estar relacionada com a expansao de células T especificas produtoras
de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), que participam na
ativagao de fagdcitos e com a resposta de linfocitos T CD8* citotoxicos que exercem
lise direta das células infectadas pela bactéria (AMADEI et al., 2011).

Tem sido mostrado que a Y. pestis interfere diretamente na imunidade adaptativa
através da supressao da ativagado dos linfocitos T que, por sua vez, reduzem a
secregao de IFN-y e TNF-a influenciando na atividade da imunidade inata (PARENT
et al., 2005). Parece que o antigeno V inibe a producédo de IFN-y e TNF-a, o que muito
provavelmente indica que a imunidade celular mediada por citocina seja prejudicial
para o patdogeno (NAKAJIMA et al, 1993).

Quanto a imunidade humoral, tem sido evidenciado que, apds a infecgéo, a Y. pestis
desencadeia a producdo de uma série de anticorpos em pacientes e modelos
experimentais e que estas proteinas desempenham papel importante na opsonizacao
e neutralizagdo dos fatores de viruléncia bacterianos durante a sua fase extracelular
(TITBALL & WILLIAMSON, 2001). A relevancia da imunidade humoral foi comprovada
em um estudo que mostrou que amostras de soro de pacientes convalescentes para
peste conferiu protecdo a camundongos contra o desafio subcutaneo com Y. pestis
(BASHAW et al., 2007).

Os estudos sugerem que a resposta imune mediada por células e induzida por
citocinas estaria associada com o clearence da Y. pestis intracelular, predominante
nos estagios iniciais da infecg¢ao e os anticorpos estariam relacionados com o combate
as bactérias extracelulares. Os anticorpos e as citocinas parecem atuar em conjunto
com a resposta imune inata auxiliando os fagocitos a internalizar e destruir as

bactérias causadoras de peste (GUPTA et al., 2012).
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2.5 Os fatores de viruléncia de Yersinia pestis e seus efeitos no hospedeiro

2.5.1 Sistema de secrecao do tipo Il

A inibicdo da fagocitose bacteriana parece estar associada ao sistema de secregéo
do tipo Il (T3SS) exibido por Y. pestis e outras bactérias patogénicas do género
Yersinia (NAVARRO et al., 2005). O antigeno LcrV foi o primeiro componente do
sistema de secrecado a ser identificado em Y. pestis (BURROWS & BACON, 1956).
Durante o desenvolvimento da infecgdo nos mamiferos, a bactéria aumenta a
expressao das proteinas do T3SS e do LcrV, que forma um complexo na superficie
do patégeno (AMADEI et al., 2011). O LcrV exposto participa da injegdo de proteinas
efetoras (Yops) para dentro das células-alvo (macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas) inibindo as respostas imunes do hospedeiro (BYVALOV & OVODOV,
2011).

Além de bloquear ou impedir a agao das células fagociticas, algumas Yops também
inibem as respostas proé-inflamatérias produzidas pelas células infectadas. Estudos
tém mostrado a participacao das Yop J e Yop P na inibicdo da liberacdo de TNF-a por
macroéfagos (BYVALOV & OVODOV, 2011; LI & YANG, 2008), o que nado s6 reduz a
ativagdo das células natural killer (NK) e fagocitos, mas também destréi o ambiente
inflamatdrio tdo importante para a resposta imune adaptativa. A Yop O participa da
apoptose de células imunes e epiteliais € a Yop M tem a capacidade de penetrar no
nucleo da célula hospedeira e, eventualmente, inibir a produgao de intermediarios

reativos de oxigénio pelos macrofagos (AMADEI et al., 2011).

2.5.2 Lipopolissacarideo

A elevada patogenicidade de Y. pestis parece estar relacionada com o LPS,
especialmente o lipidio A, que é apontado como responsavel pela maior parte dos
efeitos fisiolégicos em animais e seres humanos. Diferentes estudos sugerem que a
parede celular da Y. pestis pode conter uma mistura de LPS estimuladores e nao
estimuladores do sistema imune, cuja expressao varia de acordo com a temperatura
(MONTMINY et al., 2006; REBEIL et al., 2006). Parece que as bactérias crescidas no

intestino das pulgas (temperatura entre 21 e 26°C) produzem o LPS tipico na forma
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hexa-acilada que € capaz de ativar a producao de citocinas pré-inflamatérias. Com a
mudanc¢a de temperatura verificada apos a transigcdo para o hospedeiro mamifero
(37°C), a bactéria imediatamente comeca a produzir o LPS na forma tetra-acilada que
nao estimula a resposta imune. Parece que o lipidio A do LPS participa também da
ativacdo de mondcitos e macréfagos via receptor TLR4 (Toll-like receptor). As células
ativadas secretam monoxido de nitrogénio, lipidios vasoativos e citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a) que, em excesso, levam ao choque séptico do hospedeiro
(KNIREL & ANISIMQV, 2012).

2.5.3 Capsula F1

A capsula F1 apresenta atividade anti-fagocitica e diminui a captagcdo da Y. pestis
pelos macrofagos. Estudos recentes tém mostrado que a F1 parece atuar na inibicao
da adesao bacteriana as células epiteliais, sugerindo também a participagdo deste
componente na transmissédo de Y. pestis apos a picada da pulga (LIU et al., 2006;
SEBBANE et al., 2009).

2.6 Vacinas

Até o momento, varios esquemas vacinais contra a peste ja foram descritos para uso
humano. No entanto, os dados sobre eficacia clinica destas vacinas séo limitados,
tendo em vista a natureza esporadica dos surtos de peste e da histeria que podem
cerca-los (WILLIAMSON & OYSTON, 2012).

Estudos mostram que os anticorpos podem nao ser suficientes para proteger contra a
forma pneuménica da infeccéo e, por este motivo, uma vacina efetiva precisa ativar
nao somente a imunidade humoral, mas também a imunidade celular do tipo Th1.
Citocinas Th1 poderiam atuar diretamente na ativagdo da imunidade celular e/ou na
reversdo da imunossupressao induzida pela Y. pestis. A resposta imune do tipo Th1
atua em sinergia com a imunidade humoral e também age na geragao de respostas
de memdria (GUPTA, et al., 2012).

O primeiro relato de vacina para a peste foi, em 1897, quando Waldemar Haffkine
desenvolveu uma preparacdo composta por colénias de Y. pestis mortas pelo calor,

que se mostrou eficaz na protecdao de coelhos contra a infeccdo experimental
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(BANNERMAN, 1902). Na india, a vacina foi testada em humanos e, embora tenha
sido notada reducdo da mortalidade em pessoas imunizadas, a alta frequéncia de
reagdes adversas limitou sua aceitagado (TITBALL & WILLIAMSON, 2001).

Em 1931, Georges Girard e Jean Robic desenvolveram uma vacina viva atenuada
contra a peste, denominada EV. Esta preparacdo foi produzida a partir da cepa
mutante de Y. pestis que sofreu a delecdo do segmento do DNA cromossOmico
associado a patogenicidade, o l6cus HPI (COULANGES, 1983). A vacina administrada
como uma dose unica induziu em camundongos uma resposta imune que forneceu
protecao contra desafios por via subcutanea ou por inalacdo (RUSSELL et al., 1995;
TITBALL & WILLIAMSON, 2001), o que parece sugerir que a imunizagdo com EV
protege contra a peste bubdnica e pneumébnica. A seguranga da vacina no homem é
questionavel, tendo em vista que a cepa EV é virulenta. Em camundongos tém sido
relatada uma taxa de mortalidade de cerca de 1% dos animais vacinados (RUSSELL
et al., 1995). Por estas limitagdes, o uso de EV é atualmente proibido nos Estados
Unidos e na Europa (LI et al., 2009).

Em 1939, foi desenvolvida uma variante da vacina de Haffkine, que foi chamada de
USP ou Killed Whole-Cell - KWC (Células inteiras mortas). Esta nova preparacao foi
a primeira vacina para peste licenciada pelo FDA (Food and Drug Administration) e
utilizava a bactéria inteira morta em formalina. A vacina foi considerada segura e eficaz
na prevencdo da peste bubbnica (RUSSELL et al., 1995) e, por este motivo,
amplamente utilizada pelos militares norte-americanos durante a Guerra do Vietna.
Parece que esta nova versao era significativamente menos reatogénica do que aquela
proposta por Haffkine, no entanto o relato de aparecimento de reacdes adversas
(febre, dor de cabecga, linfadenopatia entre outras) e a necessidade de doses de
reforco ao longo de um periodo de 6 meses diminuiram o interesse pela USP
(QUENEE & SCHNEEWIND, 2009).

Além disso, mesmo tendo se mostrado efetiva contra a forma bubdnica, a eficacia da
USP na prevencao da peste pneuménica nao foi comprovada, tendo sido relatados
casos humanos de individuos imunizados com a vacina (MEYER, 1970), o que parece
sugerir que as vacinas de células inteiras mortas ndo induzem resposta duradoura
que fornecga protecio contra a peste pneumdnica. Por essa limitagdo e por questbes
de segurancga e eficacia, este tipo de preparagcédo vacinal ndo é mais aceito nos
Estados Unidos (QUENEE & SCHNEEWIND, 2009).
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Na ultima década, os esforgcos para desenvolver e testar novas vacinas tém sido
focados nas subunidades recombinantes dos antigenos F1 e LcrV da Y. pestis, ambos
fatores de viruléncia codificados por plasmideos e capazes de induzir a producio de
anticorpos durante a infecgdo natural e em modelos experimentais (AMADEI et al.,
2011).

Acredita-se que o mecanismo de protecdo destas vacinas esteja associado aos
anticorpos anti-F1 e anti-V (SIMPSON et al., 1990) que, em conjunto, atuam
bloqueando a entrega das Yops efetoras as células do hospedeiro facilitando a
subsequente fagocitose da Y. pestis. (LI et al., 2008).

Atualmente, as vacinas recombinantes baseadas em F1 e V estdo sendo testadas
quanto a seguranga e imunogenicidade em seres humanos. Estudo recente descreveu
uma preparacgao vacinal baseada na administracéo de F1 + V + adjuvante a base de
aluminio em duas doses (uma delas booster) a 24 voluntarios saudaveis, que
surpreendentemente nao relataram eventos adversos graves apds a vacinagéo
(WILLIAMSON et al., 2005).

2.7 Diagnéstico da peste

O diagnéstico bacterioldgico da peste é realizado mediante a cultura, o isolamento e
a identificacdo da Y. pestis em diversas amostras de origem humana (aspirado de
bubao, escarro, sangue e medula éssea) e de animais (sangue e visceras), que sao
inoculadas em placas de agar sangue (Blood Agar Base) e incubadas a 28°C por 48
a 72 h. O crescimento da Y. pestis é lento e apds 48 h de incubacido podem ser vistas
colénias pequenas, translucidas e brilhantes. Alternativamente, pode ser realizado
também o cultivo da bactéria em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) com a
incubacao nas mesmas condi¢cdes de temperatura anteriores. Neste caso, a bactéria
exibe crescimento que pode ser visto como aspecto flocular do meio (sem turvagéo),
apos 24 a 48 h de incubagao (CHU, 2000). O isolamento e a identificacdo da Y. pestis
€ considerada a técnica padrao-ouro para o diagndstico de certeza da infecgéo
(BRASIL, 2008).

A sorologia para a detecgéo de anticorpos contra o antigeno F1 da Y. pestis também
desempenha um papel importante na confirmacéo do diagndstico, especialmente

quando o isolamento nao foi bem sucedido ou quando somente a amostra de soro
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esta disponivel (CHU, 2000). No Brasil, a hemaglutinagéo indireta é a técnica mais
utilizada para o diagnostico sorolégico dos casos humanos, para o monitoramento da
peste nos carnivoros domésticos (caes, gatos) e nos roedores (BRASIL, 2014). O
teste permite a determinagao qualitativa e quantitativa de anticorpos contra o antigeno
F1 da Y. pestis através da utilizacdo do mesmo protocolo de ensaio para as diferentes
especies de animais e humanos (CHU, 2000).

Embora seja simples, rapida e barata, a sensibilidade e especificidade da
hemaglutinagdo nem sempre sao satisfatorias (WILLIAMS et al., 1982). A falta de
especificidade do método pode ser, em parte, atribuida ao fato de que a técnica
detecta todos os isotipos de anticorpos, incluindo a imunoglobulina M (IgM), que é de
baixa especificidade (WILLIAMS et al., 1986). Diante dessas limitagdes, outros testes
ja foram descritos na literatura como alternativa a hemaglutinagao indireta, dentre eles
o Elisa para o diagndstico da peste em humanos, roedores (CAVANAUGH et al.,
1979), carnivoros domésticos e selvagens (WILLEBERG et al., 1979).

Outro método descrito na literatura para diagndstico da peste € o teste rapido
(imunocromatografico) desenvolvido pelo Instituto Pasteur de Madagascar. O teste,
que permite a deteccdo do antigeno F1 em amostras de sangue, escarro e aspirado
de bubéo, consiste de uma fita reagente constituida por anticorpos monoclonais anti-
F1 conjugados a uma substéncia cromdégena. Do ponto de vista pratico, trata-se de
uma metodologia promissora, por ser de facil e rapida execugéao e por dispensar o uso
de automacgé&o. No entanto, o uso deste teste ainda € restrito (CHANTEAU et al. 2003).
As técnicas moleculares permitem um rapido diagnostico da peste, dispensam o
cultivo das amostras e podem ser empregadas mesmo quando as bactérias ndo estéo
viaveis (ALMEIDA, 2015). Diversos protocolos com base na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variagbes ja foram desenvolvidas para o diagnéstico em
material humano ou animal por meio da identificacdo de marcadores especificos,
presentes nos plasmideos e/ou no cromossomo de Y. pestis (CHASE et al., 2005;
LOIEZ et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune humoral e celular ap6s imunizagdo de camundongos com

antigenos de Y. pestis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a resposta imune humoral dos camundongos imunizados através da
pesquisa de anticorpos contra o antigeno F1 de Y. pestis no teste de
hemaglutinagéo indireta.

e Caracterizar imunofenotipicamente as subpopulacées de linfécitos T CD4 e
CD8 esplénicos apds a imunizagdo com antigeno total e purificado de Y. pestis.

e Determinar o perfil de citocinas produzido por linfocitos T CD4 e CD8 esplénicos
apos estimulo in vitro com antigeno total e purificado de Y. pestis por meio da
quantificagc&o intracitoplasmatica de IFN-y e IL-10 na citometria de fluxo.
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4.1 Delineamento experimental
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Antigenos para imunizacéo:

* Cepa de Yersinia pestis P EXU 579

» Antigeno F1 liofilizado

e [nativagdo com solugéo de formol a
2%
— + Sonicacdo e dosagem de proteinas

+ Diluicdo e dosagem de proteinas

l

Eutanasia dos camundongos
45%lia apds1? dose imunizante

Imunizacdo dos animais (i.m)
2 doses idénticas

e
L . ‘L J Dose reforgo (Booster)
Coleta de sangue Coleta de baco 1.v: 42°%dia
Soro “ Células Mononucleares
v v
Avaliacdo da produgao de e Caracterizacdo imunofenotipica — Marcac&o de
anticorpos — Resposta antigenos de superficie CD3, CD4 e CD8
imune humoral ¢ Deteccéo intracelular das citocinas IFN-y e IL-10 em
linfocitos T-CD4+ e CD8+

!

Metodologia: Hemaglutinagéo
Indireta

4.2 Animais de experimentagao

4.2.1 Consideracoes éticas

!

Metodologia: Citometria de
Fluxo

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA)

da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os procedimentos envolvendo a

utilizagdo de animais, bem como o método de eutanasia escolhido e o numero de

camundongos usados nos experimentos foram aprovados pela comissdo sob o

protocolo n°148/2014, disponivel no Anexo A. A manuteng¢ao e o manejo dos animais
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foram conduzidos respeitando-se o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2008).

4.2.2 Selecao da linhagem

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster (6-8 semanas de
idade; 20-24 g) obtidos no biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Farmacia/UFMG, temperatura
aproximada de 22°C, ventilagéo, ciclo de claro/escuro de 12 h e acesso a ragéo e agua
ad libittum.

4.2.3 A eutanasia

O método de eutanasia escolhido foi a sobredosagem de anestésico geral, utilizando
a combinacdo dos anestésicos cetamina-xilazina. O procedimento esta em
conformidade com as Diretrizes da Pratica da Eutanasia do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (BRASIL, 2013), sendo indicado por causar morte

rapida e indolor, sem necessidade de aparelhagem ou drogas de alto custo.

4.2.4 Tamanho da amostra

O calculo do n amostral foi feito considerando-se o objetivo principal do experimento
que foi detectar possiveis diferengas entre os grupos de tratamento e o grupo controle.
Para esta determinacédo, foi utilizado o teste de hipoteses (modelo bicaudal)
considerando um intervalo de 95% de confianga para a média (nivel de significancia
de 5%) e um poder de teste de 80% (SAMPAIO, 2010). O desvio padrédo e a diferenca
esperada para as médias também foram usadas neste calculo e foram obtidos de
estudos cientificos semelhantes (Ql et al., 2010; CHU, 2000).

Foram utilizados os mesmos animais nos 3 experimentos realizados, totalizando 20

camundongos.
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4.3 Cepa e antigeno F1 de Yersinia pestis

A suspensao bacteriana de Y. pestis (cepa P - EXU 579) inativada com formol e o
antigeno F1 liofilizado (cepa n&o virulenta de Y. pestis A1122) foram preparados e
gentilmente cedidos pela Dra. Alzira Maria Paiva de Almeida do Servigco de Referéncia
Nacional em Peste (SRP) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM).

Para a produgao da suspensao bacteriana foi utilizada a cepa isolada da hemocultura
de um paciente humano do estado de Pernambuco. A cepa encontrava-se
conservada em camada alta de gelose em camara fria (4°C) na colegéo de cultura de
Y. pestis (FIOCRUZ- CYP). Para os trabalhos, a cepa foi reativada por semeio em
caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth, Difco), incubada a 28°C por 24 h e em seguida
semeada em garrafas de Roux contendo meios de cultura apropriados e mantida a
37°C por 72 h (BALTAZARD et al., 1956). Apds reativagao, a cepa foi distribuida em
frascos do tipo penicilina contendo formol a 2% e encaminhada ao Servi¢go de Doencgas
Bacterianas e Fungicas (SDBF) do LACEN-MG. Apds recebimento realizou-se o
semeio de um pequeno volume da suspensao em placas contendo meio agar base de
sangue (BAB) e incubacgao a 28°C por 48 h. Apds o periodo de incubagéo, ndo houve
crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC) evidenciando a morte do
microrganismo pelo formol.

O antigeno F1 liofilizado foi também produzido pelo SRP da FIOCRUZ-Pernambuco,
de acordo com procedimento descrito por BAKER et al., 1952. Apds o recebimento no
SDBF/LACEN-MG o liofilizado foi diluido conforme as recomendacdes do SRP e
distribuido em aliquotas que foram congeladas a -20°C até o momento do uso.

4.4 Preparo do extrato antigénico e do antigeno F1 de Yersinia pestis

A suspensao bacteriana inativada em formol foi sonicada por 90 segundos em 2 ciclos
a 30 hertz e 2 ciclos a 60 hertz intercalados com banho de gelo. Apds sonicagéao, o
extrato antigénico foi esterilizado por radiagcédo gama (dose de 5000 Gray por2 he 15
min.).

O antigeno F1 diluido foi também esterilizado por radiagdo gama nas mesmas
condigdes do extrato antigénico de Y. pestis (dose de 5000 Gray por 2 h e 15 min.).
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A concentragédo protéica do extrato antigénico e do antigeno F1 de Y. pestis foi

determinada pelo método descrito por LOWRY et al. (1951).

4.5 Imunizagao dos animais

O esquema de imunizagao utilizado foi o descrito por QI et al. (2010), com
modificagdes. Os camundongos foram imunizados com doses de 40 ug ou 20 ug de
extrato antigénico de Y. pestis ou de F1, conforme distribuigcdo apresentada na Tabela
1, por via intramuscular na regido posterior da coxa, com 0,1 mL do respectivo extrato
antigénico adicionado de hidréxido de aluminio em tampao PBS (25%, v/v) (Ql et al,
2010). Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume de hidroxido de
aluminio em tampéao PBS (grupo V). No 21° dia, uma nova dose idéntica a primeira foi
administrada. Trés dias antes da eutanasia dos animais (42 dias ap6s o inicio da
imunizagao) foi administrada uma dose refor¢o de 1/10 da inicial, sem adjuvante, via
intravenosa (i.v.) na base da cauda (LADICS et al., 1998).

Tabela 1 - Distribuigdo dos grupos e esquema de imunizagio

Grupos Esquema de imunizagao
(n=4 camundongos)
1 40 ug Extrato total de Y. pestis + Al(OH)3
2 20 g Extrato total de Y. pestis + Al(OH)s3
3 40 pg antigeno F1 purificado + Al(OH)3
4 20 ug antigeno F1 purificado + Al(OH)s
5 ( controle) Al(OH)s + PBS

Legenda: Al(OH)s: Hidréxido de Aluminio

Apos 45 dias da primeira dose imunizante, os camundongos foram eutanasiados por
sobredosagem de anestésico geral. Imediatamente apds a eutanasia, foi realizada a
coleta de sangue para obtencédo do soro e a remogao cirurgica do bago que foram
utilizados, respectivamente, nos ensaios de avaliacdo da resposta imune humoral e

celular.
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4.6 Avaliacao da Resposta Imune Humoral

O sangue dos animais eutanasiados foi coletado da veia do plexo axilar, com o auxilio
de pipeta de Pasteur. Apos a coagulagdo, o sangue foi centrifugado a 1763 g por 2
minutos. Os soros obtidos foram transferidos para tubos do tipo eppendorf e
armazenados a -20°C até serem testados na hemaglutinagado indireta para detecgéo
de anticorpos contra o antigeno F1 de Y. pestis.

4.6.1 Hemaglutinacao indireta

A técnica de hemaglutinagao indireta foi realizada de acordo com o protocolo de CHU,
2000. O teste compreendeu as etapas de inativagdo dos soros em banho-maria a
56°C, adsorgcdo com hemacias de carneiro coletadas em solucao de Alsever, diluicdo
seriada dos soros (1:4 a 1:32) em placas de microtitulacdo (fundo em “U”) contendo
salina com soro normal de coelho (1/100). Em seguida, foi adicionada solugao de
glébulos vermelhos sensibilizados com a fragdo F1 de Y. pestis preparada de acordo
com CHU, 2000. As amostras reagentes nas diluicées 1:16 e 1:32 foram testadas até
a diluicdo de 1:8132 e foi realizada também a inibicdo da hemaglutinagc&o. No teste de
inibicdo da hemaglutinagéo a diluicdo das amostras foi feita com solugéo contendo o
antigeno F1 na concentragao de 100 pg/mL, as demais etapas foram feitas de maneira
idéntica a hemaglutinagdo. O resultado final foi expresso como a diferenga entre o
numero de pogos com aglutinagdo na hemaglutinagéo indireta e o numero de pogos
com aglutinagédo na inibicdo da hemaglutinagdo. Amostras com titulos > 1:16 foram

consideradas positivas para peste.

4.7 Avaliagao da Resposta Imune Celular

Para avaliagédo da resposta imune celular foi realizada a imunofenotipagem de células
mononucleares esplénicas e a marcacao intracitoplasmatica de citocinas produzidas
pelas células esplénicas estimuladas ou ndo com antigenos de Y. pestis (extrato total

e antigeno F1) e concavalina A (utilizada como controle positivo).
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4.7.1 Obtencao de células mononucleares esplénicas

Apds a eutanasia dos camundongos, os bagos foram retirados em condi¢des
asseépticas e imediatamente transferidos para uma placa de petri estéril contendo 5
mL do meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) onde foram picotados e macerados com
auxilio de pincas e tesouras estéreis.

A suspensao de células obtida foi filtrada em filtro estéril de 0,45 um (Millipore) e
aplicada cuidadosamente em Fycoll-Hypaque (na propor¢céo de 2:1), seguida de
centrifugacdo a 441 g durante 35 minutos a 18°C. Apds a centrifugagao, o anel de
células mononucleares formado foi retirado e transferido para um tubo do tipo falcon.
Em seguida, o volume foi completado para 10 mL com RPMI 1640 e foi realizada uma
nova centrifugacdo a 331 g, 7 minutos a 4°C. Ao final da centrifugacédo, o
sobrenadante foi desprezado e o procedimento de lavagem foi repetido mais uma vez
de forma semelhante a anterior. Em seguida as células foram ressuspendidas em 1

mL de RPMI 1640 para contagem do numero de linfocitos viaveis.

4.7.2 Viabilidade das células esplénicas

O numero de células mononucleares viaveis presente no bago de cada camundongo
foi avaliado através da técnica de exclusdo do Azul Trypan. Para isso as células foram

diluidas 1:100 no respectivo corante e contadas em Camara de Neubauer.

4.7.3 Caracterizacdo imunofenotipica dos linfécitos esplénicos

Apds a contagem dos linfocitos viaveis, foi preparada para cada animal uma
suspensao contendo 1 x 10° células esplénicas/mL em meio RPMI suplementado com
5% de soro fetal bovino, glutamina (Sigma), penicilina/estreptomicina 100UI/mL/50
pg/mL (Sigma). Esta suspensao de células foi usada tanto para realizagao da analise
fenotipica dos linfocitos quanto para a deteccéo intracitoplasmatica das citocinas.

Para realizagdo da marcacgdo dos antigenos CD3, CD4 e CD8, foi retirado parte do
volume da suspensao de células anteriormente preparada e transferido para tubos de
poliestireno (12x75mm) aos quais haviam sido adicionados previamente anticorpos

anti-CD3 conjugado ao Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), anti-CD4 conjugado ao
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Clorofil de Peridina Cianina 5.5 (PerCP CY5.5) e anti-CD8 conjugado ao Aloficocianina
(APC) (Quadro 1).0s tubos foram homogeneizados em agitador vortex e incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Ap6és a incubacgao, foi
adicionada solugao tampao fosfato-salina (PBS - 0,0015M pH7,4) a cada tubo que,
em seguida, foi centrifugado a 331 g por 7 minutos a 4°C. Ao final da centrifugacéo, o
sobrenadante foi desprezado, o sedimento ressuspendido em agitador vértex e as
células foram lavadas por mais 2 vezes com PBS, de forma semelhante a anterior. O
sedimento formado foi ressuspendido em agitador vortex e foi adicionado PBS
contendo 10 g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67 g/L de cloreto
de sodio, pH 7,2 (solugao fixadora).

As células permaneceram em solugéo fixadora a 4°C e ao abrigo da luz até o momento
da leitura no citbmetro de fluxo (Forteza — Becton Dickinson). Os linfécitos foram
especificamente analisados por “gating” seletivo com base nos parametros de
tamanho e granulosidade das células. Como controles negativos foram empregados
os respectivos isotipos controle (BD-Bioscience) marcados com o0s mesmos
fluorocromos. A analise dos dados foi feita com o programa FlowdJo.

Quadro 1 - Anticorpos usados na imunofenotipagem e na detecgao intracelular de citocinas
Marcador Fluorocromo Clone Fungdes

Associado ao receptor de células T (TCR).
Exigido para expressao na superficie celular e

Anti-CD3e FITC 145-2C11 para transdugéo de sinal pelo TCR. Expresso
em timacitos e linfécitos T
Co-receptor para moléculas do complexo de
Anti-CD4 PerCP-Cy5.5 RM 4-5 histocompatibilidade principal de classe Il.

Expresso em subgrupos de timocitos, linfécitos
T, mondécitos e macroéfagos.
Co-receptor para MHC de classe |. Expresso

Anti-CD8a APC 53-6.7 em subgrupos de timdcitos e linfocitos T

citotdxicos e/ou supressores.
Citocina que desempenha importante papel da
diferenciagéo de linfocitos T e B, macréfagos,
Anti-IFN-y PE-Cy7 XMG1.2 células NK e outros tipos de células ndo
hematopoiéticas. A produgéo de anti-IFN-y é
associada a diferenciagdo celular Th1.
Citocina produzida por varios tipos de células
ativadas (células T CD4, T CD8, NK,
macrdéfagos, células dendriticas, granuldcitos
entre outras).

Anti-IL-10 PE JES5-16E3

Fonte: Anticorpos Monoclonais, BD-Bioscience.
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4.7.4 Deteccao intracitoplasmatica das citocinas IL-10 e IFN-y produzidas por

células esplénicas estimuladas com antigenos de Y. pestis

Para deteccao intracelular de citocinas, o restante da suspensao de células na
concentragdo de 1 x 10° células esplénicas/mL de cada animal foi distribuida em
placas de cultivo celular de 24 cavidades. Parte destas células nao recebeu estimulo
(cultura controle) e a outra parte foi estimulada com 25 ug de concavalina A (Sigma)
e com antigenos de Y. pestis. As placas foram incubadas a 37°C, em atmosfera imida
contendo 5% de CO2 por 72 h.

Quatro horas antes do término da incubacgao, as placas foram retiradas da estufa, foi
adicionada a brefeldina A (BD-Bioscience) na concentragao final de 10 pg/mL e, em
seguida, as células foram novamente incubadas por mais 4 horas nas mesmas
condigbes de temperatura e tensdo de CO2. A brefeldina A utilizada assegura a
reteng&o da citocina no interior da célula com acumulo dentro do complexo de Golgi,
promovendo um aumento do sinal que podera ser melhor detectado pelo citbmetro de
fluxo.

Ao final das 72 h de incubacéo, as placas foram centrifugadas a 384 g por 10 minutos
a 4°C e posteriormente as células, tanto estimuladas in vitro quanto n&ao estimuladas,
foram transferidas das cavidades das placas para respectivos tubos cbénicos e
centrifugadas a 331 g por 7 minutos a 4°C. Terminada a centrifugacdo, as células
foram distribuidas nos respectivos tubos de poliestireno (12x75mm) e iniciou-se a
marcacao das moléculas de superficie CD3, CD4 e CD8, uma vez que a produgao de
citocinas foi avaliada nas subpopulacdes de linfocitos T CD3*-CD4* e T-CD3*-CD8".
Para isso foram adicionados aos tubos contendo as células os anticorpos monoclonais
de superficie anti-CD3-FITC, anti-CD4-PercpCy55 e anti- CD8-APC e foi realizada
uma incubacg&o de 30 minutos ao abrigo da luz.

As células foram lavadas com solugédo de PBS contendo 0,5% de BSA e 0,1% de
azida sédica acompanhada de centrifugagcdo a 331 g por 7 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes obtidos foram descartados, foi adicionado mais solu¢gdo de PBS em
cada tubo como descrito anteriormente, acompanhada de homogeneizagdo em
agitador vértex. Em seguida, as células foram permeabilizadas com solugao de PBS
contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida soddica e 0,5% de saponina. Esta etapa

aconteceu sob incubagdo de 10 minutos na temperatura de 4°C ao abrigo da luz.
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Terminada a incubacgéo, todos os tubos foram centrifugados a 331 g por 7 minutos a
4°C e os sobrenadantes obtidos foram descartados.

Posteriormente, foram adicionados aos tubos contendo as células os anticorpos
monoclonais citocina-especificos anti-IFN-y conjugado a ficoeritrina cianina (PeCy7) e
anti-IL-10 conjugado a ficoeritrina(PE), ambos da marca BD-Bioscience (Quadro 1).
Seguiu-se nova incubagédo ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds o periodo de
incubacéo, foi adicionado aos tubos solugéo de PBS contendo 0,5% de BSA, 0,1% de
azida sodica e 0,5% de saponina que foram imediatamente homogeneizados em
agitador vortex e submetidos a centrifugagdo a 331 g por 7 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas com solucido de PBS
contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sddica, empregando-se as mesmas
condigbes de centrifugagdo anteriormente citadas. Em seguida, as células foram
fixadas com solugao contendo 10 g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio,
6,67 g/L de cloreto de sodio pH 7,2 e acondicionadas a 4°C ao abrigo da luz até o
momento da leitura.

A caracterizagao das células foi feita no citbmetro de fluxo (Forteza-Becton Dickinson)

utilizando o programa FlowJo para aquisicéo e analise dos dados.

4.8 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software R para
comparagao entre os grupos. Para comparagdo dos marcadores de superficie foi
utilizada a Analise de Variancia (Anova) baseada na estatistica de Fisher. O intervalo
de confianga foi definido como 95% e em todos os casos as diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas para um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao da resposta imune humoral

Para caracterizar a resposta imune humoral induzida pela imunizagdo com diferentes
doses (40 ug e 20 ug) do extrato total ou do antigeno F1 purificado de Y. pestis, os
titulos de anticorpos anti-F1 foram avaliados no soro dos camundongos imunizados e
dos animais do grupo controle no 45° dia apds a imunizagdo primaria através da
hemaglutinagéo indireta, que € o unico teste padronizado no Brasil para o diagnéstico
soroldgico da peste em pacientes humanos e animais infectados.

O experimento foi iniciado com 20 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster,
igualmente distribuidas entre os 4 grupos de tratamento e o grupo controle.

Serado apresentados os resultados de 16 analises em decorréncia de problemas
ocorridos durante a coleta de sangue de 4 animais, que resultou em um volume
insuficiente de soro para analise na hemaglutinagao indireta.

Na Tabela 2 sdo mostrados os titulos de anticorpos de todos os animais avaliados no
estudo. Foi verificado que os animais do grupo 1 e 2, imunizados com o extrato total
de Y. pestis nas doses de 40 ug e 20 ug, ndo apresentaram anticorpos anti-F1
detectaveis no teste. O mesmo comportamento foi observado para os animais do
grupo controle, imunizados com o adjuvante hidréxido de aluminio (AIOH3) diluido em
PBS.

Por outro lado, foi verificado que todos os animais imunizados com o antigeno F1
purificado, tanto na dose de 40 ug quanto na dose de 20 ug, apresentaram resultados
positivos, ou seja, titulos maiores ou iguais a 1/16 no teste de hemaglutinagao indireta.
As respostas dos animais imunizados com 40 ug de F1 (grupo 3) foram bem
heterogéneas, com titulos variando desde 1/16 (ponto de corte) até 1/8132 (a mais
alta diluigdo de soro testada). O mesmo comportamento pdde ser observado entre os
animais imunizados com 20 ug da proteina F1 (grupo 4). Embora em menor numero,

esses animais, também mostraram resposta que variou em dois titulos (1/64 e 1/256).
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Tabela 2 - Titulos de anticorpos anti-F1 obtidos na hemaglutinagio indireta

Grupo de | Animal Imunizacao Resultado
Tratamento (Titulo de anticorpos
anti-F1)
1 1 40 ug extrato total de Y. pestis Negativo
2 40 g extrato total de Y. pestis Negativo
3 40 ug extrato total de Y. pestis Negativo
4 40 g extrato total de Y. pestis Negativo
2 5 20 pg extrato total de Y. pestis Negativo
6 20 ug extrato total de Y. pestis Negativo
7 20 pg extrato total de Y. pestis Negativo
3 8 40 pg antigeno F1 Positivo: Titulo 1/16
9 40 pg antigeno F1 Positivo: Titulo 1/128
10 40 pg antigeno F1 Positivo: Titulo 1/8132
3 11 40 pg antigeno F1 Positivo: Titulo 1/2048
4 12 20 g antigeno F1 Positivo: Titulo 1/256
13 20 pg antigeno F1 Positivo: Titulo 1/64
5 14 PBS + Adjuvante Negativo
15 PBS + Adjuvante Negativo
16 PBS + Adjuvante Negativo

5.2 Analise fenotipica dos linfocitos T esplénicos

Com o propésito de investigar as respostas de células T foram avaliadas também as
subpopulagdes de linfocitos T esplénicos CD3*CD4* e CD3*CD8* dos camundongos
imunizados e nao imunizados (grupo controle) no 45° dia apds a imunizagao através
da técnica de citometria de fluxo. Os resultados referem-se a um n amostral igual a 20
camundongos, igualmente distribuidos entre os 4 grupos de imunizagdo e o grupo
controle.

A Tabela 3 representa as médias aritméticas e o desvio padrdo de 4 animais por
grupo. Para calculo da média, foi considerada a porcentagem de células TCD3*CD4*
e T CD3*CD8* de cada animal dentro de um mesmo grupo e o numero total de animais
por grupo. E possivel observar que a média destas células ndo varia entre os
diferentes grupos estudados.

A Figura 1 ilustra os resultados obtidos para os linfocitos T CD3*-CD4* nos grupos de
imunizagdo e no grupo controle (Grupo 5). Os valores foram calculados como
percentuais, levando-se em consideracio a populacao de linfécitos totais. A principio,
a disperséao da variabilidade no grupo 1, sugere consideravel diferenga em relagéao ao

grupo controle, no entanto foi verificado através da analise de variancia (Anova) feito



45

para as meédias dos grupos que nao existe diferenga estatistica entre os tratamentos

(p>0,05).

Tabela 3 - Porcentagem das subpopulagdes de linfécitos T CD3*-CD4* e T CD3*-CD8*, por
grupo, no 45° dia de imunizagao com extrato total e o antigeno F1 purificado, de Y. pestis

(n =4 animais)

Grupo Linfécito Média Mediana Desvio
Padrao
1 TCD3*-CD4* 77,25 77,30 0,52
TCD3*-CD8* 14,57 14,60 0,84
2 TCD3*-CD4* 80,97 81,60 6,89
TCD3*-CD8* 11,80 12,39 5,87
3 TCD3*-CD4* 80,20 80,80 6,36
TCD3*-CD8* 9,23 7,68 6,72
4 TCD3*-CD4* 78,45 77,05 5,85
TCD3*-CD8* 11,53 11,07 7,57
5 TCD3*-CD4* 75,28 79,90 13,40
TCD3*-CD8* 14,50 10,20 13,27

Figura 1 - Determinacédo do perfil in vivo de linfécitos T auxiliares (CD4*) de camundongos
fémeas Swiss Webster (n = 4 animais) apés imunizagao com extrato total e antigeno F1, de Y.

pestis
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A Figura 2 representa os resultados obtidos para os linfocitos T CD3*-CD8*. Os

valores foram calculados como percentuais, levando-se em consideracao a populagao

de linfécitos totais. Em conformidade com os achados para T CD3*-CD4* é possivel
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observar claramente a homogeneidade dos valores de linfocitos T CD3*-CD8™ obtidos
no grupo 1, indicado pelo menor deslocamento da caixa. Os valores médios obtidos
em todos os grupos sao bem semelhantes. A dispersédo da variabilidade no grupo 1,
a principio sugere grande diferenca em relagédo ao grupo controle, no entanto foi
verificado através da analise de variancia (Anova) feito para as médias dos grupos
que nao existe diferenga estatistica entre os tratamentos (p>0,05).

Figura 2 - Determinagéo do perfil in vivo de linfocitos T citotéxicos (CD8*) de camundongos
fémeas Swiss Webster apés imunizagdo com extrato total e antigeno F1, de Y. pestis
(n =4 animais)
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5.3 Deteccao intracitoplasmatica das citocinas IL-10 e IFN-y

Para investigar a resposta das células T-CD4* e T-CD8" frente ao estimulo in vitro com
extrato total e antigeno F1 de Y. pestis, células mononucleares esplénicas dos
camundongos imunizados obtidas no 45° dia apdés a imunizagdo primaria, foram
cultivadas e avaliadas, pela técnica de citometria de fluxo, quanto a produgéo de IFN-
v e IL-10.
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Os resultados mostrados a seguir referem-se a um n amostral igual a 19
camundongos, distribuidos entre os grupos de imunizagdo e o grupo controle. Vale
ressaltar que o grupo 1 é representado por n = 3 animais, como conseqiéncia da
contaminacgao da cultura das células de um dos camundongos deste grupo. As médias
dos valores obtidos para os animais imunizados serdo comparadas com aquelas dos
animais nao imunizados, que serviram como controles.

As Figuras 3 e 4 mostram, respectivamente, a influéncia do extrato total de Y. pestis
na producgao das citocinas IFN-y e IL-10 pelos linfécitos T-CD4* nos diferentes grupos
de imunizagédo e no grupo controle. Na Figura 3, é possivel observar que o percentual
de células T expressando IFN-y no grupo 1 mostra-se consideravelmente mais
elevado, enquanto que os demais grupos exibem valores semelhantes ao controle.
Na Figura 4, um maior percentual de células T expressando IL-10 & notado nos grupos
1e?2.

Apesar das variagdes encontradas, foi verificado que nao existe diferenca estatistica
(p>0,05) entre os percentuais de linfécitos T-CD4* produtores de IFN-y e IL-10 dos
animais imunizados e nao imunizados (controle) apds estimulo com extrato total de Y.

pestis.

Figura 3 - Producio da citocina IFN-y pelos linfécitos T CD4* esplénicos apés estimulo in
vitro com extrato total de Y. pestis
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Figura 4 - Produgio da citocina IL-10 pelos linfécitos T CD4* esplénicos apés estimulo in
vitro com extrato total de Y. pestis
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As Figuras 5 e 6 mostram, respectivamente, a influéncia do antigeno F1 de Y. pestis
na producao das citocinas IFN-y e IL-10 pelos linfécitos T-CD4* nos diferentes grupos
de imunizagao e no grupo controle. Primeiramente, pode-se verificar que as respostas
geradas pelo estimulo in vitro com o antigeno F1 sao reconhecidamente menores
quando comparadas com aquelas induzidas pelo extrato total de Y. pestis (Figuras 3
e 4). E possivel observar claramente que, em todos os grupos de imunizagéo, n&o
houve variagdo no percentual de células T expressando IFN-y e IL-10 quando
comparado com o grupo controle. Foi verificado que n&o existe diferenca estatistica
(p>0,05) entre os percentuais de linfécitos T-CD4* produtores de IFN-y e IL-10 dos
animais imunizados e nao imunizados (controle) apos estimulo com antigeno F1 de
Y. pestis.
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Figura 5 - Producio da citocina IFN-y pelos linfécitos T CD4* esplénicos apés estimulo in
vitro com antigeno F1 Y. pestis
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Figura 6 - Produgio da citocina IL-10 pelos linfécitos T CD4* esplénicos apés estimulo in
vitro com antigeno F1 Y. pestis
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A Figura 7 mostra a influéncia do extrato total de Y. pestis na produgdo da citocina
IFN-y pelos linfécitos T-CD8*. E possivel observar claramente que o percentual de
células T expressando IFN-y mostra-se consideravelmente mais elevado no grupo 1,

quando comparado com o grupo controle. Esta diferenga verificada foi considerada
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estatisticamente significativa (p<0,05) o que pode ser um indicio da influéncia do
extrato total de Y. pestis na geragéo de uma resposta Th1 mediada pelos linfocitos T-
CD8*.

Figura 7 - Produgio da citocina IFN-y pelos linfécitos T CD8* esplénicos apés estimulo in
vitro com extrato total de Y. pestis. *Significativo em relagdao ao controle (p<0,05)
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A Figura 8 representa o comportamento dos linfécitos T-CD8* produtores de IFN-y nos
diferentes grupos de imunizagdo e no controle frente ao estimulo in vitro com o
antigeno F1 de Y. pestis. E possivel verificar que somente o grupo 1 apresenta valores
percentuais maiores que o grupo controle. Porém, foi verificado que n&o existe
diferenca estatistica (p>0,05) entre os percentuais de linfocitos T-CD8" produtores de
IFN-y dos animais imunizados e nao imunizados (controle) apds estimulo com

antigeno F1 de Y. pestis.
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Figura 8 - Producio da citocina IFN-y pelos linfécitos T CD8* esplénicos apés estimulo in
vitro com antigeno F1 Y. pestis
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Figura 9 - Esquema representativo dos parametros avaliados no presente trabalho e os
respectivos resultados obtidos
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6 DISCUSSAO

Inicialmente destinou-se avaliar a producdo de anticorpos apds imunizagdo de
camundongos com o extrato total ou com antigeno F1 purificado de Y. pestis, nas
doses de 40 ug ou 20 pg, utilizando o hidroxido de aluminio como adjuvante. O
esquema de imunizagao adotado no nosso estudo foi baseado naquele proposto por
Qi et al. (2010) que, de forma semelhante, avaliou a eficacia protetora das vacinas
constituidas pelas proteinas F1+V de Y. pestis na protecdo de camundongos contra o
desafio subcutaneo com a cepa virulenta da bactéria.

Os resultados obtidos no nosso estudo mostraram claramente que os animais
imunizados com a proteina F1 adsorvida com o adjuvante hidroxido de aluminio
exibiram uma resposta humoral robusta, conforme verificado pelos altos titulos de
anticorpos anti-F1 na hemaglutinagéo indireta (Tabela 2). Foi observado que, até
mesmo 0s animais que receberam a menor dose de F1 (20 pg) apresentaram titulos
> 1:16, que € o ponto de corte para reagao de hemaglutinagao indireta para peste. Os
nossos achados estdo em conformidade com aqueles descritos por Qi et al. (2010)
que, de maneira semelhante, constatou que uma dose de 20 pg de F1 em associagéo
com hidréxido de aluminio gerava titulos de IgG significativamente elevados em
camundongos e que os niveis destes anticorpos permaneciam detectaveis no soro
dos animais por até 126 dias de observacgao, quando duas doses de imunizag¢ao foram
utilizadas.

As vacinas de subunidades baseadas nas proteinas F1 e V de Y. pestis tém sido foco
de diversas pesquisas que, embora reconhegam o valor do antigeno V na protecéo
contra cepas nao-encapsuladas da bactéria, ressaltam a importante contribuicdo da
F1 na indugao de uma resposta imune precoce. Com relagao a essa propriedade, Levy
et al. (2011) em seu estudo para caracterizagao da resposta imune de camundongos
apdés imunizacdo com a proteina F1 verificou, através de um teste de Elisa
quantitativo, que no dia 1 apds a vacinagao os anticorpos IgM-anti-F1 ja podiam ser
detectados no soro de alguns animais imunizados e no dia 3 apds a imunizagao foi
demonstrado também o inicio do aparecimento de IgG-anti-F1.

A capacidade dos anticorpos anti-F1 para fornecer protecédo efetiva contra a peste
bubdnica ja foi comprovada experimentalmente em diferentes estudos. Levy et al.

(2011) verificaram que camundongos imunizados com F1 exibiram 100% de
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sobrevivéncia apos desafio subcutdneo com cepa virulenta de Y. pestis. Dinc et al.
(2014) relataram uma taxa de sobrevivéncia de 80% dos animais vacinados com F1
recombinante em associagdo com o antigeno V.

Em estudo sobre vacinas contra peste bubdnica e pneuménica Titball & Williamson
(2001) comentaram que a imunogenicidade das proteinas F1 e V recombinantes pode
ser maxima, na medida em que suas conformacdes forem o mais semelhante as
proteinas nativas. Esta constatacdo pode também explicar os altos titulos de
anticorpos verificados no nosso estudo, tendo em vista que o antigeno utilizado na
imunizacao foi obtido a partir da cepa de Y. pestis € ndo através de técnicas de DNA
recombinante.

O uso do hidroxido de aluminio como adjuvante também poderia justificar os
resultados de resposta imune humoral obtidos. Outros estudos ja reportaram que as
vacinas de subunidades constituidas pelos antigenos F1 e V em associagdo com
hidroxido de aluminio induzem uma resposta predominante para a IgG1 tanto em
camundongos quanto em seres humanos (Ql et al., 2010; WILLIAMSON et al., 1997).
No entanto, por limitagdes inerentes ao teste sorolégico utilizado neste estudo, nao foi
possivel determinar a classe, sequer a subclasse de imunoglobulina, induzida pela
imunizacao.

Conforme esperado, foram observados titulos de anticorpos variaveis entre os animais
de um mesmo grupo. Tal resultado pode ser atribuido a linhagem de camundongos
utilizada no estudo. Optou-se pelo modelo experimental com camundongos Swiss
Webster, animais geneticamente heterogénicos/outbreds (CHIA et al., 2005), que
provavelmente responderam de formas diferentes ao estimulo recebido. A intencéo
com essa escolha foi adotar um modelo que pudesse refletir a real eficacia da nossa
vacina, tendo em vista uma possivel variabilidade de resposta entre individuos de uma
populacao.

Deve ser destacada também a auséncia de resposta imune humoral dos animais
imunizados com o extrato total de Y. pestis em ambas as doses, indicando que o
referido esquema nao induziu a producao de anticorpos anti-F1 nesses grupos, o que
faz supor que o extrato total ndo continha uma concentragéo suficiente de F1 capaz
de induzir resposta imune humoral nos camundongos.

O papel dos anticorpos na protegao contra a Y. pestis ja foi previamente comprovado
por diferentes estudos (ANDERSON et al., 1997; HILL et al., 2006). Dinc et al. (2014),
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por outro lado, mostraram que os anticorpos sozinhos podem nao ser suficientes para
a completa protecdo mediada pelas vacinas de subunidades. Em seu estudo de
imunizagao, foi observado que 80% dos camundongos vacinados com o esquema F1
e V foram protegidos contra o desafio com Y. pestis, no entanto 20% deles nao
sobreviveram, embora apresentassem altas taxas de anticorpos. Este achado sugere
que a defesa contra a Y. pestis ndo é mediada exclusivamente pelos anticorpos,
depende também do envolvimento de células T e suas citocinas.

A técnica de imunofenotipagem utilizada neste estudo teve como objetivo quantificar
as subpopulagdes de linfocitos T esplénicos a fim de verificar possiveis alteragdes nos
percentuais dessas ceélulas em resposta ao estimulo antigénico recebido. Os
resultados encontrados revelaram nitidamente um predominio de células T-CD4* em
todos os grupos estudados (Tabela 3). De modo semelhante, Araujo (2012) também
observou uma porcentagem maior de células T-CD4* em relagdo a T-CD8" ao realizar
a imunofenotipagem de linfocitos T de camundongos da linhagem Swiss Webster.
Contudo, os valores de T-CD4" aqui encontrados foram mais elevados que aqueles
observados por Araujo (2012), o que pode ser justificado pelo fato de que as células
T quantificadas no nosso experimento foram obtidas do bago dos camundongos e n&o
do sangue periférico como analisado por Araujo (2012). A analise estatistica dos
resultados da imunofenotipagem revelou que nao existe diferenga estatistica (p>0,05)
nos percentuais dos linfécitos T entre diferentes grupos o que pode sugerir, que nao
houve proliferagcdo em resposta ao estimulo antigénico.

O terceiro experimento destinou-se avaliar a expressao das citocinas IFN-y e IL-10
nos linfécitos T CD4* e IFN-y nas células T CD8* em decorréncia do estimulo
antigénico in vitro. Foi verificado que o extrato total de Y. pestis foi capaz de induzir
uma maior expressao de IFN-y em linfécitos T CD4* apenas no grupo 1 (Figura 3).
Embora ndo seja significativo estatisticamente, esse resultado aumentado néo deve
ser negligenciado, pois é uma forte indicagéo de ativagao de células T exibida somente
nos animais que foram imunizados com a maior dose do extrato total bacteriano. Neste
contexto, acredita-se que a alteragdo do regime de imunizagdo, com o0 aumento ou a
inclusdo de mais uma dose vacinal, poderia representar uma alternativa plausivel para
a melhoria da resposta imune celular.

De modo semelhante, foi verificado que o extrato total de Y. pestis induziu uma

discreta producdo de IL-10 em linfécitos T CD4*, no entanto essa resposta nao foi
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considerada estatisticamente significativa em relagdo ao controle. Foi constatado um
maior percentual de células T expressando IL-10 nos grupos 1 e 2 (Figura 4). Estes
resultados, a principio, poderiam sugerir uma resposta voltada para Th2, o que s6
poderia ser de fato confirmado com a dosagem de outras citocinas como IL-4, IL-5 e
IL-6. Levando-se em consideragcdo a importancia dos perfis Th1 e Th2 na protecao
contra a Y. pestis e ainda a possibilidade de direcionamento da resposta imune com
o uso de adjuvantes apropriados, torna-se cada vez mais necessaria a pesquisa por
novas moléculas co-estimulatérias com potencial para inducdo de uma resposta mista
baseada tanto na producédo de anticorpos quanto de citocinas, o que representaria
uma inovacgao importante no campo das pesquisa de vacinas para a peste.

Com relagao a influéncia do antigeno F1 na ativagao dos linfécitos T CD4*e T CD8*
para a producao de citocinas, verificou-se que nao houve diferenca estatistica entre
0s animais imunizados e o grupo controle. Além disso, constatou-se que as respostas
de células T induzidas pela proteina F1 purificada foram reconhecidamente menores
quando comparadas com aquelas induzidas pelo extrato total de Y. pestis (Figuras 5,
6 e 8). Este achado esta em conformidade com os resultados encontrados por Li et
al. (2009) que, da mesma forma, observaram que o antigeno F1 n&do é capaz de induzir
uma forte resposta celular em animais imunizados com a vacina viva atenuada EV76,
0 que sugere fortemente que a proteina F1 pode n&o ser um antigeno dominante para
células T.

As analises estatisticas referentes a detecgao intracelular de IFN-y em linfécitos T
CD8" evidenciaram diferengas significativas (p<0,05) entre o grupo 1 e o controle
(Figura 7), o que pode sugerir a influéncia do extrato total de Y. pestis na geracéo de
uma resposta Th1 mediada por essa subpopulagéo celular. Este achado é de grande
importancia considerando-se que a protecao do linfécito T CD8 esta relacionada com
a capacidade de produgao das citocinas IFN-y e TNF-a que, atuam na ativacao de
macrofagos e neutréfilos que, por sua vez, exibem aumento da producdo de
intermediarios reativos de oxigénio o que seria de notavel importancia para o controle
das bactérias intracelulares (SZABA et al. 2014). Pujol & Bliska (2005) constataram
que a Y. pestis € incapaz de se replicar em macrofagos de camundongos ativados por
[FN-y.

Szaba et al. (2014) verificaram que camundongos cujas células T sdo incapazes de

produzir IFN-y e TNF-a ndo sobrevivem ao desafio pulmonar com Y. pestis. Em outro
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estudo, Kummer et al. (2008) constataram que os anticorpos anti-F1 e anti-V protegem
camundongos contra a peste pneuménica experimental, mas essa protegdo é
altamente dependente de IFN-y e TNF-a. Os animais com capacidade de produzir e
responder de forma eficiente as citocinas parecem ter maiores chances de combater
a infeccdo em relacdo aqueles animais que ndo conseguem utiliza-las de forma
eficiente.

Em todos os parametros analisados no experimento de deteccao intracelular de
citocinas foi possivel observar claramente uma resposta diferenciada do grupo 1.
Estes resultados podem ser um indicio de estimulo das células T CD8 por epitopos
imunodominantes de Y. pestis. Para a confirmagao desta hipétese, sdo necessarios
estudos adicionais que possibilitem identificar as proteinas contidas no extrato total
de Y. pestis e a contribuicdo de cada uma delas para a indugao de resposta imune

celular.
Dificuldade encontrada
E importante reforgar que os estudos acerca da resposta imune celular contra a Y.

pestis ainda sao limitados na literatura e por isso foram encontradas dificuldades para

a comparacao dos resultados obtidos.
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6.1 Perspectivas futuras

e Pesquisar novos antigenos de Y. pestis com potencial para a indugado de
resposta imune celular e que possam ser incorporados futuramente em uma
vacina de subunidade para peste, juntamente com a proteina F1.

e Avaliar a eficacia do esquema de imunizacdo adotado neste estudo frente a
outras doses e vias de administracgao.

¢ Investigar novos sistemas de adjuvantes capazes de gerar uma resposta imune
baseada nos perfis Th1 e Th2 para uso em vacinas para peste.

¢ Avaliar a resposta imune induzida por cepas mutantes de Y. pestis, portadoras
das dele¢des dos plasmideos de viruléncia pYV- e pFra-, tendo em vista o

desenvolvimento de vacina atenuada para a peste.
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7 CONCLUSOES

O esquema de imunizacao baseado na proteina F1 induz forte resposta imune

humoral.

e O extrato total de Y. pestis nas doses de 40 ug e 20 yg ndo gera a produgao

de anticorpos anti-F1 em camundongos.

e A imunizagdo com extrato total e antigeno F1 de Y. pestis ndo favorece a

proliferacdo de células T CD4 ou T CD8.

e O extrato total de Y. pestis estudado néo privilegia a expressao de IFN-y e IL-
10 em linfécitos T CDA4.

e O extrato total de Y. pestis estudado favorece a produgao de IFN-y pela célula
T CDS8.

e A proteina F1 de Y. pestis ndo € um antigeno imunogénico para célula T.
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ANEXO A- Certificado de aprovagio do protocolo 148/2014 junto ao CETEA
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