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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva
pertencente a Classe das Actinobactérias. Esta bactéria é um patégeno intracelular
facultativo causadora da patologia Linfadenite Caseosa (LC) em ovinos e caprinos.
Durante o processo de infeccdo estas bactérias sdo contidas por células da resposta
imune inata, sendo as principais células efetoras dessa defesa os neutrofilos e
macrofagos. Este trabalho foi proposto com o intuito de avaliar a resposta de
macréfagos murinos derivados de mondcitos de medula, in vitro, em infeccdo por C.
pseudotuberculosis linhagem CP13, um mutante para um gene relacionado ao transporte
de ferro em Corynebacterium diphtheriae, que gerou bons niveis de protecdo em
subsequentes desafios contra C. pseudotuberculosis, e observar o perfil de resposta
gerado por essas culturas. Este tipo de caracterizacdo possibilita inferir a participacdo da
resposta imune inata na acdo contra infeccdes desta bactéria. Com os resultados obtidos
neste trabalho, conseguimos observar que esta bactéria é responsavel por diminuir a
viabilidade das culturas de macréfagos em uma proporcao que depende da concentracéo
de bactérias inoculadas nas culturas de células. A infeccdo, em macrdfagos, por C.
pseudotuberculosis, foi responsavel por ativar a producdo de 6xido nitrico (NO) e
induzir a atividade da enzima arginase |, além de mostrar que este aumento da producéo
de NO e atividade da enzima arginase | estdo relacionados ao aumento da expressdo do
RNAm para a enzima Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) e arginase I. N0ssos
resultados mostram, também, que a linhagem CP13 ndo induz a producéo de ROS e que
comparada com a linhagem T1, linhagem selvagem do qual foi derivada a linhagem
CP13, induz maior producdo da citocina IL-10 e menos TNF-o, em macréfagos. Com
estes dados, pudemos inferir que a linhagem CP13 apresenta um perfil similar de
ativacdo dos macrofagos, quando comparados com a linhagem T1. Entretanto houve
diferenga no perfil de citocinas induzidas por infeccdo em macrofagos pelas linhagens
T1 e CP13, onde esta ultima induziu mais IL-10 (citocina associada a um perfil de

maior susceptibilidade a infecgdes microbianas).



Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive bacterium that
belongs to the class Actinobacteria. This bacterium is a facultative intracellular
pathogen that causes the disease caseous lymphadenitis (CL) in sheep and goats. During
the process of infection by these bacteria are contained cells of the innate immune
response, among which the main effectors defensives cells are neutrophils and
macrophages. This work has been proposed with the aim of assessing the response of
murine bone marrow monocyte-derived macrophages in in vitro infection with the CP13
strain of C. pseudotuberculosis - a knockout mutant for a gene related to the
transportation of iron in Corynebacterium diphtheriae that generated good levels of
protection against subsequent infections C. pseudotuberculosis - and observe the
response profile generated by these cultures. This type of characterization allows the
inference of the involvement of innate immune response against infections caused by
this bacterium. So far, it was observed that this bacterium is responsible for diminishing
the viability of the macrophage cultures in a ratio which depends on the concentration of
bacteria inoculated in the cell cultures. The infection of macrophages by C.
pseudotuberculosis was responsible for triggering the production of nitric oxide (NO)
and inducing the activity of the enzyme arginase 1. Also, it showed that the increase in
the production of NO and in the activity of the enzyme arginase | are associated with
increased expression of the enzyme Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) and
arginase I mRNA. The results also show that strain CP13 does not induce the
production of ROS and, compared to the strain T1 - wild-type strain from which the
CP13 strain was derived; it induces increased production of the cytokine IL-10 and
decreased production of TNF-a in macrophages. With these data, it could be infered that
the strain CP13 has a similar profile of activation of macrophages compared to the
strain T1. However, there was no difference in the profile of cytokines induced in
macrophages by infection by strains T1 and CP13, in which the latter induced more IL-

10 (cytokine profile associated with an increased susceptibility to microbial infection).
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1.1 - Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva pertencente
a Classe das Actinobactérias, composta por bactérias com alto conteido G+C em seu
DNA cromossdmico. Dentro desta classe destacamos o grupo CMNR, cujos
representantes, os géneros Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus,
possuem caracteristicas em comum como organizacao da parede celular baseada num
grande complexo polimérico de peptideoglicano, arabinogalactano e acido micolico
(Collins et al., 1982; Bayan et al., 2003; Dorella et al., 2006).

1.1.1 - Aspectos microbioldgicos e bioquimicos

C. pseudotuberculosis € um patogeno intracelular facultativo, apresentando
formas pleomérficas entre cocoides e bastdes filamentosos, medindo em torno 0,5 um a
0,6 um de largura por 1 um a 3 um de comprimento. Esta bactéria ndo esporula, ¢
imovel e possui fimbrias. Além disso, é aerdbica facultativa e possui um melhor
crescimento em temperatura de 37 °C, em pH entre 7.0 e 7.2. Em &gar, 0 crescimento
bacteriolégico de C. pseudotuberculosis se da, inicialmente, espacado superficialmente
e, posteriormente, se organiza em colbnias opacas, de crescimento arredondado e de cor
creme alaranjado; j& em meio liquido, C. pseudotuberculosis cresce em forma de
depdsitos granulares como flocos (Dorella et al., 2006).

Entre os constituintes do peptideoglicano da parede celular, temos o &cido meso-
diaminopimélico (meso-DAP), que esta relacionado a resisténcia da parede contra uma
grande variedade de peptidases. Completando parte da constituicdo desta parede celular,
temos como principais aclcares a arabinose e galactose, além da presenca do &cido
micolico em cadeias curtas (Collins et al.,, 1982; Dorella et al., 2006). C.
pseudotuberculosis apresenta variacdes entre suas reacfes bioquimicas, principalmente
em relacdo a fermentagé@o. As linhagens desta bactéria produzem &cido, ao invés de gas,
a partir de fontes de carbono como glicose, frutose, manose, galactose e sacarose (Holt
et al., 1994). Estas bactérias sdo catalase, urease e fosfolipase D (PLD) positivas,

oxidase negativa e beta hemolitica (Muckle & Gyles, 1982).

14



1.1.2 - Taxonomia

Inicialmente, C. pseudotuberculosis foi classificada através da sua morfologia e
caracteristicas bioquimicas. A propriedade de reducdo de nitrato foi usada para
diferenciar biovar equi (isolados de equinos e bovinos, positivos para a reducédo), do
biovar ovis (isolados de ovinos e caprinos, negativos para a reducdo) (Biberstein et al.,
1971). Posteriormente, Songer et al. (1988) usaram endonucleases de restrigédo (ECORV
e Pstl) para classificar a C. pseudotuberculosis por anélises do DNA cromossomal,
chegando a mesma conclusdo da classificacdo pela capacidade de reduzir nitrato
(Songer et al., 1988). Em outro tipo de analise, utilizando a tecnologia do polimorfismo
dos fragmentos de restricdo (RFLP) para classificagdo do biovar de C.
pseudotuberculosis, chegaram ao mesmo padrao de classificacdo da caracteristica para
reducdo do nitrato (Vaneechoutte et al., 1995).

Estudos utilizando o gene da subunidade beta da RNA polimerase (rpoB)
mostrou-se mais eficiente para diferenciar espécies de Corynebacterium do que o gene
do 16s rRNA (Khamis et al., 2004), sendo que este tipo de andlise ja € usado para
estudos filogenéticos em espécies do género Mycobacterium. Apesar da analise do gene
rpoB ser uma forte ferramenta para analises filogenéticas, muitos autores propdem que
0 uso deste gene seja feito em complementaridade ao gene 16s rRNA (Khamis et al.,
2004; Kim et al., 1999).

1.1.3 - Suceptibilidade microbiana a antibioticos

C. pseudotuberculosis apresenta resposta diferenciada a agentes
antimicrobianos e esta é dependente da origem de onde o isolado foi obtido. Os
isolados de C. pseudotuberculosis de maior resisténcia aos agentes antimicrobianos
tiveram origem de mastites de ovelhas (Fernandez et al., 2001). Estudos mostraram que
26 linhagens obtidas de lesdes de linfadenite caseosa (LC), doenca causada pela C.
pseudotuberculosis, foram susceptiveis aos antibioticos ampicilina, cloranfenicol,
lincomicina, gentamicina, tetraciclina, penicilina G e sulfametoxazol/trimetropim.
Destas linhagens, trés foram susceptiveis somente a neomicina e todas foram resistentes

a estreptomicina. A concentracdo minima inibitoria (CIM) de antibidtico para estes

15


http://www.e-escola.pt/topico.asp?id=402
http://www.e-escola.pt/topico.asp?id=402

isolados foram similares. Entretanto, em relacdo a susceptibilidade, foi variavel
dependendo das condigdes infecciosas. Como comentado anteriormente, o maior CIM
foi encontrado para isolados de mastites de ovelhas (Ferndndez et al., 2001). Estudos
mostraram que quando houve a formacédo de biofilmes, em C. pseudotuberculosis, esta
se tornou resistente a todos os agentes antimicrobicidas testado por estes autores (Olson
et al., 2002).

1.1.4 - Determinantes de viruléncia

Pouco se conhece em relacdo as bases genéticas e moleculares da
viruléncia em C. pseudotuberculosis. Atualmente, sdo bem caracterizados apenas dois
fatores de viruléncia desta bactéria: os lipideos tdxicos da parece celular e a exotoxina
PLD (Dorella et al., 2006).

A PLD, principal fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis, é uma
potente exotoxina com acdo de esfingomielinase que promove a hidrélise das ligacGes
éster na esfingomielina da membrana de células de mamiferos. A funcdo de
esfingomielinase facilita a dispersdo da bactéria do sitio inicial de infeccdo para pontos
secundarios dentro do hospedeiro, devido a acdo dermonecrética da PLD, levando a
danificacdo dos vasos endoteliais da derme e promovendo o extravasamento de plasma
para os vasos linfaticos (McKean et al., 2007a; Dorella et al., 2006). Esta exotoxina
age, também, como leucotdxica, levando a destruicdo de células como os macréfagos. O
papel desta exotoxina na viruléncia da bactéria ficou evidente quando um mutante para
este gene mostrou-se atenuado e com baixa capacidade de disseminacdo no hospedeiro,
gerando ainda, mesmo que baixa e ndo totalmente satisfatdria, uma resposta
imunoldégica protetora contra C. pseudotuberculosis. (Hodgson et al., 1992).

Os lipideos da parede celular sdo importantes fatores de viruléncias para
C. pseudotuberculosis e foram descritos por Hard et al. (1972) como participantes da
patogénese desta bactéria. Uma caracteristica das linhagens mais virulentas desta
bactéria é apresentarem mais lipideos quando comparado com as menos virulentas. A
camada lipidica serve como protecdo contra enzimas degradativas encontradas dentro
dos fagolisossomos das células da defesa imunes inatas ativadas. Outra caracteristica
muito importante, atribuida por estes lipideos parece celular, é a capacidade de

aumentar a adesdo e induzir a atividade citotoxica local (Alves et al., 1997). Esta
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atividade citotoxica foi comprovada pela injecdo de lipideos extraidos das células

bacterianas em cobaias, 0 que gerou necrose hemorrégica (Jolly, 1966).

1.2 - Linfadenite caseosa (LC)

C. pseudotuberculosis é o causador da patologia LC em ovinos e
caprinos. Em outros hospedeiros, como camelideos, suinos, bubalinos e equinos, esta
bactéria é causadora da linfangite ulcerativa ou acne contagiosa. Ja em humanos, a C.
pseudotuberculosis € responsavel por causar a linfadenite subaguda crénica
(Williamson, 2001; Yeruham et al.,, 2004). Estas doencas sdo cronicas, infecto-
contagiosas e caracterizam-se por um quadro de abscessos dos linfonodos gerando

material purulento branco-esverdeado (Ayers, 1977).

1.2.1 - Epidemiologia

A linfadenite caseosa é uma enfermidade mundialmente distribuida e
atualmente ¢ endémica na Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos,
Canadé e Brasil, paises que apresentam uma forte atividade de ovino e caprinocultura
(Williamson, 2001; Arsenault et al., 2003; Paton et al., 2003; Dorella et al., 2006). O
Brasil detém 3% dos 900 milhdes de caprinos e ovinos do rebanho mundial
(EMBRAPA Semi-Arido, 2008). No Brasil, a C. pseudotuberculosis ja foi isolada e
caracterizada em varios estados, estimando que a prevaléncia clinica seja de 30%, sendo
que a regido nordeste é a mais acometida (Ribeiro et al., 2001). Nesta regido, de 656
caprinos analisados, viu-se que durante dois anos, 41% deles possuiam abscessos
superficiais palpaveis (Unanian et al., 1985). Um levantamento epidemiolégico feito
pelo Laboratorio de Genética Celular e Molecular (LGCM) e com a colaboragdo do
Grupo de Extensdo da Pesquisa em Ovinos e Caprinos (GEPOC), que disponibilizou um
banco de soros com informacfes referentes as amostras, mostrou que 78,9% dos
caprinos (Seyffert et al., 2009) e 75,8% dos ovinos (Guimarées et al., 2009), sdo soro
positivos para LC em Minas Gerais.

A LC, embora seja uma doenca tipicamente veterinaria, pode acometer

aos humanos. Na literatura ha registro da ocorréncia de mais 25 casos, a maioria deles
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devido ao contato direto de pessoas com animais infectados ou a materiais
contaminados, mostrando o grande potencial zoonotico desta bactéria (Peel et al.,
1997). Por exemplo, Liu et al., (2005) relatou uma infeccdo, por C. pseudotuberculosis,
durante um implante ocular em um paciente.

Esta doenca tem grande impacto mundial, uma vez que ela leva a perdas
econbmicas significativas relacionadas a 1a, carne, leite e couro dos animais infectados
(Dorella et al.,2006). Na regido do Semi-Arido, os caprinos sdo as principais fonte de
alimentacdo e renda da populacdo, o que torna a LC questdo uma questdo sécio

econdmica.

1.2.2 - Transmissao

A habilidade da C. pseudotuberculosis em sobreviver por varias semanas
no ambiente é um dos fatores que aumenta a sua capacidade de se espalhar dentro do
rebanho (Augustine et al., 1986). A transmissdo entre caprinos e ovinos da-se,
principalmente, através de feridas superficiais que podem surgir através de
procedimentos rotineiros como tosquia, castracdo, marcacdo auricular e injurias nos
corpos ocasionados por algum evento traumatico.

O uso de material contaminado como tesouras, canivetes e maquinas de
tosquia também contribuem para a disseminacdo desta bactéria (Smith & Sherman,
1994). No caso de bubalinos e bovinos ha casos em que moscas da ordem Diptera sdo
responsaveis por um mecanismo natural de dispersdo de C. pseudotuberculosis
(Yeruham et al., 1996). Outra grande fonte de contaminacdo de rebanhos ocorre quando
abscessos supuram e estes podem conter quantidade suficiente de bactérias para
contaminar todo o rebanho. O diagnostico desta doenca é fundamental para prevencéao
ou para manter um baixo nivel de transmissdo, sendo que devido ao fato desta bactéria
poder se incubar no hospedeiro por até dois anos sem apresentar sintomas, o uso de um
diagndstico adequado poderia ajudar na detecgdo e isolamento dos animais infectados

(Paton et al., 1994), diminuindo as incidéncias de infec¢des nos rebanhos.
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1.2.3 — Patogenia e manifestagdes clinicas

A principal via de infecgdo de C. pseudotuberculosis é através de feridas
na pele. Quando esta bactéria invade o hospedeiro ela é fagocitada por células da
resposta imune inata. Esta resposta inicial do hospedeiro a infeccdo acaba sendo
ineficiente, uma vez que estas bactérias, devido a sua cobertura lipidica, sdo capazes de
resistir ao compartimento fagolisossomico das células fagociticas, e assim se
multiplicam e induzem a lise celular infectando outras células. Com este ciclo de
infeccdo das células fagociticas e lise das mesmas, as bactérias acabam acometendo o
linfonodo drenante mais proximo, gerando lesdes necréticas (Jones et al., 2000).
Posteriormente, estas bactérias, com novos ciclos de replicacdo, colonizam o linfonodo
e acabam acometendo varios outros 6rgdos. A disseminacdo desta bactéria é favorecida
pela PLD que age como um fator de permeabilidade, facilitando a passagem da C.
pseudotuberculosis pelos tecidos do hospedeiro (Airello et al., 2001). O sistema imune,
com o intuito de conter a disseminacdo desta bactéria, leva a formacdo de granulomas.
O granuloma inicia-se pelo aparecimento de células epitelidides substituidas
posteriormente por uma necrose caseosa (Jones et al., 2000) que vai sendo rodeadas por
células epiteliais, linfécitos e por uma camada de tecido conjuntivo fibroso,
respectivamente. Esse processo crénico se repete sucessivamente sobre a camada
fibrosa, resultando no aspecto macroscopico desta patologia caracterizada por uma
massa esférica laminada, como camadas de uma cebola (Jones et al., 2000).

A LC é uma doenca de desenvolvimento lento, sendo mais comum a
forma externa, que se caracteriza pela formacdo de abscessos e nddulos linfaticos
superficiais e em tecidos subcutaneos. Varios 6rgdos internos podem ser acometidos por
estes abscessos, entre eles, os pulmdes, rins, baco e figado, caracterizando a LC visceral
(Merchant & Packer, 1967). A localizacdo dos granulomas depende, principalmente, da
via de transmissdo desta bactéria, que esta relacionada a forma de manejo do rebanho
como, por exemplo, o procedimento usado durante as tosquias (Arsenault et al., 2003).
Nos caprinos, os abscessos sdo formados quase sempre na regido da cabeca e quase
nunca na porcéo posterior do corpo e nos ovinos a forma mais recorrente da LC é a
visceral (Ayers, 1977). Uma caracteristica desta doenca € que ela pode ser
assintomatica, e isto dificulta a analise epidemiologica da LC (Paton et al., 1994).
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1.2.4 - Diagnéstico

Muitos  testes  diagndsticos foram  desenvolvidos para C.
pseudotuberculosis, sendo que a partir de 1940, até os dias atuais, uma grande
quantidade de trabalhos foi publicada a respeito de métodos diagnosticos envolvendo
testes sorologicos, bacteriologicos, bioquimicos e moleculares.

Em 1940, Carne desenvolveu um teste de soroneutralizagdo em ovinos
para antitoxinas nesses animais. Em paralelo, novas técnicas como a imunodifusdo em
gel, hemaglutinacdo indireta passiva e inibicdo da hemdlise em tubo foram
desenvolvidas (Shigidi, 1974; Shigidi, 1978; Burrel, 1980).

Nos anos 80, os primeiros testes de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) foram desenvolvidos para diagnostico de LC (Shen et al., 1982). A
partir desta década, a técnica sofreu varias adaptacbes para melhorar a sua acuracia,
como por exemplo, o ELISA indireto com PLD — ELISA com proteinas secretadas,
preparacOes de células bacterianas e o ELISA para detectar IFN-y como marcador de
imunidade mediada por C. pseudotuberculosis (Dercksen et al., 2000; Menzies et al.,
2004; Binns et al., 2007).

O teste padrdo ouro para diagnostico de C. pseudotuberculosis atual
consiste na cultura bacterioldgica seguida por identificacdo bioquimica de isolados.
Estes testes bioquimicos podem ser realizados em laboratério ou feitos através da
obtencdo do teste comercial, denominado API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme
I&s Grottes, France), para identificacdo de bactérias coryneformes. Este, consiste em
uma bateria de 21 rea¢des bioquimicas, que séo realizados entre 24 e 48 horas. O API
Coryne possui testes para 11 enzimas diferentes e oito testes de fermentacdo de
carboidratos.

Um método diagndstico molecular com eficiéncia do padrdo ouro foi
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (LGCM) (Pacheco et al., 2007). Este ensaio,
faz uso de uma reacdo de PCR multiplex (mPCR) para uma detec¢do mais rapida da C.
pseudotuberculosis. Esta mPCR usa como alvos os genes 16s rDNA, gene de constante
uso taxondmico para bactérias para diferenciacdo em género, o rpoB (subunidade beta
da RNA polimerase), o qual vem sendo muito usado para classificagdo taxonémicase
diferenciacédo entre géneros, e 0 gene pld (fosfolipase D), responsavel por codificar uma

exotoxina associada a viruléncia em C. pseudotuberculosis, C. ulcerans e
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Arcanobacterium haemolyticum, capaz de proporcionar uma identificacdo a nivel de
espécie. Este teste ainda possibilitou a anélise diretamente de material purulento de
animais infectados por C. pseudotuberculosis, 0 que tornou o diagndstico rapido, sem a
necessidade da cultura bacteriologica (Pacheco et al., 2007). Entretanto, 0 uso deste
teste para analises através da via sorologica ndo foi possivel, 0 que ainda mantém este

campo aberto para novas pesquisas.

1.2.5 - Tratamento e medidas profilaticas

O tratamento da LC normalmente é destinado a animais de alto valor
zootécnico como matrizes reprodutivas, entretanto, este tratamento nem sempre é
eficaz. Uma opcdo é o uso de terapia a base de antibidticos, porém a capsula do
abscesso impede a penetragdo destes farmacos no interior do mesmo, tornando o uso de
antibidticos ineficientes contra a LC (Olson et al., 2002). Outra opcédo € a drenagem e
remocdo dos linfonodos superficiais acometidos, entretanto ndo ha garantia de
eliminacdo completa das bactérias e esta técnica ndo é viavel quando oOrgdos e
linfonodos internos sdo acometidos Um outro problema deste método € que o
rompimento de um abscesso pode levar a contaminacdo ambiental com C.
pseudotuberculosis e facilitar a disseminacdo desta pelo rebanho (Dorella et al., 2006).
Portanto, devido as falhas encontradas no tratamento da LC, a melhor forma de se
controlar a doenga é através de medidas profilaticas.

A LC deve ser controlada a partir da identificacdo de animais infectados
e seu posterior isolamento, evitando que animais ndo contaminados e saudaveis sejam
comprometidos (Dorella et al., 2006). A higienizacdo de todos os instrumentos e
ambientes (galpdes, troncos de tosquia e baias, tesouras, canivetes) de uso comum com
produtos desinfetantes apos a sua utilizacdo deve ser tomada como medida profilatica
inicial (Alves et al., 1997). Atividades, como tosquia, devem sempre comecar dos
animais mais jovens, passando para os mais velhos de forma subsequente, e evitando
manipulagéo de animais que possuam abscessos palpaveis visiveis. Animais com feridas
superficiais devem ser banhados com produtos veterinarios de acao bactericida (Dorella
et al., 2006). Medidas como descarte de animais com lesdes aparentes ou Soropositivos
para a LC devem ser tomadas com muita atengdo, uma vez que, falsos positivos podem

surgir e levar a perdas desnecessarias de animais (Menzies et al., 2004).
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Como observado, as medidas tomadas para tratamento e profilaxia
apresentam grande numeros de vieses. Os tratamentos ndo garantem 100% de
eliminacdo das bactérias e as medidas profilaticas podem levar a perda de animais, 0
que necessita de grande cuidado e atencdo por parte dos criadores. Assim, o controle da
LC deve basear-se em medidas que dificultem a entrada da C. pseudotuberculosis nos
rebanhos, e para isto o desenvolvimento de vacinas com potencial efeito protetor se

torna uma medida atrativa para o combate a LC.

1.2.6 - Vacinas

Considerando a dificuldade em tratar e evitar a contaminacdo dos
rebanhos por C. pseudotuberculosis, a imunoprofilaxia se torna a melhor medida.
Vérias vacinas comerciais ja estdo disponiveis em alguns paises. Normalmente, estas
vacinas sdo baseadas em sobrenadantes de culturas de células inativadas, sendo que a
PLD é o principal componente, combinados com outros patdégenos como bactérias do
género Clostridium (Stanford et al., 1998). A vacina Glanvac™, uma vacina
combinada, foi distribuida em varios paises e gerou protecdo em ovinos e caprinos com
subsequente desafio com C. pseudotuberculosis, caracterizado pela diminuicdo do
nimero de formacgdo de lesdes. Outra vacina disponivel, a Caseous D-T'™, o qual
possui duas formulag6es (primeira, contendo toxdides clostridiais; e segundo, possuindo
combinacdo da bactéria C. pseudotuberculosis e toxoide) também se encontra
disponivel. Em estudos prévios, 0 uso da Caseous D-T'™ de dois componentes mostrou
maior protecdo contra C. pseudotuberculosis, em comparacdo com a de um
componente, mostrando diminuicdo do nimero e tamanho dos abscessos nos pulmdes e
diminuindo a disseminacdo desta bactéria no rebanho (Piontkowski et al., 1998). Uma
vacina viva naturalmente atenuada, originada de uma cepa de C. pseudotuberculosis,
linhagem 1002, foi disponibilizada no Brasil mostrando uma protecdo de 83.3%.
Entretanto, estes resultados obtidos em animais experimentais ndo foram repetidos no
campo (Ribeiro et al.,1991; Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA).

Todas as vacinas apresentadas acima mostraram problemas depois do
uso. Em estudos realizados com fazendeiros australianos, os quais 43% fazem uso
destas vacinas comerciais, mostrou que somente 12% deles fazem uso corretamente das

vacinas (Paton et al., 2003). Estas vacinas geralmente sdo dadas em duas ou mais doses
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em cordeiro e ovinos adultos, e a revacinacdo é recomendada em intervalos de até seis
meses. Isto faz com que exista um enorme erro metodoldgico durante a aplicacdo das
vacinas, levando a uma mistura das mesmas, sendo necessaria uma maior aplicacdo de
doses e consequentemente um aumento do trabalho e custos da imunizacao dos animais.
Assim, o desenvolvimento de novas vacinas que requerem uma Unica dose para gerar
protecdo contra C. pseudotuberculosis seria de grande valia para o uso veterinario.
Além disso, nem todas as vacinas que geram protecdo em ovinos séo tao eficientes em
caprinos. Assim, a urgéncia para o desenvolvimento de novas vacinas se torna
necessario (Paton et al., 2003).

Novas vacinas veem sendo pesquisadas com o intuito de gerar protecédo
forte e duradoura contra a LC sem gerar resultados falso-positivos e reagdes adversas
em animais imunizados, junto com um baixo custo de producdo. Diferentes estratégias
tém sido testadas, incluindo vacinas atenuadas, bactérias mortas, fracbes de paredes
celulares bacterianas, sobrenadante de culturas, células livres de toxdides e vacinas de
DNA (Dorella et al., 2009). Estas vacinas tém abrangido uma taxa de protecdo entre
38% a 98%, entretanto, seus perfis de protecdo ainda permanecem questionaveis, uma
vez que efeitos secundarios sdo observados, como formacdo de abscessos nos sitios de
inoculagéo (Dorella et al., 2009).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com o intuito
de identificar alvos para o desenvolvimento de vacinas e testes de diagnostico contra a
C. pseudotuberculosis. Em um trabalho anterior utilizou-se o transposon TnFuZ na
mutagénese aleatoria da linhagem selvagem T1 de C. pseudotuberculosis, linhagem esta
selvagem e isolada de cabras no estado da Bahia. Neste trabalho foram identificados 34
mutantes de C. pseudotuberculosis (Dorella et al., 2006b). O TnFuZ é derivado do
elemento transponivel Tn4001, que se transpde eficientemente em bactérias gram-
positivas (Lyon et al., 1998; Hutchison et al., 1999). Ele esta fusionado ao gene da
fosfatase alcalina (phoZz), isolado da bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis cujo
peptideo sinal e o promotor foram removidos, ao gene de resisténcia a canamicina
gerando assim o plasmideo pCMG8 (Perez-Casal et al., 1991; Gibson & Caparon,
2002). A proteina PhoZ s6 € ativa quando secretada, portanto, caso 0 gene que a
codifica seja inserido em um locus codificador de uma proteina exportada, este mutante
apresentara marcacao fenotipica positiva devido a degradacéo do substrato cromogénico
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato por esta proteina quimérica (Gibson & Caparon,
2002).
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Dois mutantes obtidos por esta técnica, CP09 e CP13, foram testados em
ensaios de imunizacdo em camundongos proporcionando 60% e 81% de protecdo aos
animais, respectivamente, ap6s desafio com uma linhagem virulenta. A linhagem CP13,
um mutante para um gene que codifica uma proteina ligada ao transporte de ferro, foi
entdo considerada um alvo promissor para o desenvolvimento de uma vacina atenuada
contra a LC (Dorella, 2009). Além disso, foi mostrado que um mutante para um gene de
um operon ligado ao transporte de ferro C. pseudotuberculosis mostrava menor
viruléncia em infecgdes em caprinos, sugerindo que mutantes para esse gene diminuia
sua habilidade de sobreviver dentro do hospedeiro devido ao seu defeito em captar
ferro. (Billington et al., 2002).

1.2.7 - Linhagem CP13

A busca pela identificagdo do gene mutado na linhagem CP13 (ciuA)
mostrou que ele apresentava similaridade com uma provavel proteina ligante
relacionada ao transporte de ferro em Corynebacterium diphtheriae. Em seguida, a
busca por motivos conservados na provavel proteina codificada por este gene, mostrou
um sitio de ligacdo a ferro-enxofre (2Fe-2S ferredoxina), além de mostrar que esta
provavel proteina apresenta duas hélices transmembranicas (Dorella, 2009).

Este mutante, em ensaios repetidos de imunizacdo em um grupo de 10
camundongos, mostrou uma protecdo maior que o encontrado em algumas vacinas ja
disponiveis no mercado, como a Glanvac® e a Biodectin®. Em teste de dosagem da
producdo de imunoglobulinas, este mutante induziu a producdo de bons niveis de
imunoglobulina G (IgG), tanto 1gG1 e 1gG2a. Entretanto, em testes para avaliar a
producdo de citocinas relacionadas a resposta imune inata ndo se obteve resultados que
gerassem informagdes suficientes para inferir a participacdo desta via na defesa do
hospedeiro. Nestes testes ndo foi possivel dosar, com precisdo, a producdo de IFN-y,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-4 (IL-4), obtendo somente bons titulos de
leitura para a citocina interleucina 10 (IL-10) (Dorella, 2009).

Este mutante, possui como diferencas basicas entre o seu parental T1, a

mutacdo para 0 gene ciuA, o primeiro gene do operon ciuABCD, o qual devido a
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inser¢do do transposon levou a interrupcdo de todo o operon. Além disto, a linhagem

CP13 possui os genes fosfatase alcalina e do marcador de resisténcia a canamicina.

1.3 - Resposta Imune do hospedeiro frente a Corynebacterium
pseudotuberculosis

Evidéncia da base celular para a imunidade contra C. pseudotuberculosis
tem incluido a emergéncia da participacao e ativacdo de macréfagos durante a infeccéo
ou em reinfec¢bes. Ja a participacdo da resposta imune adquirida, seria mediada
principalmente pela ativacdo de células T, que efetivamente garantem uma protecao
contra C. pseudotuberculosis. O papel de linfécitos B, principalmente atraves da
producdo de anticorpos, ndo esta relacionado a uma protecdo eficiente (Muckle et al.,
1992; Pépin et al.,1994)

1.3.1 - Resposta Imune Inata

Pouco se sabe sobre a resposta inata gerada por C. pseudotuberculose, o
que se sabe é gque no estagio inicial pos-infeccdo, neutréfilos e macréfagos agem como
principais células envolvidas na resposta imune contra C. pseudotuberculosis (Hard,
1969). Estas células mostraram uma participacdo critica na formacdo de uma resposta
efetiva em uma infeccdo primaria e secundéaria (Lan et al., 1999). A fagocitose por
macrofagos leva a posterior formagdo de granulomas, estes funcionam como um
mecanismo de defesa contra a dispersdo deste microorganismo (Hard, 1972). A
dificuldade da eliminacdo da C. pseudotuberculosis, por macréfagos, aparentemente se
deve a baixa producdo de Oxido nitrico (NO) quando estimulados com fracOes
antigénicas de C. pseudotuberculosis (Bogdan et al., 1997). A baixa producdo de NO
apos estimulacdo com componentes desta bactéria, pode ser um fator que explicaria o
desenvolvimento de infec¢des crénicas em pequenos ruminantes.

A producéo de citocinas pro-inflamatdrias de acdo ativadora de células
efetoras, como IFN-y e TNF-a, também foram observados nos dias iniciais pos-infec¢éo
(Lan et al., 1998).
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1.3.2 - Resposta imune adquirida

A participagdo da resposta imune adquirida tem sido observada
principalmente através do uso e avaliacdo da eficacia de vacinas a base de toxoides ou
toxinas geneticamente inativadas. Com o0 uso destas, pode-se observar que, apds o
desafio, os animais imunizados apresentavam um menor nimero de linfonodos
comprometidos quando comparados com animais dos grupos controles.

Além da diminuicéo de linfonodos acometidos em animais imunizados, o
uso de vacinas a base de toxéides também mostrou reducdo no nimero de granulomas
distribuidos pelos 6rgdos dos animais. Alguns trabalhos, como o do Yozwiak & Songer
(1993), mostraram que anticorpos anti-PLD, inoculados nos animais antes da infecgdo
por C. pseudotuberculosis, induziram um papel protetor, dificultando a disseminacao
desta bactéria para os linfonodos e demais regides dos animais infectados. A protecédo
contra bactérias intracelulares facultativas, como no caso da C. pseudotuberculosis, esta
fortemente relacionada a expanséo de células T CD4, principalmente as células T helper
1 (Th1), devido a grande producdo de IFN-y ¢ TNF-a, que sdo citocinas que tem como
funcdo ativar as células da resposta imune inata, como por exemplo, os macrofagos. O
uso de anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, em um segundo desafio, levou ao aumento da
letalidade em modelos murinos e reducdo da producdo das citocinas pro-inflamatorias
com capacidade de induzir atividade de células efetoras da resposta imune inata. Isto
mostra que ambas as populag6es de linfécitos sdo necessarias para garantir uma resposta
rapida e gerar protecdo contra C. pseudotuberculosis (Lan et al., 1998).

Com o auxilio de técnicas imuno-histoquimicas, foi possivel mostrar a
composicdo do granuloma causado por C. pseudotuberculosis. Estas lesdes sdo
formadas inicialmente por uma lesdo central necrotica cercada por macrofagos, estes
macréfagos sdo rodeados por células T CD4 e T CD8 e na regido mais externa,
proximos a capsula fibrosa, hd uma maior distribui¢ao de células T y8, cujas fungdes
ndo sdo bem conhecidas, mas sabe-se que possuem papel na ativacdo de macrofagos, e
algumas células B (Walker et al., 1991).

O estudo dos perfis de citocinas induzidos por C. pseudotuberculosis
mostrou uma grande participacdo das citocinas pro-inflamatérias IFN-y e TNF-a,
principalmente no local inicial da infeccdo, sendo que 0 TNF-a tem participagdo crucial

na fase primaria da infeccdo. A estimulacdo da producdo de TNF-o ocorre por
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componentes ainda nédo identificados em C. pseudotuberculosis (Ellis et al., 1991c), e
Pépin et al. (1997) mostraram que a producdo de IFN-y incide de forma independente
ao fator de viruléncia PLD.

Testes realizados para avaliar a resposta imune humoral mostraram que
C. pseudotuberculosis gera uma forte resposta imune. Atraves de técnicas de Western
Blot, utilizando antigenos de parede celular, células mortas e sobrenadantes de culturas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI), mostrou-se que soros de animais infectados por
esta bactéria reconheceram uma grande gama de antigenos bacterianos (Muckle et al.,
1992). Testes de ELISA, realizados por Paule et al. (2003) em cabras, mostraram que
animais infectados por C. pseudotuberculosis apresentaram um padrdo similar de
producdo de IgG, com um pico de producdo em torno do décimo primeiro dia apos a
infeccdo. Contudo, estas respostas humorais ndo sdo suficientes para conter e eliminar
esta bactéria, uma vez que estudos utilizando sobrenadantes e concentrados combinados
com proteinas secretadas estimularam forte resposta humoral, mas sem prevenir o

desenvolvimento da doenca. (Moura-Costa et al., 2008).

1.4 - Macrofagos

Os macrofagos possuem um papel fundamental na protecdo contra a LC.
Estas células fagocitarias sdo umas das primeiras a serem recrutadas e a entrarem em
contato com a C. pseudotuberculosis durante a infeccdo (Hard, 1969). Os macrofagos
tém sido considerados importantes células imunes efetoras relatadas ha mais de cem
anos. Assim, desde a sua descoberta, os imunologistas tém se preocupado com o papel
efetor destas células. (Nathan C. 2008)

Os macrofagos sdo células fagociticas, responsaveis por limpar
aproximadamente 2 x 10 eritrécitos por dia, isto equivale a 3 kg de ferro reciclado
para 0 uso do hospedeiro. Este processo € vital para a sobrevivéncia de muitos
organismos. Além disso, os macrdfagos estdo envolvidos na remogéo de restos celulares
e de células em processo de apoptose (Mosser & Edwards, 2008). O principal papel dos
macrofagos ndo esta envolvido no processo de ativar o sistema imune, mas sim
funcionar como uma célula “zeladora” nos organismos, onde sua principal fungdo ¢ a
manutencdo do ambiente intersticial, limpando-o de materiais celulares estranhos
(Mosser & Edwards, 2008).
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Muitos sdo 0s mecanismos capazes de gerar uma mudanca no perfil de
ativacdo dos macrofagos. Entre eles, podemos citar sinais enddgenos de perigo, que
sinalizam um dano tecidual (como por exemplo, proteinas de choque térmico, proteinas
nucleares, DNA e outros componentes da matriz extracelular) (Zhang & Mosser, 2008),
além de fatores de sinaliza¢do, como a producéo diferencial de citocinas Thl e Th2 da
resposta imune inata e adaptativa, que séo capazes de levar ao aumento da producgéo de
fatores com atividade antimicrobial ou levar a susceptibilidade a infeccGes (Mackaness,
1977).

Os macrofagos sdo encontrados em praticamente todos os tecidos e se
diferenciam a partir de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) que
circulam no organismo. Estas células desenvolvem-se de um progenitor miel6ide na
medula dssea, o qual origina muitas outras células como, neutréfilos, eosinofilos,
basofilos, células dendriticas, mastocitos e os préprios macréfagos. Durante o
desenvolvimento dos mondcitos, o progenitor mieldide (chamados de unidades
formadoras de macrdfagos/granuldcitos), da origem, em sequéncia, aos monoblastos,
pro-monacitos e por Gltimo aos mondcitos, que sdo liberados na corrente sanguinea, e
que posteriormente reabastece o0 organismo com macrofagos e outras células. Estas
células migram para dentro de um determinado tecido, em um estado estavel ou em

resposta a sinais inflamatérios (Gordon & Taylor, 2005).

1.4.1 - Perfis de Ativacdo dos Macrdéfagos

Os macrofagos sdo capazes de responder a diferentes estimulos de
diferentes formas, isto marca um ponto fundamental da resposta aos agentes ambientais
externos tais como injaria ou infeccdo. Estes macréfagos podem também ser ativados
através de células da resposta imune inata. Os macrdéfagos também respondem a sinais
produzidos por células imunes antigeno-especificos, estes sinais ddo origem a alteracdes
mais duradouras e persistentes nos macrofagos. Além do mais, os proprios macréfagos
podem produzir varias substancias capazes de influenciar seu proprio status de ativacao
(Gordon, 2007).

Uma classificagdo muito usada para determinar os tipos de respostas que
0s macrofagos geram € a designacdo M1 (macrdfagos ativados de forma classica) e M2

(macrofagos ativados de forma alternativa), que marcam tipos fenotipicos distintos de
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macrofagos a um determinado tipo de resposta (Gordon, 2003). Entretanto, esta
classificacdo ndo compreende corretamente as populagdes de macréfagos, uma vez que,
0 grupo M2 compreende todos os outros tipos de macr6fagos, 0s quais possuem uma
dramatica diferenca em sua fisiologia e bioquimica (Edwards et al., 2006). Desta forma
Mosser & Edwards (2008), sugeriram uma nova forma de classificar os grupos de
macrofagos, onde estes sdo divididos em trés principais grupos: primeiro os de defesa
do  hospedeiro  (macréfagos ativados de forma  classica);  segundo,
cicatrizadores/reparadores (macréfagos ativados de forma alternativa) e terceiro,
reguladores. Macrofagos com fenotipos intermediarios também poderiam existir entre
0S grupos, e este raciocinio estd explicado na Figura 1, onde cada grupo principal é
representado por uma das cores primérias (amarelo, azul e vermelho), e grupos
secundarios de macréfagos sao representados por cores secundarias. Os dois primeiros
tipos de macrofagos sdo responsaveis por induzir a expressdo do gene SIc7A2, este gene
codifica o transportador de membrana CAT2B, responsavel de transpor o L-arginina,
substrato usado para producdo de intermediarios microbicidas, nos macréfagos ativados
de forma classica, e responsaveis por induzir a producdo de colageno e poliaminas, que

sdo efetores para reparo do tecido e inducdo de proliferacdo celulular.

Macrofagos ativados de forma classica

Macréfagos
reparadores de
tecidos

Macrofagos
regulatdrios

Figura 1 — Distribuicdo representativa de cores para perfis de
ativacdo de macrofagos. Trés cores primarias caracterizam as trés principais
populacBes de macrofagos, sendo que as cores intermedidrias, entre as cores primarias,
caracterizam as subpopulacdes com fendtipos intermediarios entre as populacdes
principais (Adaptada de Mosser & Edwards, 2008).
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1.4.1.1 - Macrofagos ativados de forma classica

Os macrofagos de defesa do hospedeiro, mais comumente chamados de
macrofagos ativados de forma classica, sdo responsaveis por agirem como células
efetoras durante respostas imunes. A combinacdo de duas citocinas, IFN-y ¢ TNF-a, no
local de uma lesdo poderia resultar no aumento da migracdo de macréfagos, o que leva,
consequentemente, ao aumento da produgdo de citocinas pré-inflamatdrias. Este
aumento leva a producdo de anions superoxidos, radicais de oxigénios e radicais de
nitrogénios, responsaveis por aumentar a atividade antitumoral e antimicrobicida destas
células (O’Shea & Murray, 2008). Inicialmente, a producdo de IFN-y ¢ suplantada pela
acdo das células natural killer (NK). Entretanto, esta disponibilizacdo de IFN-y ¢é de
vida curta, assim a acdo da resposta imune adaptativa, através das células Thl, faz-se
necessaria para uma manutencdo da populacdo de macrdfagos ativados de forma
classica. Estas células Thl antigeno-especifico sdo responsaveis por manter uma
producdo constante de IFN-y, apds a diminui¢do da produgdo de IFN-y pelas células NK
(Mosser & Edwards, 2008).

O papel destes macrofagos ativados de forma classica na defesa do
hospedeiro tem sido bem documentado (Mackaness, 1977; Gordon & Taylor, 2005;
Dale et al., 2008). Camundongos com auséncia de producdo IFN-y apresentam maior
susceptibilidade a microorganismos como protozoarios, bactérias e virus, € 0 mesmo é
visto para humanos com deficiéncias neste padrdo de sinalizacdo (Filipe-Santos et al.,
2006). Entretanto, existe uma maior complexidade envolvendo a ativacdo destes
macrdfagos. Por exemplo, o grupo Leishmania é formado por parasitas intracelulares
que se replicam em tecidos onde residem macrdfagos. Estes protozoarios ndo expressam
ligantes para Toll-like receptors (TLR), fazendo com que ndo haja estimulacdo
suficiente da producdo de TNF-o e assim ndo haja uma ativacdo completa dos
macrofagos, fazendo com que este parasita mantenha uma infeccdo com perfil crénico
(Mosser & Edwards, 2008). Outro caso especifico, envolvendo a espécie Leishmania
donovani, mostrou que este patdgeno interfere com o padréo de sinalizacdo de produgéo
de IFN-y, impedindo uma eficiente ativagdo dos macrofagos e aumentando a sobrevida
deste protozoario (Nandan & Reiner, 1995). Outro exemplo é observado na bactéria
Mycobacterium tuberculosis, o qual esta envolvida na producdo de uma lipoproteina de
19 kDa que impede a produgdo de varias proteinas responsivas a IFN-y responsaveis

pela apresentacdo de antigenos (Pai et al., 2003).
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1.4.1.2 - Macrofagos ativados de forma alternativa ou Macrofagos de Cicatrizacéo

Os macrofagos de cicatrizagdo ou reparadores de tecidos, conhecidos
como macrofagos ativados de forma alternativa, também tém seu perfil de ativacédo
influenciado pela resposta imune inata ou adaptativa. Esta populacdo € primeiramente
induzida pela producdo da IL-4 por basofilos e mastdcitos, que sdo os fornecedores
desta interleucina pelo sistema imune inato ap6s injuria (Brandt et al., 2000). Além de
injaria, estas células também respondem a quitina, um biopolimero estrutural
encontrado em fungos e parasitas, com a producéo de IL-4. A producdo precoce de IL-4
converte as populacgdes residentes de macréfagos em macrofagos de cicatrizagdo. A IL-
4 estimula a atividade da enzima arginase nos macrdfagos, convertendo L-arginina em
ornitina, um precursor de poliaminas e colageno, responsaveis, respectivamente, pela
hiperplasia celular e producdo da matriz extracelular (Kreider et al., 2007). Existem
duas distintas isoformas da enzima arginase (tipo | e 1I) em mamiferos, 0s quais sdo
codificados por diferentes genes e possuem diferentes propriedades. A isoforma | é
produzida no figado e alguns tipos de células, como os macrofagos, enquanto que a
isoforma Il é produzida por quase todas as células (Li et al., 2001). E importante
salientar que o substrato L-arginina também é utilizado como substrato pela enzima
Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), enzima esta responsavel pela producdo de
radicais de nitrogénio. A producdo de NO tem funcdo primordial na inibicdo da funcéo
ou viabilidade de patdgenos intracelulares e pode afetar células préximas, inibindo
também sua viabilidade (Hoffman et al., 1990). Assim, o direcionamento para a via da
ornitina pode levar a diminuicdo da producdo de NO e facilitar a manutencdo de
patdgenos intracelulares no organismo.

A resposta imune adaptativa também é responsavel pela producéo de IL-
4, e é através dela que é mantida a populacdo de macrofagos de cicatrizacdo. Respostas
tipo T helper 2 (Th2) possuem um perfil de produgdo de citocinas envolvendo a
producdo das IL-4 e IL-13. Macréfagos tratados com estas citocinas falham em
apresentar antigenos, produzir citocinas pré-inflamatorias e sdo menos eficientes para
produzir espécies reativas de oxigénio e radicais de nitrogénio. Assim, estes macréfagos
sdo menos eficientes no combate a patogenos intracelulares (Edwards et al., 2006).
Véarios exemplos mostram a suscetibilidade a infec¢bes intracelulares quando ha
respostas tipo Th2. Em estudos com o fungo Cryptococcus neoformans, foi mostrado

que camundongos transgénicos para alta producdo da citocina interleucina 13 (IL-13),
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infectados por via intranasal, mostraram baixa sobrevida quando comparados com
camundongos deficientes para IL-13 (Mduller et al., 2007). Outro caso importante é que
a producdo de IL-4 pelas células Th2 induz a sintese da via das poliaminas, produzindo
espermina. Esta via pode contribuir para o crescimento e prolongamento de infeccbes
por Leishmania major (Kropf et al., 2005). Por ultimo, é relatado na literatura que a
adicdo de IL-4 e IL-13, em cultura de macrofagos infectados com Mycobacterium
tuberculosis, afetam a eliminacdo desta bactéria através da inibicdo da formacdo de

autofagossomos usados na eliminacéo desta bactéria (Harris et al.,2007).

1.4.1.3 - Macrofagos regulatorios

Como as demais populacfes de macrofagos, este grupo é ativado tanto
através da resposta imune inata quanto a resposta adaptativa. Sinais, como o estresse,
s80 responsaveis por ativar esta populacdo de macrofagos através do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenais. Sdo liberados Glucocorticdides pelas células adrenais e estes
esterdides inibem a defesa mediada por macrdfagos e suas fungdes inflamatorias pela
inibicdo da transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 12
(IL-12). Os glucocorticéides também sdo responsaveis por inibir a maturacdo de células
dendriticas, diminuindo a apresentacdo antigénica, e inibindo respostas
aloestimulatorias e eficiente ativacdo de células T (Sternberg, 2006).

Apesar de existir varios caminhos para a ativacdo deste perfil de
macrofagos, ainda ndo se sabe exatamente qual é o principal sinal responsavel por esta
funcdo. Muitos sinais como agonistas do receptor Toll (TLR) junto com imuno-
complexos do tipo 1gG, prostaglandinas e células apoptéticas sdo responsaveis pela
inducdo da diferenciacdo destes macrofagos regulatérios (Mosser & Edwards, 2008).
Estes macrofagos regulatorios sdo responsaveis por produzir citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 e Transforming Growth Factor beta (TGF-B), além de reduzir a produgio

de IL-12, que induz a diferenciacdo de células Th em Thl.

1.5 - Justificativa

A Corynebacterium pseudotuberculosis, agente causador da doenca LC,

acomete ovinos e caprinos de todo o mundo causando grandes perdas econémicas para
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os criadores desses rebanhos. Na Austrélia, onde 64% dos rebanhos estdo infectados
pela LC, levando em conta somente a producéo de 13, as perdas industriais chegam a 15
milhdes de dolares australianos, além de gastarem mais 10 milhdes em inspegdo e
remocao de abscessos de carcacas em abatedouro de exportacdo (Paton, 1993;Paton et
al., 1988).

No Brasil, a LC ¢ relatada desde 1918, por Duport (Garcia et al., 1987),
esta atinge 66,9% dos animais no Cearad (Pinheiro et al., 2000). No Rio de Janeiro, a
prevaléncia da LC variou de 3,6 a 100% (Langenegger et al., 1991), e como dito
anteriormente, em estudos sorolégicos realizado pelo nosso grupo, em Minas Gerais, a
prevaléncia da LC foi de 75,8% em ovinos e 78,9% em caprinos (Guimarées et al., 2009
e 2010). Todo este montante de animais apresentando esta enfermidade ocasiona
reducdo da producdo de 13, carne, leite, e ainda leva a condenacéo de carcacas e peles
dos animais infectados.

Para tentar contornar estes problemas é interessante o desenvolvimento
de novas técnicas que possibilitem uma possivel aplicacdo para o tratamento e
eliminacdo da LC. E para isto, estudos da interacdo de C. pseudotuberculosis com
culturas de macrofagos se tornam boas alternativas, uma vez que este tipo de estudo
mimetiza o que ocorre entre as células do hospedeiro com a bactéria durante o processo
de infeccdo, devido ao fato que a C. pseudotuberculosis € um patdgeno intracelular
facultativo. Assim resultados mostrando uma resisténcia maior dos macréfagos ou
producdo de resposta defensiva contra a infeccdo da bactéria mutante, em relacdo a
linhagem selvagem, serd& um complemento aos demais experimentos relativos ao
controle e tratamento do C. pseudotuberculosis. E importante destacar que a proposta
por caracterizacdo da resposta de macréfagos, frente a infeccdo por C.
pseudotuberculosis, € uma proposta inédita para esta bactéria, aonde este trabalho vem
como pioneiro em relacédo a C. pseudotuberculosis.

A escolha da linhagem CP13 para o estudo em culturas de macréfagos
deve-se ao fato de que é uma linhagem promissora para uso em imunoprofilaxia em
ovinos e caprinos. Esta linhagem alcangou percentual de 81% de protecdo em
camundongos desafiados com uma linhagem altamente virulenta de C.
pseudotuberculosis. Outro ponto importante sobre o uso dessa linhagem € que este
trabalho ajudara na compreensdo do mecanismo de resposta imune gerada por esta
bactéria, e a partir destes resultados poderemos inferir como, em geral, 0 hospedeiro

responde a infeccdo por C. pseudotuberculosis.
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Com intuito de testar e ampliar o conhecimento em relacdo ao mutantes
de CP13 de C. pseudotuberculosis, obtidos pelo LGCM (Laboratério de Genética
Celular e Molecular) e da sua linhagem parental T1, o uso da cocultura, possibilitard um
enfoque aprofundado em relacéo a acdo do C. pseudotuberculosis durante a infecgdo em
macrofagos. Assim, esta pesquisa de base pode ser levada ao aplicado, facilitando a
selecdo de vacinas com alto indice de protecéo, através da selecdo do perfil de resposta
mais apropriado ao combate da infecgéo.
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2 — Objetivos
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2.1 - Objetivo Geral

Avaliar, in vitro, o perfil fenotipico de cultura priméaria de macréfagos
frente a infeccdo pelo linhagem selvagem T1 e sua linhagem mutante CP13 de
Corynebacterium pseudotuberculosis.

2.2 - Objetivos Especificos

Avaliar a resposta da cultura primaria de macréfagos infectados com o mutante CP13 de

Corynebacterium pseudotuberculosis para analises da:

Viabilidade celular;

Producéo de 6xido nitrico (NO);

Atividade da enzima Arginase I,

Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS);
Producéo das citocinas IL-10, TNF-a e TGF-B

Avaliar a expressao relativa dos genes “iNOS” e “Arginase I” “e CAT2b” por RT-gPCR
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3 - Material e Métodos
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3.1 - Linhagens bacterianas

A linhagem selvagem T1 de C. pseudotuberculosis usada neste trabalho
foi fornecida pelo Dr. Roberto Meyer, da Universidade Federal da Bahia. A linhagem
mutante CP13, obtida no Laboratério de Genética Celular e Molecular (Dorella, 2006),
através da transposicdo aleatoria do transposon TnFuZ (Gibson & Caparo,, 2002),
também foi usada neste trabalho.

A linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis, linhagem naturalmente
atenuada, isolada de cabras e com genoma ja sequenciado e disponibilizado no NCBI
sobre acesso NC_17300, foi usada somente para o teste de mensuracdo da producéo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). Esta linhagem servird como controle de
producdo de ROS para as linhagens T1 (selvagem) e CP13 (originada da selvagem),
devido a sua caracteristica de induzir a producéo de ROS.

3.2 - Cultivo bacteriano e contagem

As linhagens de C. pseudotuberculosis foram crescidas aerobicamente
em meio Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia Manufacturers, Inc., Baltimore, MD,
USA) suplementado com 4&gar e incubadas por trés dias em estufa a 37°C.
Posteriormente, uma col6nia de cada linhagem foi inoculada em 30 ml de caldo BHI e
incubada em estufa a 37°C. Apds atingir a densidade dptica de Dgoonm=1-1,5, aliquotas
de 800 pl deste inoculo foram distribuidas em eppendorfs de 1,5 ml com mais 200uL de
glicerol 80%. Foram feitas dilui¢bes seriadas de 1:10 e estas diluicGes foram plaqueadas
em BHI-agar e crescidas por trés dias em estufa a 37°C para posterior contagem
(Dorella et al., 2006).

3.3 - Obtencéo de macrofagos de medula

Camundongos da linhagem BALB/c fémeas de 6-8 semanas foram
utilizados para obtengdo dos macrofagos de medula. As células da medula 6ssea foram
obtidas a partir do lavado do fémur e tibia dos camundongos BALB/c fémeas com PBS
suplementado com 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (GIBCO).

Para diferenciacdo dos mondcitos em macrdfagos, as células foram incubadas em placas
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de petri (Prolab, BR) por nove dias em meio DMEM F12 (GIBCO) suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (Nutricell), 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de
estreptomicina (GIBCO), 2mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 10° U/mL de GM-
CSF (Peprotech, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Apos este periodo, os macrofagos foram
removidos da placa com PBS gelado, as células foram contadas em camaras de
Neubauer (Improved) e entdo plaqueadas nas concentragGes especificas para cada

ensaio.

3.4 — Infec¢bes de macrofagos de medula com as linhagens T1 e CP13

Os macrofagos obtidos foram infectados com as linhagens de C.
pseudotuberculosis em placas de 96, 48 e 24 pocos (TPP), de acordo com o teste
realizado. Ap0s a padronizacdo da multiplicidade de infec¢do (MOI), através do teste de
MTT, ficou definida a proporcdo de um macréfago por bactéria (1:1) e um macréfago
por cinco bactérias (1:5). A contagem final de macréfagos/pocos utilizada dependeu do
tipo de teste a ser realizado. Todos os testes foram realizados por pelo menos trés vezes

para validacéo dos dados.

3.5 - Avaliacao do perfil fenotipico de macrofagos em cocultura com o
mutante CP13 de Corynebacterium pseudotuberculosis

3.5.1 - Padronizacdo da Multiplicidade de Infeccdo (MOI) atraves da
mensuracdo da viabilidade celular pelo teste MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolium):

A padronizagdo do MOI foi realizada com o intuito de determinar a
concentracdo adequada de bactérias por macrofagos, de forma que estes macrofagos
produzissem uma resposta satisfatdria passivel de mensuracéo.

Macrofagos foram distribuidos em placas de 96 pocos em uma
quantidade de 10° células/poco apés 24h de incubacdo em estufa a 37°C com 5% de
CO,. As linhagens T1 e CP13 foram distribuidas, individualmente, em pogos com

macrofagos em cinco réplicas para ambas as linhagens bacterianas. Os testes foram
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realizados nos MOIs 1:1 e 1:5 para cada uma das linhagens e por um periodo de 24
horas.

O teste foi realizado como descrito por Mosmann (1983) com algumas
alteracdes: os macrofagos foram coincubados com C. pseudotuberculosis de acordo
com os MOIs 1:1 e 1:5, e ap0s duas horas de infeccdo as bactérias que nao sofreram
internalizacdo pelos macrofagos foram removidas por lavagem dos pogos com PBS
aquecido a 37°C, procedimento repetido por trés vezes. Em seguida, foi adicionado meio
DMEN aos pocos e adicionados 10pL MTT dissolvidos em PBS. Procedeu-se 0 ensaio
por mais 24h em estufa a 37°C com 5% de CO,, protegido da luz. Apos este periodo,
foram adicionados 100uL de dimetilsulfoxido DMSO (Q BioGene, CA, EU) e as
culturas foram lidas em espectrofotdometro (Amersham Biosciences, Biotrak I,

Inglaterra) para mensuracdo em comprimento de onda de 492nm.

3.5.2 - Mensuracéo da producdo de 6xido nitrico da cultura:

Para este ensaio 0s macréfagos diferenciados de medula (1x10°
células/mL) foram incubados em placas de 48 pocos e estimulados com IFN-y por 24
horas. Apés este tempo, os macré6fagos foram incubados com as linhagens CP13 e T1,
isoladamente. O experimento foi realizado em triplicata para cada grupo (Tabela 1).
Apbs 24 horas de infeccdo, os sobrenadantes destas culturas foram coletados e
utilizados para dosagem de producédo de nitrito (NO;) pela reacdo de Griess (Green et
al., 1982). Resumidamente, 50 pL do sobrenadante coletado de cada poco foram
transferidos para uma placa de 96 pocos. A cada poco, incluindo o padrdo e o branco,
foram adicionados 100 pL de uma solucgdo 1:1 de 50uL de solucdo de sulfanilamida 1%
(Sigma) e 50uL de solucdo de naftiletileno-diamina 1% (Sigma) diluidos em H3PO,
2,5% em temperatura ambiente por 5 minutos no escuro, apos 10 minutos foi realizada a
leitura em leitor de ELISA em 540 nm. O resultado foi expresso em pM.

Para a curva padrdo foi distribuido no primeiro poco 50uL de meio
DMEN e posteriormente foram adicionados 100uL de Nitrito de sodio a 250uM. Em
seguida foram feitas oito diluicdes sucessivas (1:2). O branco consistiu de 50uL de

meio DMEN mais 100pL da solucéo de sulfanilamida e naftietileno-diamina.
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Tabela 1 — Grupos usados no teste de dosagem indireta da produc¢édo de 6xido nitrico

Grupos:

Macréfago (MQ)

M@ + IFN-y (Macrofagos + IFN-y)

M@ + T1 + IFN-y (Macrofagos + linhagem T1 + IFN-y)

M@ + CP13 + IFN-y )Macrofagos + linhagem CP13 + IFN-y)

3.5.3 - Mensuracéo da atividade da enzima arginase I:

A atividade da enzima arginase | foi mensurada de acordo com o
protocolo previamente descrito por Corraliza et al. (1994) com algumas modificacdes.
Os macréfagos (1x10%/pogo) foram obtidos como descrito anteriormente, distribuidos
em placas de cultura de tecidos de 48 pocos e incubados por 24 horas. Apos este
periodo as linhagens T1 e CP13 foram adicionadas, individualmente, aos seus
respectivos pocos, formando os grupos descritos na Tabela 2. Cada grupo foi realizado
em triplicata. Logo em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de
CO,, por 24 horas. Apds este periodo, o sobrenadante foi coletado e armazenado para
posterior utilizacdo. As células aderidas a placa foram lisadas com a adi¢do de 100uL de
Triton-X (0,1%) e deixadas em agitacdo por 30 minutos. Em seguida foram adicionados
100pL de MnCl, 10mM e 100pL de Tris HCI 50mM que agem como cofatores da
ativacdo da enzima arginase I. Posteriormente a placa foi colocada em banho-maria por
10 min a 55°C para a ativacdo da enzima. Transcorrido este tempo, foram transferidos
50 pL do material lisado para outra placa e adicionados 25uL de L-ARGININA 0.5M. A
reacao de hidrélise da L-ARGININA foi realizada em uma estufa a 37°C por 60 minutos e
apos este tempo uma solucdo de parada contendo &cido sulfdrico, acido fosforico e
agua, na proporcdo 1:3:7, foi adicionada a cada po¢o. Em seguida, foi adicionado a-
isonitrosopropiophenone 9%, diluido em etanol, em cada pogo e as placas foram
colocadas em banho-maria a 95°C por 45 minutos. Entdo, 100 pL de cada pogo foram
transferidos para uma placa de 96 pogos e realizada a leitura em leitor de ELISA em
540nm. O resultado foi mensurado da forma que uma unidade da enzima catalisa a

formagéo de 1umol de ureia/min.
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Tabela 2 — Grupos usados no teste de mensuragéo da atividade da enzima arginase I.

Grupos:

Macrofago (MQ)

M@ + IL-4 (Macrofagos + citocina 1L-4)
M@ + T1 (Macrofagos + Linhagem T1)

M@ + CP13 (Macrofagos + Linhagem CP13)

3.5.4 - Avaliacdo da producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Macrofagos foram distribuidos em placas de cultura de células de 96
pocos (1x10° células/poco). Estas células foram coincubadas com as linhagens de C.

pseudotuberculosis, formando os grupos listados na Tabela 3.

Tabela 3 — Grupos usados na dosagem da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS).

Grupos:

M@ (macréfagos)

M@ + Zymosan (Macréfagos + Zymosan)
MZ +T1

M@ + CP13

M@ + 1002 (Macrofagos + Linhagem 1002)

O protocolo seguiu-se de acordo com Trusk et al. (1978), com algumas
alteracOes: apos a obtencdo dos macrdfagos diferenciados da medula 6ssea, 0s mesmos
foram suspensos em RPMI 1640 sem vermelho de fenol (GIBCO). Em seguida, as
linhagens de C. pseudotuberculosis foram adicionadas em seus respectivos pogos,
formando os grupos representados na Tabela 3. Como controle positivo da reacéo foram
utilizados 50uL contendo 10’ particulas de Zymosan (Sigma). 20 pL de luminol foram
adicionados em cada um dos pocos e a leitura da placa foi realizada a cada intervalo de
dois minutos durante duas horas utilizando o aparelho Lumicount™ (Packard

Bioscience Company)
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3.5.5 - Dosagem da producao das Citocinas IL-10, TNF-a e TGF-p

As dosagens de TNF-o, IL-10 e TGF-p a partir do sobrenadante de
cultura primaria de macrofagos, infectados pelas linhagens T1 e CP13 no MOI 1:5,
foram feitas utilizando os kits da BD Pharmingen (San Diego, CA, EUA) exclusivos
para a detecgdo das citocinas TNF-a e IL-10 e o kit da R&D Systems (Minneapolis,
MN, EUA) para deteccdo de TGF-B. Todos os procedimentos foram feitos exatamente
como recomendado pelos fabricantes. O limite de deteccdo foi de 32 pg/mL para as

citocinas TNF-o e IL-10 e para TGF-B o limite de detecgao foi de 30 pg/mL.

3.6 - Mensuracao da expressao relativa dos genes das enzimas iNOS,
arginase | e do transportador CAT2B

3.6.1 - Extracédo de RNA

Macréfagos (1x10° células/poco) foram distribuidos em placas de cultura
de tecidos de 48 pocos e incubados com e sem as citocinas IFN-y e IL-4, por 24 horas.
Apbs este tempo, foram adicionadas as linhagens T1 e CP13, individualmente, nos
respectivos pocos formando os grupos listados na Tabela 1. Em seguida, estas placas
foram incubadas por mais 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Transcorrido
este tempo, o sobrenadante foi coletado e armazenado para outros fins. O RNA total foi
isolado dos macréfagos com a adicdo de 100 puL de TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) por poco. Ap6s 10 minutos o sobrenadante foi coletado e acondicionado em
tubos eppendorfs (Qiagen). Posteriormente, foram adicionados 200uL de cloroférmio
(Merck, Darmstadt,Hessen, ALE) para cada mL de TRIZOL utilizado. As amostras
foram homogeneizadas, incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos e, entdo,
centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo, a mistura
foi separada em uma fase inferior cor de rosa composta por fenol-cloroférmio, uma fase
intermediaria e uma fase aquosa transparente superior. O RNA permaneceu na fase
aquosa, a qual foi transferida para um microtubo novo. Para precipitar o RNA da fase
aquosa, foram adicionados 500 pL de isopropanol (Merck) para cada mL de TRIZOL

utilizado e a mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
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o material foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi
lavado em 1 mL de etanol 75% (Merck) em agua tratada com DEPC (USB Corp.,
Cleveland, OH, EUA) e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. O RNA precipitado foi diluido em 50 pL
de agua livre de RNase, e armazenado a —70°C. A quantificacdo de RNA foi realizada
utilizando o espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA).

3.6.2 - Sintese de cDNA

As amostras de RNA total foram submetidas a reacdo de transcricao
reversa na qual foi empregado o kit “High Capacity cDNA Master Mix”, segundo as
recomendacdes do fabricante. Para a realizacdo destas reagOes foram utilizadas as
mesmas quantidades de RNA total das aliquotas provenientes dos demais grupos

realizados na cultura de macrofagos.

3.6.3 - PCR em tempo Real (QPCR)

Amostras de cDNA obtidas através da técnica de transcri¢do reversa
foram submetidas a reacdes de gPCR utilizando diferentes combinacdes de iniciadores
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Combinacdes de iniciadores utilizados no ensaio de RT-PCR

Alvo

Iniciador (5°-3”)

Hprt

Fw:
CAGCTCGTGTCGTGAGATGT

Rv:
CTCTCATGAGTCCCCACCAT

INOS

Fw:
CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC

Rv
GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTGG

Arginase 1

Fw:
CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT
Rv:
CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT

CAT2B

Fw:
TCAATTCCAAAACGAAGACACCAGTA

Rv:
AGGTCAAAAAGAAAGGCCATCACA
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A reacdo de qPCR foi realizada utilizando-se a plataforma de modelo
7900 (7900 Real-Time PCR System ). A concentracdo dos reagentes e as condigdes de
amplificagéo estdo descritas nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela — 5 Reagentes e suas quantidades utilizadas nas rea¢des de gPCR

Volume por
Reagente .
reacéo
Master Mix (Applied
) 6 UL
Biosystems)
Iniciador senso 1,0 uL
Iniciador anti-senso 1,0 uL
1,0 uL
Amostra de cDNA
(ausente para
N.T.C.)

H,0 mili-Q estéril g.s.p. 1,0 uL

Tabela 6 - Parametros selecionados no termociclador para o processamento das reagdes
de gPCR.

Etapa da reacédo de Subetapa da reacéo

Temperatura Tempo
gPCR de gPCR
Desnaturacdo inicial - 95°C 10 min
Desnaturagéo 95°C 15s
Estagio ciclico (45
repeticdes) Anelamento e extenséo 60°C L min
de iniciadores
Desnaturagéo 95°C 15s
Anaélise de dissociacao ]
_— Renaturacéo 60 °C 1 min
continua
Desnaturagéo 95°C 30s
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A reacdo de qPCR ocorreu, para cDNAs obtidos para cada grupo de
macrofagos, de acordo com a tabela 7. A reacdo de qPCR ocorreu com 0s
oligonucleotideos iniciadores para o gene escolhido como normalizador, o gene hprt
(cinco réplicas), e com os oligonucleotideos iniciadores para 0s genes de interesse das
enzimas iNOS, arginase | e do transportador CAT2b (trés replicas), listados na Tabela
4,

Tabela 7 — Grupos usados para analise da expressdo génica por qPCR

Alvos do gPCR CAT2B
iINOS arginase |
Grupos Macréfago (MQ) Macrofago (MQ)
M@ + IFN-y M@ + IL-4
M@ + T1 + IFN-y MZ +T1

M@ + CP13 + IFN-y M@ + CP13

3.7 - Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo (EP) para
cada grupo. Para determinar diferencas entre dois grupos, foi utilizado o teste t de
Student. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows. As diferencas observadas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4 — Resultados
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4.1 - Viabilidade Celular (MTT)

O ensaio de viabilidade pelo reagente MTT (Mossman, 1983) é um
método colorimétrico sensivel e quantitativo que mensura a viabilidade das células. Este
ensaio baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenase, presentes nas mitocéndrias
de células viaveis, em converter o substrato metiltetrazolio (MTT) solGvel em agua, no
cristal de formazan, produto insoltvel em &gua.

Em relacdo a mensuracdo da viabilidade das culturas de macrofagos em
cocultura com as linhagens de C. pseudotuberculosis, obtivemos resultados diversos
dependendo da taxa de infec¢do utilizada nos experimentos. Foi observado que, no
MOI 1:1, a viabilidade da cultura de macréfagos sofreu reducdo estatisticamente
significativa somente quando coincubado com a linhagem CP13 de C.
pseudotuberculosis, onde esta cultura mostrou uma viabilidade celular de
aproximadamente 86% (Figura 2). O célculo do valor da taxa de sobrevivéncia celular
foi realizado tomando-se como referéncia o valor de 100% de sobrevivéncia da cultura

de macréfagos que ndo foi infectada in vitro com nenhuma das linhagens de bactéria.

Viabilidade Celular MTT (1:1)
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Figura 2 — Gréfico de viabilidade Celular (MOI 1:1) Cocultura de
macrofagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O ensaio de MTT foi realizado
24h apos a infecgdo in vitro. Letras iguais entre colunas diferentes significam variacdo
estatistica (p<0,05- teste t de Student).
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Quando analisamos a viabilidade das culturas de macrofagos no MOI
1:5, observamos, para ambas as linhagens, uma reducdo estatisticamente significativa
em relacdo a cultura de macrofagos controle. Macréfagos incubados com as linhagens
T1 (Grupo M@+ T1) e macrdfagos incubados com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13)
de C. pseudotuberculosis apresentaram uma viabilidade das culturas celulares de

aproximadamente 39% e 45%, respectivamente (Figura 3).

Viabilidade Celular MTT (1:5)
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Figura 3 — Viabilidade Celular (MOI 1:5). Cocultura de macr6fagos
com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O ensaio de MTT foi realizado 24h apds a
infeccdo in vitro. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica
(p<0,05- teste t de Student)

4.2 - Producao de 6xido nitrico (NO)

A fim de determinar se as diferentes linhagens de bactérias seriam
capazes de induzir distintos perfis de ativagdo dos macrdéfagos, realizamos
primeiramente a dosagem de producdo de NO, importante parametro de ativagdo
classica deste tipo celular. Como mostrado na Figura 4, para 0 MOI 1:1, a infec¢do por

ambas as linhagens, T1 e CP13, ap0s ativacao prévia dos macrofagos com IFN-y, levou
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a um aumento na producdo de NO. Nao foram encontradas diferencas significativas nos

niveis de inducdo de NO quando comparamos as duas linhagens.
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Figura 4 — Mensuracéo da producédo de NO (MOI 1:1). Cocultura de
macrofagos, suplementados com IFN-y, com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O
ensaio de para dosagem de NO foi realizado 24h apds a infeccdo in vitro. Letras iguais

entre colunas diferentes significa variagéo estatistica (p<0,05- teste t de Student).

Para o MOI 1:5, foi observado que, novamente, a simples presenca da
bactéria, ou mesmo o estimulo IFN-y isoladamente nao foram suficiente para induzir
aumento da producdo de NO (Figura 5). Entretanto, quando comparamos 0 aumento da
producdo de NO para os macrofagos previamente ativados com IFN-y e posteriormente
infectados com as linhagens bacterianas encontramos diferenca no padréo de producao.
Assim, para esta maior taxa de infeccdo, a linhagem CP13 foi capaz de induzir um

aumento maior de NO quando comparada com a linhagem T1 (Figura 5).
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Figura 5 — Mensuracéo da producédo de NO (MOI 1:5). Cocultura de
macrofagos, suplementados com IFN-y, com as linhagens de bactéria CP13 ¢ T1. O
ensaio de para dosagem de NO foi realizado 24h apdés a infeccdo in vitro. Letras iguais

entre colunas diferentes significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de Student).

Quando comparados os resultados de producdo de NO,, entre os MOls
1:1 e 1:5, dos grupos testes usados, observamos variacao estatisticamente significativa
entre 0s grupos dependente da taxa de infeccdo. Assim, macrofagos previamente
estimulados com IFN-y e posteriormente coincubados com T1 (1:1) apresentaram maior
producdo de NO do que macrofagos nas mesmas condi¢des infectados em um MOI de
1:5. O mesmo efeito foi observado para a linhagem CP13 (Figura 6). Assim, a medida
que o nimero de bactérias por macréfago aumenta, ocorre uma diminuicdo da producéo

de NO; para ambas as linhagens(Figura 6).
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Figura 6 — Mensuracdo da producdo de NO (MOI 1:1 x 1:5).
Cocultura de macréfagos, suplementados com IFN-y, com as linhagens de bactéria
CP13 e T1. O ensaio de para dosagem de NO foi realizado 24h apds a infec¢do in vitro.
Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de
Student).

4.3 - Atividade da enzima arginase |

A produgdo de NO a partir do metabolismo de L-arginina é importante
parametro de ativacao classica de macrdfagos. Por outro lado, este aminoacido pode ser
metabolizado através de outra via, pela enzima arginase I, levando a producdo de
poliaminas. Esta via é uma caracteristica de macrofagos ativados de forma alternativa.
Assim, para analisar se as linhagens de bactérias poderiam induzir esta via de ativagédo
de forma distinta, analisamos a atividade da enzima arginase pelos macrofagos.
Interessantemente, a atividade da enzima arginase foi inibida nos macréfagos infectados
com ambas as linhagens para o MOI 1:1 (Figura 7). Quando comparamos o efeito entre
as linhagens, encontramos uma maior reducédo da atividade desta enzima na presenca de

CP13, em relagdo a T1. Para este ensaio utilizamos como controle positivo a cultura de
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macrofagos ativados com IL-4, importante citocina indutora da atividade e expressao

desta enzima.
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Figura 7 — Mensuragdo da atividade da enzima Arginase 1 (MOI
1:1). Cocultura de macréfagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O ensaio de
mensuracdo da atividade da enzima arginase foi realizado 24h apos a infecgéo in vitro.
Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de
Student).

Em relacdo a atividade da enzima arginase | para o MOI 1:5, ndo foi
observada variacao estatisticamente significativa entre os grupos: macrofagos incubados
com a linhagem CP13(Grupo M@+ CP13) e macréfagos incubados com a linhagem T1
(Grupo M@+ T1). Entretanto, observamos reducdo significativamente estatistica entre
0S grupos citados anteriormente e o grupo controle, macro6fagos suplementados com a
citocina IL-4 (M@+1L4) e aumento estatisticamente significativo entre os grupos M@+
Tl e M@+ CP13, quando comparados com o0 grupo controle macrofagos sem
coincubagdo com bactérias (M@) (Figura 8). Desta forma, é importante ressaltar que
para ambas as linhagens de bactéria observou-se um aumento na atividade da enzima
arginase na medida em que houve um aumento na taxa de infecgéo, variando de 1:1 para
1:5 (Figura 9).
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Figura 8 — Mensuracéo da atividade da enzima arginase | (MOI 1:5).
Cocultura de macréfagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O ensaio de
mensuracdo da atividade da enzima arginase foi realizado 24h apos a infecgéo in vitro.
Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de
Student).
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Figura 9 — Mensuracéo da atividade da enzima arginase 1 (MOI 1:1
x 1:5). Cocultura de macrofagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. O ensaio de
para mensuracao da atividade da enzima arginase foi realizado 24h apdés a infeccdo in
vitro. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica. Letras iguais

entre colunas diferentes significa variag&o estatistica (p<0,05- teste t de Student).

4.4 - Producao de Espécies Reativas de Oxigénios (ROS)

Além da producdo de NO, importante para eliminacdo de parasitos
intracelulares, e atividade de arginase, ja descrita como fator de suscetibilidade a
infeccdo por parasitos, a producdo de ROS também é importante para o balango
resisténcia/susceptibilidade as infecgdes, uma vez que pode causar danos ao DNA de
parasitos induzindo-os a morte. Assim, avaliamos a producéo, in vitro, destes radicais
por macréfagos coincubados com as duas linhagens de bactérias de nosso interesse.
Interessantemente, encontramos uma maior producdo de ROS pelo grupo controle
macrofagos (Grupo M@+ZYM), quando comparadas com 0s grupos testes macrofagos
coincubados com a linhagem T1 (Grupo M@+T1) e macrofagos coincubados com a
linhagem CP13 (Grupo M@+CP13) (Figura 10). Assim, a inibigdo ou detoxificagdo da
producdo de ROS pode ser importante fator de viruléncia destas bactérias. Devido a
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baixa producdo de ROS dos macrofagos infectados linhagens T1 (selvagem) e CP13
(mutante derivada da selvagem), utilizamos a linhagem 1002, naturalmente atenuada,
para observarmos se 0 quesito atenuacgdo levaria a diferenga na producdo de ROS. Com
isto, a linhagem de C. pseudotuberculosis 1002 (Grupo M@+1002), apresentou uma
maior producdo de ROS, quando comparado com 0s grupos citados anteriormente, 0
que deve estar relacionado a sua baixa viruléncia (Figura 10).

Novamente, ndo encontramos diferenca significativa para a producgéo de
ROS quando comparamos as duas linhagens. Utilizamos como controle positivo, 0

estimulo com Zymosan (derivado de fungos).

ROS

— M@

— M@ + ZYM

— M@ + T1 (1:5)

— M@ + CP13 (1:5)
M@ + 1002 (1:5)

Figura 10 — Dosagem da producéo de ROS. Cocultura de macr6fagos
com as linhagens CP13, T1 e 1002. O ensaio de mensura¢do da producdo de ROS foi

realizado duas vezes a cada minuto durante duas horas.
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4.5 - Dosagem das Citocinas IL-10, TNF-a e TGF-

A producdo de citocinas pelos macrofagos pode ser importante para o
perfil de ativacdo dos mesmos, alem de serem relevantes para a indugdo de producao de
NO e atividade de arginase. Assim, primeiramente, dosamos a citocina IL-10.
Curiosamente, obtivemos variacdo estatisticamente significativa entre 0s grupos testes
macrofagos coincubados com linhagem T1 (Grupo M@+ T1) e macrofagos coincubados
com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13), onde houve maior producgéo de 1L-10 por este
altimo (Figura 11).

Vale ressaltar que esta citocina € importante para inibir a ativacao

classica de macrofagos e pode estar relacionada como importante indutora da expressédo

de arginase I.
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Figura 11 — Dosagem da producédo da citocina IL-10. Cocultura de
macrofagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. A dosagem da citocina foi feita
através do teste de ELISA. Letras iguais entre barras diferentes significa variagdo
estatistica. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacao estatistica (p<0,05-
teste t de Student).
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Por outro lado, quando dosamos a producdo de TNF-a, importante
citocina para indugdo de iNOS e ativagdo classica de macrofagos, observamos uma
variacdo estatisticamente significativa entre os grupos testes macrofagos coincubados
com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13) e macrdfagos coincubados com linhagem T1

(Grupo M@+ T1), onde houve maior producéo de TNF-a por este ultimo. (Figura 12).
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Figura 12 — Dosagem da producéo da citocina TNF-a. Cocultura de
macrdéfagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. A dosagem da citocina foi feita
através do teste de ELISA. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacao

estatistica (p<0,05- teste t de Student).

Para dosagem da citocina TGF-B, importante citocina com perfil
regulatorio, observou-se um aumento da producdo no grupo macréfagos coincubados
com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13), quando comparado com o grupo macrofagos
coincubados com linhagem T1 (Grupo M@+ T1). Entretanto, este aumento nédo foi

estatisticamente significativo (Figura 13).
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Figura 13 — Dosagem da producdo da citocina TGF-$. Cocultura de
macrdéfagos com as linhagens de bactéria CP13 e T1. A dosagem da citocina foi feita
através do teste de ELISA. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacao
estatistica (p<0,05- teste t de Student).

4.6 - QPCR

4.6.1 - Mensuracao da expressao relativa do gene codificante da enzima
Inducible Oxide Nitric Synthase (iNOS)

Com o objetivo de correlacionar os dados obtidos em relagdo a producao
de NO com a expresséo relativa do gene da enzima iNOS , analisamos a expressédo do
gene desta enzima por qPCR.

Encontramos variagdo estatisticamente significativa nos grupos teste
macrofagos coincubados com linhagem CP13 previamente ativados com IFN-y (M@+
CP13 1:5+IFN) e macrofago coincubados com linhagem T1 previamente ativados com
IFN-y (M@+ T1 1:5+IFN) onde houve aumento de aproximadamente 124X e 112X na

expressdo do gene da enzima iNOS, respectivamente, em relacdo ao controle macréfago
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sem coincubacdo com bactérias (M@) (Figura 14). Entretanto, ndo encontramos

diferenga significativa entre 0s grupos experimentais.
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Figura 14 — Mensuracédo da expressao relativa do gene da enzima Inducible Oxide
Nitric Synthase (iNOS) (MOI 1:5). Expressdo do gene da enzima iNOS nos grupos
M@+ T1 1:5+IFN e M@+ CP13 1:5+IFN, ap6s 24 horas de infec¢do in vitro. Letras

iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de Student).

4.6.2 - Mensuracado da expressao relativa do gene da enzima arginase |

Uma vez que o ensaio de atividade de arginase ndo descrimina entre as
isoformas do tipo | e 11, esta Gltima ndo sendo imunomodulada, verificamos a expressao
especifica do gene da enzima arginase | pelos macréfagos.

Assim, encontramos variacdo estatisticamente significativa no grupo
teste macrdfagos coincubados com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13 1:5), onde
houve um aumento da expressdo de aproximadamente 90X em relacdo ao controle
macrofago (M@). Também observamos uma variacdo estatisticamente significava no

grupo controle (positivo). Macrofago suplementado com IL-4 (M@+IL4), onde houve
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aumento de aproximadamente 28x na expressdo do gene da enzima Arginase | em
relacdo ao controle macréfagos (M@) (Figura 15). Além disso, uma reducdo
estatisticamente significava entre os grupos macréfagos coincubados com linhagem T1
(Grupo M@+ T1 1:5) quando comparado com o grupo M@+ CP13 1:5 foi observada
(Figura 15).
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Figura 15 — Mensuracao da expressao relativa do gene da enzima arginase | (MOI
1:5). Expressédo do gene da enzima arginase | nos grupos M@+IL-4, M@+ T1 1.5 e
M@+ CP13 1.5, apés 24 horas de infeccdo in vitro. Letras iguais entre colunas

diferentes significa variacao estatistica (p<0,05- teste t de Student).
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4.6.3 - Mensuracao da expressao relativa do gene do transportador
Cationic Amino Acid Transporter (CAT2B)

Visando melhor entendimento da forma como a infeccdo dos macréfagos
pelas duas linhagens de bactérias interfere no metabolismo de L-arginina, medimos a
expressao relativa do gene do transportador de membrana deste aminoacido (CAT2B),
importante para 0 metabolismo tanto de iINOS como da arginase |, uma vez que garante
0 suplemento de substrato no interior da célula.

Encontramos uma variagdo estatisticamente significativa para 0s grupos
teste macrofagos coincubados com linhagem T1 (Grupo M@+ T1 1:5) e macrofago
coincubados com linhagem CP13 (Grupo M@+ CP13 1:5), onde houve aumento de
aproximadamente 11x e 16x, respectivamente, da expressdo deste gene em relacdo ao
mesmo no grupo controle macréfagos (M@). Houve também uma maior expressao do
gene do transportador CAT2B no grupo M@+ CP13 1:5, quando comparado com o
grupo M@+ T1 1:5 (Figura 16).
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Figura 16 — Mensuracdo da expressao relativa do gene do transportador CAT2B,
(MOI 1:5), para os mesmos grupos da mensuracdo da expressao relativa do gene
da enzima arginase I. Expressao do gene do transportador CAT2B nos grupos M@+IL-
4, M@+ T1 1:5 e M@+ CP13 1:5, apds 24 horas de infeccdo in vitro. Letras iguais entre
barras diferentes significa variacdo estatistica. Letras iguais entre colunas diferentes

significa variacdo estatistica (p<0,05- teste t de Student).

Também analisamos a expressdo relativa do gene do transportador de
membrana de arginina (CAT2B) dos macréfagos, para as mesmas condi¢bes da
mensuracdo da expressdo do gene da enzima iNOS. Observamos gque houve variacdo
estatisticamente significativa nos grupos teste macréfagos coincubados com linhagem
T1, previamente ativados com IFN-y (Grupo M@+ T1 1:5+IFN) e macr6fagos
coincubados com linhagem CP13, previamente ativados com IFN-y (M@+ CP13
1:5+IFN), onde houve aumento de aproximadamente 20x e 29x, respectivamente, da

expressdo deste gene em relagdo ao grupo controle macrofagos (M@) (Figura 17).
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gPCR-CAT2B

Expressdao relativa

Figura 17 — Mensuracdo da expressdo relativa do gene do
transportador CAT2B, (MOI 1:5), para 0s mesmos grupos da mensuragdo da
expressdo relativa do gene da enzima iNOS. Expressdo do gene do transportador
CAT2B nos grupos M@+IFN, M@+ T1 1:5+IFN e M@+ CP13 1:5+IFN, apos 24 horas
de infeccdo in vitro. Letras iguais entre colunas diferentes significa variacdo estatistica
(p<0,05- teste t de Student).
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5 — Discussao
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Os macrofagos contribuem de forma significativa para a defesa do
organismo. De acordo com o estimulo (pré-inflamatério, metabdlico ou imune), os
macrofagos sdo recrutados das regides periféricas para o sitio de injdria, onde
contribuem para a defesa, remodelamento e reparo do tecido (Gordon & Taylor, 2005).
A participacdo dos macréfagos contra a infeccdo por C. pseudotuberculosis é de grande
importancia, uma vez que estas celulas sdo umas das primeiras linhas de defesa gerada
pelo hospedeiro contra este patégeno (Hard, 1969). Visto que ndo ha relatos na
literatura de como os macréfagos respondem a infec¢cdo contra esta bactéria, a proposta
deste trabalho, de analisar o perfil de respostas dos macréfagos frente a infecgdo por C.
pseudotuberculosis, torna-se crucial e pioneira para o entendimento do mecanismo de
defesa gerado pelo hospedeiro.

O teste MTT, j& vem sendo utilizado desde a década de 80, em varios
trabalhos para dosagem da viabilidade celular de células infectadas com diferentes
patdgenos ou em contato com outros materiais, alem de medir a proliferacdo celular
(Albrecht et al., 1989; Ladel et al., 1997). Observando os resultados apresentados na
Figura 2 e 3, notamos que o MOI influenciou na viabilidade das células, sendo que o
aumento da concentracdo das bactérias levou a diminuicdo da viabilidade celular.
Estudos usando nanoparticulas poliaquil cianoacrilato, para dosar a viabilidade em
cultura de macréfagos por MTT, mostrou que com 0 aumento da concentracdo destas
nanoparticulas as culturas de células perdiam viabilidade (Cruz et al.,1997). Outro
estudo usando o teste MTT, analisando a viabilidade de culturas de macrofagos
linhagem J774.1, em infec¢cOes com a bacteria Actinobacillus actinomycetemcomitans,
causadora de doencas periodontais, mostrou aumento da citotoxidade e menor
viabilidade celular com o aumento do MOI. Ainda, neste estudo com A.
actinomycetemcomitans, foi mostrado que esta citotoxidade estava relacionada a
inducdo de apoptose das células macrofagicas (Kato et al., 1995). Talvez, a reducdo da
viabilidade celular, encontrada nos macrofagos infectados por C. pseudotuberculosis
neste trabalho, possa esta relacionada a algum mecanismo de ativacdo de apoptose nos
macrofagos que sdo gerados por esta bactéria. Entretanto, em estudos com
Mycobacterium tuberculosis, um organismo correlato a C. pseudotuberculosis, mostrou-
se que linhagens selvagens desta bactéria apresentavam um resultado oposto ao
encontrado neste trabalho. Elas impediam a apoptose das células, um mecanismo
efetivo para eliminagdo destes patdgenos. Foi mostrado que um mutante de M.

tuberculosis para uma proteina serina-treonina-quinase, proteina responsavel por evitar
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a sinalizacdo da apoptose nas celulas hospedeiras, apresentavam culturas com menor
viabilidade celular quando comparado com infecgdes com uma linhagem selvagem
(Jayakumar et al., 2008). Com isto, o0 mecanismo de diminui¢do, com aumento do MO,
da viabilidade celular das culturas de macrofagos infectadas com C. pseudotuberculosis,
deve estar mais relacionado a acdo de fatores de viruléncia, como os lipideos de
membranas, que levam a lise celular (Jolly, 1966).

O mecanismo pelo qual a C. pseudotuberculosis evade e sobrevive ao
sistema de defesa do hospedeiro ainda ndo é bem compreendido e isto se torna um
empecilho para o entendimento dos mecanismos de defesa contra estas bactérias
(Dorella et al., 2006). Células apresentadoras de antigenos, como o0s macréfagos,
exercem um papel importante na apresentagcdo de primeiros sinais ou mediadores para a
formacdo de uma resposta imune, além de serem umas das primeiras células a entrar em
contato com C. pseudotuberculosis (Hard, 1972; Aderem & Ulevitch, 2000). Assim,
produtos microbianos sdo responsaveis por ativar, em macr6fagos, uma competéncia
microbicida, levando a uma efetiva resposta imune. Esta competéncia esta relacionada a
ativacdo de um perfil classico de ativacdo, sendo que a resposta mais comum € a
ativacdo de genes envolvidos na producdo de citocinas pro-inflamatérias e a
subsequente ativacdo da enzima iNOS, que é responsavel pela producdo de NO com
acao microbicida, sendo que o NO pode inibir reversivelmente a replicagdo bacteriana,
inibir a respiracao bacteriana entre outras func@es (Fang, 2004; Benoit et. al., 2008).

No presente trabalho, foi possivel uma correlacdo entre inducdo da
producdo de NO e a atividade da enzima arginase I, onde se pode identificar uma
relacdo inversamente proporcional para as culturas de macrofagos estimuladas com
ambas as linhagens T1 e CP13, quando variou o MOI de 1:1 para 1:5 (Figura 6 e Figura
9). Para 0 MOI 1:1, observamos uma maior producdo de radicais intermediarios de
nitrogénio (RNI) e uma menor atividade da enzima arginase I, mostrando que em
infeccdes, in vitro, de baixa proporcao, € encontrada uma tendéncia ao perfil classico de
ativacdo devido a maior producdo de NO. Quando se aumenta a propor¢do da infeccdo
(MOI 1:5), observamos a inversdo deste perfil de resposta, sendo que ha o aumento da
atividade da enzima arginase | e diminui¢do da producdo de NO, fazendo com que o
perfil dessas culturas de macréfagos se aproxime mais do perfil de ativacéo alternativa,
perfil caracteristico de susceptibilidade a infec¢des. Varios patdgenos tém desenvolvido
estratégias para interferir na ativagdo dos macrofagos e modular a resposta do

hospedeiro. Muitos trabalhos relatam que o perfil de ativacdo alternativa dos
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macrofagos em contrapartida a ativacdo do perfil classico propiciam uma maior
susceptibilidade a infecgfes microbianas (Mills, 2001; Mosser & Edwards, 2008;
Benoit et.al., 2008). Trabalhos como o de Kropf et. al.,(2005), comprovam uma relacdo
entre a atividade da enzima arginase | e a persisténcia de infeccdes. Ele mostrou que o
uso de inibidores desta enzima em cultura de macrofagos de medula, coincubados com
Leishmania major, e em camundongos infectados por este protozorio, tinham,
respectivamente, menor proliferacdo do parasito e menor carga parasitaria no sitio de
infeccdo em camundongos. Outro trabalho, sobre uma via alternativa de ativacdo da
enzima arginase |, envolvendo o micro-organismo Mycobacterium bovis, mostrou que a
producdo de NO, apds infecgdo com esta bactéria, em macréfagos knockout para o gene
da arginase | produziam mais NO que macrdfagos sem a mutacdo. Com isto, eles
sugeriram que a ativacdo da arginase | era um mecanismo que restringia a producdo de
NO. Além disto, neste mesmo trabalho, eles mostraram que camundongos knockout
para o gene da arginase |, infectados por via aérea, apresentavam uma contagem menor
de bactérias no pulmao, comparados com camundongos selvagens (Kasmi et. al., 2008).
De acordo com estes resultados encontrados na literatura, podemos inferir que a reducao
da producdo de NO, com o aumento do MOI e subsequente aumento da atividade da
enzima arginase |, pode estar relacionado a algum mecanismo de escape desta bactéria.
Pelo aumento da atividade da enzima arginase |, podemos inferir que este mecanismos
deve estar relacionado ao desvio da rota de catabolismo da L-arginina, onde esta via
estd direcionada a via da ornitina. Este possivel mecanismo pode também estar
relacionado a persisténcia das infeccGes, uma vez que o perfil de ativacdo alternativa,
em infecgdes por outros organismos, esta relacionado a persisténcia a infeccbes (Gordon
et al., 2003).

A producdo de ROS é dada pela acdo da NADPH phagocito oxidase
(também conhecida como phox). Este complexo enziméatico é responsavel pela
producéo de superoxido (O2) (Fang, 2004). Entre as fun¢bes do ROS, destacamos a sua
funcdo microbicida, uma vez que eles atacam DNA, proteinas e lipideos de patdgenos
(Shohet et al.,1974; Imlay & Linn, 1986; Tamarit et al., 1998). Nos resultados obtidos
sobre a mensuragdo do ROS, por macrofagos infectados por C. pseudotuberculosis,
(Figura 10), observamos que houve uma reducdo da producdo de ROS pelos grupos
testes macrofagos coincubados com linhagem selvagem T1 (Grupo M@+T1) e
macrofagos coincubados com linhagem mutante CP13 (Grupo M@+CP13), quando

comparado com o grupo controle macrofagos (M@). Observamos também que a
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linhagem 1002, atenuada, foi a Unica capaz de induzir aumento de ROS pelos
macrofagos, diferente da linhagem selvagem T1 e do seu mutante CP13. Isto pode estar
relacionado a algum mecanismo de regulacdo e escape da produgdo de ROS por estas
linhagens, uma vez que é relatado na literatura que a Corynebacterium
pseudotuberculosis ¢é catalase positiva (Songer et al., 1988; Dorella et al.,2006). Na
literatura, muitos mecanismos, envolvendo escape do patdgeno a receptores celulares e
quebra do padrdo de sinalizacdo em células fagociticas e detoxificacdo de ROS e RNS
(Espécies Reativas de Nitrogénio) estdo envolvidos na inibicdo ou diminuicdo da
producdo de ROS (Rosqvist et al., 1991; Celli & Finlay, 2002). Estudos com mutantes,
para uma ilha de patogenicidade da Salmonella typhimurium, mostraram que estas
bactérias podem interferir na distribuicdo das subunidades da NADPH oxidase, sendo
que os fagossomos, nos mutantes para genes nesta ilha, possuiam maior recrutamento
da enzima e producdo de ROS nestes vacluolos quando comparado com os selvagens
(Vazquez-Torres et al., 2000). Outro exemplo de inibicdo da producdo de ROS foi
observado em estudos com a bactéria Bordetella pertussis. Esta bactéria é responsével
por produzir uma toxina adenilato-ciclase, a qual, em testes realizados em mondcitos
incubados com efetores da producdo de ROS, inibiu até 92% da producdo de ROS
porestes efetores (Pearson et al.,1987). A detoxificacdo de ROS e RNS pela enzima
catalase ja é bem caracterizado na literatura, uma vez que esta enzima é definada como
fator de viruléncia de varias bactérias e sua funcdo € essencial para a resisténcia ao
estresse oxidativo (Bishai et al., 1994; Zeller & Klug, 2004, Wang t al., 2004). De
acordo com estes resultados, podemos inferir que através de um mecanismo, ainda
desconhecido, as linhagens T1 (selvagem) e CP13 (mutante da selvagem), podem
estabelecer uma infeccdo de forma a burlar a ativacdo da enzima NADPH fagdcito
oxidase.

Trabalhos relatando dosagem de producdo de citocinas, em modelos in
vitro e in vivo, estimuladas por linhagens selvagens e mutantes de C.
pseudotuberculosis ja vem sendo descritos desde a década de 90 (Ellis et al.,1995;
Pépin et al., 1997; Lan et al., 1999). No presente trabalho, observamos uma maior
producdo da citocina IL-10, pela linhagem CP13 quando comparada com a linhagem
selvagem T1 e uma maior producdo da citocina TNF-a pela linhagem T1, quando
comparada com a mutante vacinal CP13 (Figura 11 e 12). Obtivemos também o
aumento, mas néo significativo, da producgéo da citocina TGF-f, pela linhagem mutante

CP13, quando comparado com a linhagem selvagem T1 (Figura 13). A producgéo de
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TNF-a, na literatura, esta relacionada a inducao de uma efetividade microbicida em
macréfagos. Em um trabalho usando macréfagos humanos infectados com
Mycobacterium tuberculosis, mostrou-se que a adicdo da citocina TNF-a era
responsavel por diminuir a intensidade da infeccdo em culturas destes macrofagos,
devido a sua capacidade de induzir producdo de receptor 2 de IFN-a (Robinson et al.,
2012). O trabalho realizado por Lan et al., (1999) mostrou que a producdo de TNF-a,
em uma segunda infeccdo por C. pseudotuberculosis, era fundamental para o aumento
da sobrevida de camundongos infectados. Entretanto, em infeccdes de bactérias do
género Corynebacterium em ovelhas adultas, mostrou que a producdo de TNF-a esta
envolvida no desenvolvimento de infeccdes cronicas e caquexia, conhecida como
sindrome da ovelha fina (Ellis et al.,1995). Além disto, esta citosina quando produzida
em excesso € um dos principais fatores estimuladores do choque séptico, causando
injaria no tecido, hipertensdo e levando a falha de varios 6rgdos em ratos (Tracey et al.,
1986). Em casos de infecgdo por Corynebacterium pavun, morta por calor, ou LPS em
camundongos knockout para TNF-a, houve um ligeiro aumento da resisténcia ao efeito
toxico do LPS e da bactéria morta no processo inicial da infeccdo, quando comparado
com camundongos selvagens. (Marino et al, 1995). Isto se deve talvez a diminuicdo da
amplificacdo do choque séptico. A producdo de IL-10 e TGF-B, duas citocinas anti-
inflamatorias, pode reduzir a agdo de citocinas pro-inflamatorias, e entre elas 0 TNF-a
(Espevik et al., 1987; Ranges et al., 1987; Malefyt-
http://www.cytokineresearch.org/index.html). De forma interessante, embora a
linhagem T1 induza maior producdo de TNF-a que a linhagem CP13, e o contrario
ocorra em relacdo a producdo de IL-10, ndo encontramos diferenca na producéo de NO
entre os grupos. Assim, embora apresente uma tendéncia a maior producdo de citocinas
regulatdrias, os macréfagos coincubados com a linhagem CP13 mantém a capacidade de
produzir NO, importante molécula microbicida. Neste contexto, através de alguma
imunomodulacdo, a linhagem CP13 esta induzindo a producdo de IL-10, como
observado no trabalho de Pinho et al. (2009), onde o0 uso de uma proteina recombinante
de C. pseudotuberculosis como vacina, induziu a producdo de IL-10 em camundongos
Balb/c. Extrapolando para a condi¢éo in vivo, onde a linhagem CP13 é uma candidata a
vacina, isto poderia levar a diminuigdo da acdo do TNF-a, fazendo com que animais
infectados ndo desenvolvam um quadro débil de caquexia ou talvez de choque séptico,
levando assim, um aumento da sobrevida destes. Entdo, se a patologia da bactéria

estiver relacionada a uma ativacdo descontrolada do sistema imune (que pode levar o
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individuo a morte), o fato de a linhagem mutante conseguir induzir TNF-a ¢ NO, e
ainda assim, 1L-10 e TGF-B pode significar uma resposta imune mais equilibrada, onde
a linhagem CP13 tem os mecanismos efetores para a eliminagdo do parasito, mas
também induz a regulacao da resposta.

Estudos usando o PCR em tempo real, para mensurar a expressdo de
genes relacionados a resposta dos macrofagos a estimulos microbianos, ja vem sendo
empregados em diversos trabalhos e mostram 0 aumento da expressdo dos genes da
enzima iNOS e arginase | (Kasmi et. al., 2008; Qualls et. al., 2010). Nos resultados
obtidos neste trabalho (Figura 14 e 15), observamos um aumento da expressdo dos
genes da enzima arginase | e iINOS dos macrofagos, mensurados através do gqPCR,
junto com o aumento, nos ensaios bioquimicos, da atividade da enzima arginase |
(exceto para 0 grupo M@+ T1 1:5) e produgdo de NO. Estudos como o de Kahnert et
al.,(2006), mostrou resultados similares, onde macr6fagos murinos de medula sob
infeccdes com M. tuberculosis, apresentavam expressdo dos genes da enzima iNOS e
arginase |, sob acdo ou ndo de IFN-y e IL-4. Além disto, ele mostrou que havia
diminuicdo da producdo de nitrito em macrofagos ativados por IL-4 e infectados ou
somente infectados com M. tuberculosis, talvez por uma inducdo de ativacdo de um
perfil alternativo nos macréfagos. Em um experimento realizado por Speranza et al.,
(2010), utilizando RNA extraidos de baco de camundongos Balb/c, infectados por uma
linhagem recombinante de Mycobacterium bovis, mostrou através do gPCR, que houve
um aumento da expressdo do RNAm da arginase I. Estes estudos corroboram com o0s
resultados apresentados nesta dissertacdo, uma vez que uma bactéria correlata a C.
pseudotuberculosis, também é capaz de induzir a expressdo dos genes da enzima iNOS
e arginase |. Além disto, em artigos como o de Kasmi et al., (2008), foi observado que o
aumento da expressdo dos RNAm da iNOS e arginase I, era correlatado com a producgéo
de nitrito e da atividade da enzima arginase I. Através destes resultados, podemos inferir
que o aumento da expressdo dos RNAm para estas enzimas é seguido de um aumento
bioldgico para estas. Também podemos observar que ndo ha diferenca de expressao de
INOS, apesar de T1 induzir mais TNF-a que CP13, o que justifica uma boa produgao de
NO para os grupos. Além disso, houve um aumento muito maior de expressdo do gene
da enzima arginase | na linhagem CP13, o que pode estar relacionado com o perfil de
producé@o mais regulatorio de IL-10, induzida pela linhagem CP13. Um trabalho similar,
mostrando a regulacdo da resposta inflamatoria, € relatado no trabalho de Cao et al.

(2012), onde a coincubacdo de macréfagos produzindo IL-10/TGF-f com macrofagos
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ativados de forma classica, induziu diminuicdo de producdo e expressdo de TNF-a ¢
INOS por outros macrofagos, além de levar ao aumento da expressdo da enzima
arginase | nos macréfagos classicos. Este processo diminuiu, também, um tipo de
inflamacéo renal em camundongos, quando os macrofagos produzindo IL-10/ TGF-p
foram inoculados nestes camundongos. Comparado estes resultados com o desta
dissertacdo, podemos inferir que a producdo de citocinas anti-inflamatérias, induzidas
pela linhagem CP13, pode levar a uma regulagdo da resposta, diminuindo os efeitos
danosos do perfil classico de ativacdo dos macréfagos.

Estudos feito por Yeramian et al., (2006a), mostraram que macrofagos
de medulas knockout para o gene SIc7A2, responsavel por codificar o transportador
CAT-2B, diminuiam a producdo de NO e produtos catalisados pela arginase I. Isto
mostrou que a disponibilidade de L-arginina é um fator responsavel pela polarizacéo das
respostas nos macrofagos e € dependente deste transportador. Também, neste mesmo
trabalho, foi demonstrado por gPCR que a expressdo do gene Slc7A2 ndo ¢ afetada pela
atividade da enzima arginase | ou a agdo da enzima iINOS. Entretanto, no trabalho de
Wanasen et al. (2007), foi observado que IFN-y aumentava a expressio do
transportador CAT-2B, suprarregulando a captacdo de L-arginina do meio. Isto levou ao
aumento da sobrevivéncia de amastigotas de Leishmania amazonesis em macrofagos.
Os resultados encontrados neste trabalho de dissertagdo mostraram um aumento da
expressao do gene desse transportador, 0 CAT-2B, em ambos 0s estimulos usados para
dosar a expressdo do RNAm da enzima arginase | e da iNOS nos testes de infeccdo dos
macrofagos. Entretanto, os macrofagos estimulados com a linhagem CP13 foram mais
habeis em expressar 0 RNAm para o transportador (Figuras 16 e 17). Isto mostrou uma
congruéncia entre os resultados do gPCR para a enzima iNOS e arginase |, uma vez que
também houve aumento na expressao delas (Figuras 14 e 15). De acordo com o trabalho
de Yeramian et al., (2006b), citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-10, além de moléculas
como o LPS, podem ativar a expressdo deste transportador, o que nos leva a inferir que
C. pseudotuberculosis, linhagem CP13, pela alta producdo de IL-10, de alguma forma
foi responsavel por ativar a expressdo do RNAm deste transportador o que permitiu uma
grande disponibilidade de L-arginina para a produgéo de NO, mesmo com o desvio para

a via da ornitina, levando ainda assim a uma efetividade microbicida.
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6 — Conclusao
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A realizacdo deste trabalho permitiu identificar e caracterizar in vitro, em parte,
o perfil de ativacdo de macrdfagos, importante componente da resposta imune inata, que
a C. pseudotuberculosis CP13 induz no hospedeiro; mostrando que ha pouca diferenca
em os macrdfagos respondem a linhagem selvagem T1 e mutante CP13. A principal
diferenca entre as duas foi a inducdo do perfil diferente de citocinas, sendo que CP13,
levou a maior producdo da citocina IL-10. Isto sugere que o mecanismo pela qual a
linhagem CP13 induz uma efetiva resposta imune no hospedeiro, ap6s desafios, deve
esta relacionada a algum mecanismo, talvez induzindo uma forte resposta imune com
boa producdo de fatores microbicidas, como NO e o TNF-a, além de produzir uma
resposta imunomodulada, com boa producdo de citocinas anti-inflamatdrias. Entéo,
considerando os resultados deste trabalho, € importante que sejam realizados trabalhos
complementares para um total entendimento de como esta linhagem vacinal protege o
hospedeiro, uma vez que, a partir deste entendimento, sera possivel elucidar novas

estratégias de protecdo contra a C. pseudotuberculosis.
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7 - Perspectivas
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Testar in vivo o perfil de producdo de citocinas e imunoglobulinas em camundongos
imunizados com a linhagem mutante CP13 e desafiados com linhagem selvagem MICB,
altamente virulenta e T1 de C. pseudotuberculosis. Este experimento proposto
proporcionara uma complementacao do perfil de resposta imunolodgica in vitro, uma vez

que a resposta in vivo leva em conta outras variaveis.
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