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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma enfermidade que afeta principalmente caprinos e ovinos,
cujo agente etioldgico é Corynebacterium pseudotuberculosis. E caracterizada pela formagio
de granulomas em linfonodos externos e internos, visceras e érgdos como os pulmdes, rins e
figado. A disseminacdo da linfadenite caseosa nos rebanhos é expressiva e 0 prejuizo é
significativo com perdas econdmicas evidentes. Vacinas comerciais disponiveis ndo oferecem
protecdo adequada aos animais. Os processos do hospedeiro que séo inibidos por bactérias
patogénicas incluem a fusdo do fagossoma com lisossomos, apresentacdo de antigenos, a
apoptose e a estimulacdo de respostas bactericidas, devido a ativagdo de vias de sinalizagdo
envolvendo proteina quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs). Estudos acerca da patogénese
da LC indicam que a inducdo das respostas imunes humoral e celular sdo fundamentais para o
controle da infeccdo. A compreensao e caracterizacdo das proteinas bacterianas responsaveis
pela inducdo da resposta imune do hospedeiro se faz necesséria para o entendimento da
dindmica da infeccdo. O presente estudo objetivou investigar o envolvimento das vias MAPK
(MAPK p38, ERK 1 e 2, e JNK 1,2,3) na resposta imunoldgia de camundongos infectados,
sob estimulo de antigenos recombinantes desta bactéria, através da avaliacdo dos niveis de
Oxido Nitrico, e dos padrdo de expressdo de células CD4+ , CD8+ e FOXP3+, durante um
periodo de 30 dias de infeccdo com cepa virulenta de C. pseudotuberculosis. Os camundongos
Swiss (n = 12) foram divididos em dois grupos, um deles foi infectado com 10? unidades
formadoras de coldnias (UFC) de estirpe virulenta ER1409 e outro controle (sem infeccdo).
Os esplendcitos murinos foram tratados com inibidores especificos (inibidor de MAPK p38,
inibidor ERK 1/2 ou inibidor da JNK 1, 2,3) e cultivadas sob estimulo dos antigenos
recombinantes de C. pseudotuberculosis (rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582-G04-, rCP7041-
G10). A anélise demonstra diferengas nos niveis de NO entre os grupos (controle X infeccéo)
nas condicBes de cultivo empregadas: branco (células), estimulos e inibidores das vias MAPK
(p<0,001). Todavia, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de NO entre
os inibidores das vias MAPK p38, ERK 1/ 2 e JNK 1, 2 e 3 em nenhuma das situagdes
analisadas. Com relacdo a producdo de IgG, os niveis mais expressivos de subclasses desta
imunoglobulina produzidas com 30 dias de infeccdo foram 1gG2a e 1gG2b, sem diferenca
estatisticamente significativa entre os animais infectados e controles. Pdde-se observar
também que para os marcadores CD3/CD4+ houve diferenca entre os grupos (controle e
infeccdo) apenas quando o antigeno G04 (rCP5582) foi usado como estimulo (p=0,011). No
entanto ndo houve diferenca estatisticamente significante na expressao do marcador FOXP3
entre os grupos (controle e infeccdo) em nenhum dos estimulos / inibidores utilizados.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Linfadenite caseosa, Antigenos
recombinantes, MAPK.
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ABSTRACT

Caseous lymphadenitis (CL) is a disease that primarily affects in ovine goats, with etiological
agent Corynebacterium pseudotuberculosis. It is characterized by the formation of
granulomas in external and internal lymph nodes, and organs such as the lungs, kidneys and
liver. The CL in the herds is significant and the loss is significant with evident economic
losses. Commercial vaccines available not available for animals. Host processes that are
inhibited by pathogenic bacteria include a fusion of phospho-mycosisomes, antigen
presentation, apoptosis, and bactericidal stimulation, due to the activation of signaling
pathways involving mitogen-activated kinases (MAPKS). Studies on the pathogenesis of CL
indicate that the induction of humoral and cellular immune responses are fundamental for the
control of the infection. The present study aimed to investigate the involvement of the MAPK
pathways (MAPK p38, ERK 1 and 2, and JNK 1,2,3) in the immunological response of
infected mice under stimulation of recombinant antigens of this bacterium through the
evaluation of Nitric Oxide levels , And the expression pattern of CD4 +, CD8 + and FOXP3 +
cells during a 30-day period of infection with virulent C. pseudotuberculosis strain. Swiss
mice (n = 12) were divided into two groups, one of which was infected with 102 colony-
forming units (CFU) of virulent strain ER1409 and another control (no infection). Murine
splenocytes were treated with specific inhibitors (inhibitor of p38 MAPK, ERK 1/2 inhibitor
or JNK inhibitor 1,2,3) and cultured under stimulation of the recombinant antigens of C.
pseudotuberculosis (rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582-G04 -, rCP7041-G10). The analysis
demonstrates differences in NO levels between the groups (control and infection) in the
culture conditions employed: white (cells), stimuli and inhibitors of MAPK pathways (p
<0.001). However, there was no statistically significant difference in NO levels between the
inhibitors of MAPK p38, ERK 1/2 and JNK 1, 2 and 3 in any of the situations analyzed.
Regarding 1gG production, the main subclasses of this immunoglobulin produced during the
30 days of infection were IgG2a and 1gG2b, a statistically significant difference between the
infected and control animals. It was also observed that for CD3 / CD4 + markers there was a
difference between the groups (control and infection) only when the G04 antigen (rCP5582)
was used as a stimulus (p = 0.011). However, there was no statistically significant difference
in the expression of the FOXP3 marker between the groups (control and infection) in any of
the stimuli / inhibitors used.

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis, recombinant antigens, MAPK.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patdgeno intracelular facultativo de
macrofagos que se destaca na pecuaria mundial por ser o agente etiolégico da linfadenite
caseosa (LC) em caprinos e ovinos. A incidéncia da LC é relatada em diversos paises, como
Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos, Canadad e Brasil (AL-
RAWASHDEH & AL-QUDAH, 2000; CONNOR et al., 2000; BEN SAID et al., 2002;
BINNS et al., 2002; ARSENAULT et al., 2003; PATON et al., 2003).

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infecto contagiosa crénica, transmitida
principalmente através da pele, acomete pequenos ruminantes, é caracterizada pela formacéo
de granulomas em linfonodos externos e internos e em visceras como 0s pulmdes, rins e
figado (BAIRD & FONTAINE, 2007; KURIA et al., 2001; PEKELDER, 2000; SMITH &
SHERMAN, 1994; SOARES, VIANA & LEMOS, 2007). A disseminacdo da linfadenite
caseosa nos rebanhos € expressiva e 0 prejuizo é significativo com perdas econémicas
evidentes.

A resisténcia adaptativa a infeccdo causada por bactérias intracelulares facultativas
tais como C. pseudotuberculosis, estd relacionada as células T CD4" e, mais
especificamente, aos clones que produzem as citocinas de tipo Thl, principalmente IFN-y e
TNF-a. Estas citocinas pro-inflamatdrias aumentam a atividade bactericida de macrofagos e
ativar linfocitos T CD8" (SILVA, et al., 2001; VALE, et al.,2016).

A dindmica da resposta imunoldgica a infeccdo s6 pode ser compreendida se houver
a caracterizacdo das proteinas bacterianas responsaveis pela indugdo da resposta imune do
hospedeiro (SEYFFERT et al., 2011) assim como estudos para determinacdo de condicdes
apropriadas para inducdo de resposta imune a antigenos, incluindo a definicdo de adjuvantes,
vias de administracdo e protocolos de imunizacdo, 0s quais sd0 importantes no
aperfeicoamento de uma vacina eficaz (ABATH et al., 1998; COSTA, 2002; GRIFFIN,
2002).

Os processos do hospedeiro que sdo inibidos por bactérias patogénicas incluem a fusdo
do fagossoma com lisossomos, apresentacdo de antigenos, a apoptose e a estimulagdo de
respostas bactericidas, devido a ativagdo de vias de sinalizagdo envolvendo proteina quinases
ativadas por mitdégeno (MAPKS), o interferon-y (IFN-y) e célcio (Ca2 +) (KRACHLER et al.,
2011).

As proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPK) sdo uma subfamilia de

proteinas cinases especificas de serina / treonina. MAPKS sdo expressas por todos os tipos de
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células e respondem a estimulos extracelulares (mitdgenos) que medeiam a transducdo de
sinal desde os receptores da superficie celular aos nicleos (NUMAZAWA et al., 2003; SON
et al., 2011). As MAPKSs fazem parte de um sistema de fosforilagdo em que trés cinases séo
ativadas sequencialmente (BOUTROS et al., 2008; JOHNSON e LAPADA, 2002), sdo
expressas em células de mamiferos e traduzem sinais em resposta a fatores de crescimento,
citocinas pré-inflamatorias e condicdes de stress. (SOUZA, et al.,2014)

Visando a busca de antigenos imunoprotetores de C. pseudotuberculosis o
Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular (Labimuno) do Instituto de Ciéncias da
Saude — ICS/UFBA, o qual possui uma linha de pesquisa relacionada ao estudo do
Corynebacterium pseudotuberculosis desde 1990, se concentrou em estudar a resposta
imune estimulada pelo patégeno em caprinos inoculados experimentalmente (MEYER et al.,
2002, 2005; PAULE et al., 2003, SOUZA et al., 2014, VALE, et al.,2016) e determinar
quais as proteinas antigénicas que sdo reconhecidas pelo organismo animal e que constituem
potenciais imunogenos para o desenvolvimento de uma vacina eficaz (VALE et al., 2003;
MEYER et al., 2005; PAULE et al., 2004a; PAULE et al., 2004b). Contudo, apesar da
identificacdo de diversas moléculas imunogénicas, essas proteinas ainda ndo foram
caracterizadas, o que dificulta a sua utilizag&o.

Ao estudar os mecanismos de viruléncia que patdgenos utilizam para propagarem-se
em um hospedeiro ndo so indica potenciais alvos para o tratamento, mas também muitas vezes
fornece “insights”” sobre as moléculas do hospedeiro afetadas.

Neste contexto, o estudo da resposta imune de esplendcitos de camundongo
infectados por C. pseudotuberculosis virulenta e estimulados por proteinas recombinantes
desta bactéria, assume especial importancia, uma vez que ainda pouco se sabe sobre a
interacdo de C. pseudotuberculosis e seu hospedeiro.

Neste trabalho utilizou-se esplendcitos de camundongos Swiss para avaliar o
potencial envolvimento das vias de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgenos
na inducdo de producdo de Oxido nitrico, sob estimulo das proteinas recombinantes rPLD,
rCP40, rPKnG, rCP5582, rCP7041 de C. pseudotuberculosis, bem como a proliferacdo de
Linfocitos TCD4", TCD8", células Treg FOXP3+.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO MICROORGANISMO

Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etiolégico da linfadenite caseosa (LC)
em ovinos e caprinos € um bacilo pequeno (1-3 pum de comprimento x 0,5-0,6um de
didametro), Gram positivo, ndo esporulado, pleomdrfico em lesGes naturais, anaerobia
facultativa, sendo um parasita intracelular facultativo que se multiplica no interior de
macrofagos (Fontaine e Baird, 2008; Hoelze, 2013). O patdégeno também é causador de
linfangite ulcerativa em equinos e de diversas outras doengas supurativas em outros
mamiferos, incluindo o homem (Ventura et al., 2007; Pacheco et al., 2011), o que lhe
confere um importante e significativo potencial zoonético (BASTQOS, 2012).

O género Corynebacterium é composto por 50 espécies, algumas das quais podem ser
patogénicas para animais e plantas. Este género pertencente ao grupo CMN
(Corynebacterium, Mycobacterium e Nocardia) juntamente com Rhodococcus (HARD, 1975;
SONGER et al., 1988; SONGER, 1997; PAULE et al., 2004), é um grupo heterogéneo mas
com caracteristicas diferenciadas, tais como uma parede celular peculiar composta por acido
micoélico e arabinogalactose e um alto contetdo de guanina e citosina (47-74%) em seu
genoma (GARG et al., 1985; GOODFELLOW, 1989; FUNKE et al., 1995; NAVAS, 1996;
DORELLA et al., 2006).

Essa bactéria é classificada em dois biovares (Biberstein et al., 1971), o biovar ovis
que afeta principalmente ovinos e caprinos causando abscessos superficiais e viscerais, e 0
biovar equi, que afeta principalmente equideos, causando linfangite ulcerativa das
extremidades distais, abscessos ventral do térax e abddémen, e furunculose (Connor et al.,
2000). A existéncia desses dois biovares foi confirmada por técnicas moleculares (Sutherland
et al., 1996; Connor et al., 2007).

A classificacdo fenotipica de C. pseudotuberculosis é fundamentada nas caracteristicas
de cultivo microbiano e em provas bioquimicas (LEARDINI et al., 2002). As condicdes
Otimas para seu crescimento sdo temperatura a 37°C com pH variando entre 7,0 e 7,2
(Benham et al., 1962; Merchant & Packer, 1975), mas de acordo com Batey (1986a) pode
crescer bem em uma faixa de pH de 7,0-8,0. C. pseudotuberculosis é um organismo exigente
do ponto de vista nutricional, crescendo bem em meios enriquecidos como agar sangue,
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) ou meio &gar enriquecido com soro animal. Seu cultivo

em meio BHI melhora quando é complementado com extrato de levedura, triptona ou
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lactalbumina (Cameron & Swart, 1965). Seu crescimento em meio de cultura sélido comeca
inicialmente na superficie do agar e, em seguida, torna-se organizado em grupos ou em
palicada, assumindo uma coloracdo creme amarelada; as col6nias sdo secas, opacas e
concentricamente aneladas, que ap6s varios dias de incubagcdo podem chegar a 3 mm de
didmetro (QUINN et al., 1994).

Algumas caracteristicas bioquimicas foram propostas para identificar C.
pseudotuberculosis dentro do grupo das corinebactérias: a atividade pirazinamidase negativa,
prépria de C. pseudotuberculosis, C. diphteriae e C. ulcerans, as atividades urease e
fosfolipase D positivas, proprias de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans e a atividade de
fermentacdo do amido (ROGOSA e outros 1974; BARKSDALE e outros 1981; MUCKLE E
GYLES, 1982). Desta forma, esta bactéria é caracterizada bioquimicamente pela producédo de
catalase, fosfolipase D, urease e fermentacdo de carboidratos, como maltose, glicose, manose
e galactose (MERCHANT & PACKER, 1975). Ndo fermenta a lactose, ndo produz gas
(MUCKLE & GYLES, 1982; SONGER et al., 1988; COSTA et al., 1998), ndo tem atividade
proteolitica, ndo apresenta capacidade de hidrolisar gelatina, nem de digerir caseina, e sdo
oxidase negativos (MERCHANT e PACKER, 1975; QUINN et al., 1994).

No que se refere a redugdo de nitrato, sugere-se que ha dois bidtipos baseados na
producdo de nitrato redutase, demonstrado por analise com enzimas de restricdo (Batey,
1986b). A reducéo de nitrato a nitrito caracteriza cepas que infectam principalmente cavalos
(biovar equi) e apresenta sensibilidade a estreptomicina, enquanto as cepas que infectam
ovinos e caprinos (biovar ovis) sdo principalmente negativas para nitrato e resistentes a
estreptomicina (COSTA et al.,, 1998); bovinos seriam infectados por ambas as cepas
(SONGER et al., 1988; SUTHERLAND et al., 1996).

Devido a importancia da bactéria C. pseudotuberculosis, varios genomas de diferentes
linhagens desta espécie ja foram sequenciados ou estdo com o0 sequenciamento em
andamento. A partir destes dados pode-se desenvolver ferramentas Uteis para andlises
comparativas que auxiliardo na elucidacdo de mecanismos de viruléncia e patogenicidade
(SOARES et al., 2013).
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2.2. ASPECTOS GERAIS DA INFECCAO POR Corynebacterium pseudotuberculosis

2.2.1 Linfadenite caseosa

A LC é uma doenca infecciosa crbnica caracterizada pela formacdo de granulomas
(WILLIAMSON, 2001). E considerada uma doenca de ocorréncia mundial, sendo descrita em
paises que possuem significativa populacdo de caprinos e ovinos, como Australia, Estados
Unidos, Nova Zelandia e Brasil (PATON et al., 2005).

Caracterizada pela necrose das glandulas linfaticas, a doenca é geralmente classificada
como uma doenca cutanea e visceral, porém na maioria dos casos, 0s animais infectados
apresentam as duas formas da doenca (PIONTKOWSKI & SHIVVERS, 1998; SCOTT,
2007). Na forma cutanea tem-se a formacdo de granulomas em linfonodos superficiais,
principalmente os parotidios, submandibulares, popliteos, pré-crurais, supra-mamarios e pré-
escapulares, e em tecidos subcuténeos, sendo a forma clinica mais frequente, com tamanhos
que variam entre 3 e 12 cm de didametro (KURIA et al., 2001; CHIKHAQUI et al., 2013),
contendo uma secrecao purulenta de aspecto leitoso e esbranquicado (AL-GAABARY et al.,
2009). Na forma visceral ha presenca de granulomas nos linfonodos internos (mesentéricos e
mediastinicos) e em érgdos como pulmdes, bago, rins, figado, medula e no sistema reprodutor
(CHIRINO-ZARRAGA et al., 2006; DORELLA et al., 2006; VALDIVIA et al., 2013).

Quando a infeccdo afeta o sistema respiratdrio, os sinais clinicos incluem perda de
peso, dispnéia, taquipnéia e tosse cronica. Podendo contribuir para perda de peso crénica com
consequente subfertilidade e diminuicdo da producdo de leite e 1&. As infeccBes também
podem ser assintomaticas, dificultando as analises epidemioldgicas sobre a prevaléncia da
doenca (PATON et al., 1994; ARSENAULT et al., 2003).

Tendo em vista que os casos de Linfadenite Caseosa em humanos sao relatados por
profissionais ligados a criacdo dessas espécies, a LC é considerada uma zoonose ocupacional.
Foram relatados, aproximadamente 25 casos de infeccdo em humanos com este
microrganismo (MILL et al.,1997; PEEL et al., 1997; LIU et al., 2005), onde a transmissao
do agente para 0 homem pode ocorrer por contato com o material caseoso advindo dos
abscessos da pele, linfonodos, e, ocasionalmente, pela ingestdo do leite de animais que
apresentam mastite (RIBEIRO et al.,2001).
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2.2.2 Dados epidemioldgicos e econdmicos

A linfadenite caseosa tem distribuicdo mundial e geralmente segue a distribuicdo dos
rebanhos de ovinos e caprinos. A disseminagdo da doenca no mundo provavelmente ocorreu
através da importacdo de animais infectados (Baird & Fontaine, 2007). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saide Animal, entre os 201 paises que relataram suas situacdes
sanitarias, 64 declararam a presenca de animais com linfadenite caseosa dentro de suas
fronteiras em 2009 (Ruiz et al., 2011). Estes paises sdo distribuidos nas Américas (19 de
42paises), Africa (18 de 51), Asia (11 de 43), Europa (14 de 51) e Oceania (2 de 14) (OIE,
2009).

Contudo, um nUmero razoavel de paises com problemas referentes a esta doenca
provavelmente ainda podem ter dados subnotificados (Guimarées et al., 2011; Kumaret al.,
2012). Entretanto, a importancia do estudo da LC para o Brasil pode ser estimada com base
no aumento da ovinocaprinocultura e, consequentemente, pelo impacto econémico desta
doenca, principalmente para os pequenos produtores (Sa et al., 2013). Dados do IBGE (2015)
mostram que o Brasil possui aproximadamente 18 milhdes de ovinos e 10 milhdes de
caprinos. Na regido Sul do Brasil esta concentrada cerca de 30% do rebanho ovino e 3,8% do
caprino, localizados principalmente nos Estados do Parand e Rio Grande do Sul. Neste
contexto, a atividade pecuaria destes rebanhos constitui uma importante fonte de alimento e
de renda no Nordeste brasileiro, onde se localiza cerca de 55% do rebanho ovino e 90% do
rebanho caprino do Pais, com destaque para os Estados da Bahia, Pernambuco, Piaui e Ceara.
(GUIMARAES et al., 2011; IBGE, 2015).

No Brasil, o primeiro relatorio de linfadenite caseosa foi feito por Duport em 1918
(Garcia et al., 1987). Um estudo soroepidemioldgico ELISA feito no Estado de Minas Gerais
encontrou valores de prevaléncia de 75,8% para ovinos (GUIMARAES et al., 2009a).

A Babhia, por ser a maior produtora de caprinos e a segunda maior de ovinos do pais
com 33,7% e 19,1%, respectivamente, do efetivo nacional (BRASIL, 2007), € o estado
nordestino mais afetado, principalmente nas regides semiaridas, onde os animais sdo criados
de forma extensiva na vegetacdo espinhosa da Caatinga, favorecendo, assim, a contaminacao
dos animais e a disseminagéo da doenga.

Um estudo soroldgico realizado no ano de 2003 em 19 municipios do semiarido
baiano demonstrou um percentual médio de 46,66% da prevaléncia desta doenga em caprinos.

Entretanto nas trés microrregides estudadas, a do Baixo e Médio S&o Francisco evidenciou
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uma soro-prevaléncia de 58,01%, a do Piemonte da Diamantina, 37,76% e na microrregido
Nordeste constatou-se 31,67%. Para os autores, as variagfes percentuais apresentam um
comportamento relativamente homogéneo, quando se considera a mesma regido, e que
provavelmente estas diferencas nos percentuais estejam relacionadas com o tamanho da
populacéo caprina e as densidades populacionais (MEYER, 2003).

Loreiro (2012), utilizando uma soroteca com 690 amostras ovinas, coletadas no ano de
2008, em 37 municipios estado da Bahia, com o apoio da Associacdo de Criadores de
Caprinos e Ovinos da Bahia (ACCOBA) e da Agéncia Estadual de Defesa Agropecudria da
Bahia (ADAB) obteve uma prevaléncia aparente de 21,8% de ovinos de raga definida
soropositivos para infeccdo por C. pseudotuberculosis, sendo a prevaléncia real, calculada
segundo Noordhuizen et al. (1997), de 22,1% de soropositivos. Neste trabalho foram
amostrados 690 dos 145.438 animais registrados na Associacdo Brasileira dos Criadores de
Ovinos (ARCO), sendo que esses ovinos em sua maioria eram das ragas Dorper e Santa Inés e
pertenciam a 54 produtores diferentes. A pequena diferenca estatistica entre a prevaléncia
obtida e a real se deve ao fato do ELISA utilizado ter alta sensibilidade e especificidade, o que
aproxima os dados obtidos da prevaléncia real, segundo Noordhuizen et al. (1997).

As perdas econdmicas decorrentes dessa doenca se devem a diminui¢do na producao
de leite e ganho de peso, associadas a reducao do valor das peles devido as cicatrizes, além do
custo com farmacos e mao de obra necessaria para o tratamento de granulomas superficiais
(HOELZEET al., 2013). Estes prejuizos aumentam quando os linfonodos afetados estdo em
areas criticas (mandibula, regido crural, Ubere), afetando a mastigacdo e a locomog¢édo com o
consequente efeito na producdo de leite, I& e carne (AI-GAABARY et al., 2009;
GUIMARAES et al., 2011).

Os prejuizos na induastria se devem a menor porcentagem de utilizacdo das carcacas de
animais afetados, danos a pele, juntamente com a necessidade de inspecdo detalhada das
carcacas (GUIMARAES et al., 2009b). No Nordeste brasileiro, onde ovinos sio importantes
fontes de alimento e renda, a situacdo é ainda mais critica devido ao tipo de vegetacdo
(espinhosa) e ao baixo nivel de escolaridade dos agricultores (UNANIAN et al., 1985).
Também esta se tornando um problema para as regides Sudeste, Norte e Centro-Oeste, onde
esta atividade cresce rapidamente, afetando negativamente a indudstria de processamento de
carne (GUIMARAES et al., 2009a).
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2.2.3 Transmissao da infeccdo

A transmissdo e disseminacdo do bacilo estdo relacionadas com a sua resisténcia as
condigdes ambientais encontradas na criagdo dos animais (AUGUSTINE &
RENSHAW,1986; YERUHAM et al., 2004). C. pseudotuberculosis é resistente a
temperaturas baixas e locais umidos, podendo sobreviver por até oito meses no solo, por
quatro meses em galpbes de tosquia, e por dois meses em feno e materiais contaminados
(RADOSTITS et al., 2002).

A ruptura do granuloma superficial libera grande nimero de bactérias vidveis na pele,
e pode rapidamente contaminar o ambiente imediato (BAIRD e FONTAINE, 2007). Uma vez
que as bactérias sdo capazes de sobreviver por extenso periodo de tempo (meses a anos) no
ambiente, esta pode alojar-se em superficies e continuamente infectar animais que entrem em
contato com elas (PEPIN et al., 1999).

Animais infectados que ndo apresentam sintomas clinicos podem eliminar a bactéria
através de suas vias respiratorias; mesmo sendo demonstrado que granulomas pulmonares tém
um coeficiente de transmissdo pequeno, eles sdo mais importantes para a manutencdo da
infeccdo no rebanho na fase endémica (O’REILLY et al., 2008; BASTOS et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos ressaltam que a presenca de reprodutores (machos)
soropositivos no rebanho; animais com abscessos superficiais, com sinais de doenga
respiratoria, ocorréncia de falhas reprodutivas e animais em péssimas condi¢des fisicas no
rebanho foram responsaveis pelo aumento da soroprevaléncia de 13.2% para 62.5% em 6
anos, em rebanhos de caprinos leiteiros na Polonia (KABA et al., 2011).

No entanto, a transmissdo pode ocorrer atraves do contato direto ou indireto com o pus
dos granulomas em animais doentes (NAIRN & ROBERTSON, 1974). Materiais que sdo
utilizados no manejo dos animais, tais como os usados durante a identificacdo, a castracao,
marcadores auriculares, tatuadores, maquinas de tosquia, drenagem de abscessos, bem como
contato com um pedaco ndo cauterizado do umbigo podem transmitir o agente
(BRAVERMAN et al., 1999).

Indiretamente, alguns vetores, tais como insetos, devem ser considerados na
transmisséo da doenca, uma vez que C. pseudotuberculosis ja foi isolado a partir da superficie
corporal, intestinos e fezes de moscas domésticas. (COSTA et al.,1998).

Constitui outro agravante, o uso de cercas de arame farpado ou calhas e estacas
afiadas, com arestas cortantes, pode causar lesées na pele dos animais, abrindo passagem para

a entrada de bactérias (Guimaraes et al., 2009a). Ressalta-se ainda, que no Nordeste brasileiro,
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as bactérias podem penetrar via transcutdnea ou através de feridas na pele causadas pela
vegetacdo da caatinga da regido que pode lesionar a pele de animais, aumentando a exposi¢do
a contaminagdo (ALVES et al., 2007; BAIRD e FONTAINE, 2007; GUIMARAES et al.,
2011).

Apesar dos ovinos e caprinos serem 0s animais mais comumente infectados por C.
pseudotuberculosis, a LC pode ser considerada um problema de salde publica emergente,
pois tem a capacidade de produzir a toxina da difteria como consequéncia de uma
lisogenizacdo com o fago da difteria, o que levou as autoridades de muitos paises a induzir
seus servicos de saude a considerar as doencas causadas por todas as espécies de
Corynebacterium, que incluem C. pseudotuberculosis e C. ulcerans, no diagnostico
diferencial desta enfermidade (MAXIMESCU et al., 1974). Por muitos anos foi requerida a
notificacdo de C. pseudotuberculosis toxigénica em qualquer 6rgao de controle nacional das
doencas transmissiveis (DEWINTER et al., 2005).

2.2.4 Diagnostico e tratamento

No decorrer dos anos inumeros testes sorologicos foram desenvolvidos na tentativa de
superar o problema dos animais com casos assintomaticos da LC, incluindo o teste de soro
aglutinacdo (AWAD, 1960), a imunodifusdo em gel (BURREL, 1980; ANDERSON E
NAIRN, 1984), a inibicdo da hemdlise (BURREL, 1980a) e diferentes ensaios de ELISA,
como ELISAs indiretos utilizando varias preparacdes da célula bacteriana, proteinas
secretadas e a toxina PLD de C. pseudotuberculosis (DERCKSEN et al., 2000;
CARMINATTI et al., 2003; BINNS et al., 2007), ELISA sanduiche com PLD (TER LAAK
et al., 1992; DERCKSEN et al., 2000) e ELISA para detectar interferon gama (IFN-y) como
um marcador de imunidade mediada por células contra C. pseudotuberculosis (PRESCOTT et
al., 2002; MENZIES et al., 2004).

Contudo, a maioria destes testes ndo possui sensibilidade e especificidade
suficientemente satisfatdrias, e ndo permite a diferenciacdo entre os animais infectados e os
vacinados.

O diagnostico padrdo atual, da LC baseia-se na cultura bacterioldgica seguida por
identificagdo bioquimica dos isolados, atraves do teste bioquimico API Coryne system (API-
bioMérieux, Inc., La Balme les Grottes, France), o qual consiste em 21 testes bioquimicos que

podem ser realizados entre 24 e 48h.
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Com base na reacdo de PCR multiplex (mPCR), Pacheco et al., (2007) utilizaram
multiplos loci, para amplificar simultaneamente trés sequéncias de genes especificos a partir
do material purulento presentes nos granulomas, como: 16S rRNA, gene de escolha no estudo
de taxonomia bacteriana; rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), amplamente usado
para analises filogenéticas; e PLD (fosfolipase D), que codifica uma exotoxina associada com
a viruléncia de C. pseudotuberculosis, C. ulcerans e Arcanobacterium haemolyticum. Esta
proposta se mostrou tdo especifica quanto a cultura bacteriana seguida de testes bioguimicos.

O uso de antibidticos para o tratamento da doenca pode ser realizado, porém nao é
considerado financeiramente vidvel para os criadores. Apesar da bactéria ser sensivel a varios
tipos de antibidticos in vitro, in vivo ndo se observa a mesma sensibilidade (OLSON et al.,
2002), visto que a droga ndo consegue ultrapassar os granulomas, o que torna a terapia
ineficiente (COSTA et al. 2011).

O tratamento dos animais infectados ainda consiste na drenagem dos granulomas
seguido pela limpeza e cauterizagdo quimica, geralmente com iodo a 10%, ap0s a remocao do
linfonodo superficial afetado (NOZAKI et al., 2000). Embora seja uma medida de controle
importante o procedimento ndo é tdo eficaz como se esperava devido a presenca de
granulomas internos (PATON et al., 2003). A drenagem do abscesso deve ser feita de forma
que evite a contaminagdo ambiental, com a desinfeccdo do material cirdrgico e incineracao
dos materiais descartaveis (GUIMARAES et al., 2011). A exciso cirurgica dos linfonodos
superficiais € uma op¢do muito utilizada, porém ndo elimina por completo as bactérias, e
contribui para a disseminacdo e contaminagdo ambiental. O diagnostico precoce da doenca é
essencial para a separagdo de animais infectados do rebanho para conter os prejuizos causados
aos criadores.

Apesar de a excisdo cirdrgica dos linfonodos superficiais ser uma opc¢do muito utilizada,
ndo elimina por completo as bactérias, e contribui para a disseminacdo e contaminagédo
ambiental. Sendo assim, o diagndstico precoce da doenca é essencial para a separacdo de
animais infectados do rebanho para conter os prejuizos causados aos criadores.

2.2.5 Patogenia

No que tange a inter-relagdo patogenia x imunologia da LC, o patdgeno ao penetrar no
hospedeiro, € capturado localmente por células fagocitérias, neutréfilos e macréfagos. Assim,
apos a fagocitose, o fagossomo se funde ao lisossomo; contudo, a bactéria continua a se

multiplicar dentro dos fagolisossomos, onde sobrevive a acdo de enzimas fagolisossdmicas
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com ajuda da camada lipidica externa da parede celular levando a degeneracdo e morte celular
dos macrofagos (DORELLA et al., 2006; BAIRD & FONTAINE, 2007). Apds penetrar no
hospedeiro através das mucosas ou de feridas na pele, a bactéria dissemina-se, com tropismo
pelo sistema linfatico aferente, linfonodos locais e 6rgdos internos (BATEY, 1986a).

Esta incapacidade por parte dos macrofagos de eliminar a bactéria pode ser devida,
além da presenca da camada lipidica, mas também da incapacidade destes de produzir éxido
nitrico. O 6xido nitrico é um potente efetor na eliminacdo de patdgenos intracelulares e a
inibicdo da producdo de Oxido nitrico em macrofagos pulmonares de ovinos se deve a
componentes antigénicos de C. pseudotuberculosis (HARD, 1969; BOGDAN et al.,1997).

A camada lipidica da parede desta bactéria tem a capacidade de inibir a fagocitose,
aumentando a sua viruléncia (citotoxicidade) e a sobrevivéncia no interior dos macrofagos
(DORELLA et al., 2006). Granulomas sdo formados pela liberacdo de enzimas lisossémicas
(BAIRD & FONTAINE, 2007). Além de participar da patogenicidade, o acido micélico
parece ser importante na sobrevivéncia dessa bactéria no ambiente (WEST et al., 2002).

Lesdes granulomatosas sdo formadas por um centro necrético contendo pus de cor
verde-amarelado, cercado por camadas concéntricas de células do sistema imune delimitadas
por uma capsula de tecido conjuntivo. A consisténcia do material purulento que evolui de
liquido, no inicio da formacao do granuloma, a pastoso, chegando a caseoso nas lesdes antigas
(PEPIN, et al., 1994).

As fases da infeccdo por LC tém sido divididas em uma fase inicial (1-4 dias pos-
infeccdo) caracterizada pelo recrutamento de neutrofilos para o local da inoculacdo e
linfonodos de drenagem; uma fase de amplificacdo (5-10 dias p6s-infeccdo) caracterizada
pelo desenvolvimento de piogranuloma, e uma fase de estabilizagdo, caracterizada pela
maturacdo e persisténcia do piogranuloma (PEPIN et al., 1997).

Este patdgeno é capaz de sobreviver a fagocitose, evitando sua eliminagdo pelas
celulas do sistema imune, induz resposta inflamatoria com formagdo de tecido fibroso em
torno a infec¢do (PUGH, 2005), produz uma exotoxina (fosfolipase D) que correspondente a
fracdo protéica de 31,5 KDa (ELLIS et al., 1990; COSTA, 1998) que permite sua
disseminacédo no interior do hospedeiro e possui em sua superficie um lipideo tdxico, que lhe
permite sobreviver no interior dos macréfagos (JONES, T.C et al., 2000).

Na patogenia da doenca a secrecdo da fosfolipase D, capaz de converter
esfingomielina em N-acetiesfingosil (ceramida), uma esfingomielinase, aumenta localmente a
permeabilidade vascular, levando a disseminacdo do patdgeno no interior do hospedeiro
(JOLLY, 1965; CARNE & ONON, 1978; HODGSON et al., 1992).
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2.3 RESPOSTA IMUNE A Corynebacterium pseudotuberculosis

O conjunto global dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra a infec¢do pode
ser dividido em mecanismos inatos, que preexistem nos individuos e atuam na fase inicial da
infeccdo, e mecanismos induzidos ou adaptativos, que envolvem a geracdo de células
efetoras antigeno-especificas contra o patdgeno invasor e de células de memoria que
previnem as infec¢des subsequentes (JANEWAY e TRAVERS, 2014).

Na resposta imune inata, os neutrofilos e macréfagos sdo as principais células
envolvidas no inicio da infeccdo e a presenca destes tipos celulares pode ser critica no
estabelecimento de uma resposta protetora a infeccdo priméaria e também secundéria a LC
(HARD, 1969; JOLLY, 1965a; LAN et al. 1999). Além disso, o predominio inicial de
macrdfagos esta relacionado a uma rapida resolucdo da infeccdo, enquanto que a maior
presenca de polimorfonucleares neutrdfilos levaria, numa etapa seguinte, a uma infeccdo
cronica (JOLLY, 1965). Entretanto, bactérias intracelulares patogénicas sendo resistentes a
degradacdo dentro dos fagdcitos, tendem a causar infeccBes cronicas, dificeis de serem
erradicadas (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; REINOUT et al., 2002).

A fagocitose é a primeira linha de defesa e o principal mecanismo da imunidade
natural (ou inata) contra bactérias intracelulares. A resisténcia a fagocitose e & digestdo
lisossomal, por sua vez, sdo mecanismos de escape deste tipo de agente, que podem levar a
formacéo de lesbes cronicas ou recidivantes (ABBAS et al., 2015).

Os neutrofilos sdo células essenciais para a defesa contra a infeccdo primaria,
atuando para restringir o crescimento bacteriano ou agindo sobre as células infectadas de
forma independente das atuacGes dos macréfagos e das células Natural Killer - NK
(CONLAN NORTH, 1991; ROGERS & UNANUE, 1993; SJIOSTEDT et. al., 1994). Em
camundongos onde a atuacdo destas células foram bloqueadas, através da utilizagdo de
anticorpos monoclonais, e infectados com a Francisella tularensis ou Listeria
monocytogenes, microrganismos intracelulares facultativos, demonstram que os neutréfilos
sd0 essenciais para restringir o crescimento destas bactérias, antes que elas sejam capazes de
atingir numeros suficientes para oprimir o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
(CONLAN & NORTH, 1991; SJOSTEDT et. al., 1994).

Por outro lado, os macréfagos, atuam na eliminag¢do dos microrganismos fagocitados
principalmente pela atuacdo do 6xido nitrico (NO), gas soluvel altamente lipofilico,
produzido pela enzima Oxido nitrico sintetase (INOS). Esta producdo pode ocorrer,

prioritariamente, pela agdo de citocinas pro-inflamatorias, como INF-y e TNF-q
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(MACHADO, 2004; MAYER, 2006, PEPIN el al., 1992). Por possuir acio citotoxica e
citostatica, o NO promove a destrui¢do de microrganismos através da sua ligacdo direta com
metais, principalmente o ferro, presente nas enzimas do seu alvo (DUSSE, VIEIRA &
CARVALHO 2003; JAMES, 1995; NATHAN & SHILOH, 2000). Desta forma, séo
inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons,
para a sintese de DNA e para 0 mecanismo de proliferacdo celular, tdo importantes para a
sobrevivéncia e proliferacdo de microrganismos. Nas infec¢cbes, células ativadas como
macrofagos, neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios
reativos do oxigénio, e a acdo citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua
reacdo com esses intermedidrios do oxigénio. Uma acdo téxica cooperativa de NO e &nion
superdxido (O,-) resulta na formacdo de peroxinitrito (ONOO-), um poderoso oxidante de
proteinas (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Apesar desta poderosa ferramenta, 0S
macrofagos podem ndo conseguir destruir a C. pseudotuberculosis, este fato pode estar
relacionada a ndo producdo do NO quando essas células estdo sob estimulo dos antigenos
desse patdgeno (BOGDAN et. al., 1997; GREEN et. al., 1991).

Bactérias intracelulares podem ativar células NK, diretamente ou estimulando os
macrdfagos a produzirem a IL-2, citocina ativadora de células NK. Estas células também
produzem IFN-y que, por sua vez, ativam macrofagos promovendo a morte das bactérias
fagocitadas. Sendo assim, as células NK promovem uma defesa primaria a estes
microorganismos antes do desenvolvimento da imunidade especifica (KUBY, 1997).

Por sua vez, a resisténcia adaptativa a infeccdes causadas por bactérias intracelulares
facultativas esta relacionada a células T CD4. A populacdo, destes linfécitos, pode ser
dividida em subpopulagtes de células T auxiliadoras tipo 1 (TH1) e células T auxiliadoras
do tipo 2 (TH2). Quando estimuladas, as células TH1 produzem dentre outras citocinas o
interferon- gama (IFN-gama) e a interleucina 2 (IL-2), as quais promovem mecanismos
efetores celulares da resposta imune, incluindo hipersensibilidade tardia, reacOes
inflamatorias e, no camundongo, a produgdo de anticorpos da classe 1gG2a, os quais sdo
capazes de favorecer, direta ou indiretamente, a opsonizacdo e toxicidade mediada por
células. Diferentemente, a estimulacdo de células TH2 produzem IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e
promovem sintese de anticorpos IgE e, em camundongos, IgGl, responsaveis pela
imunidade humoral e reac6es alérgicas (MOSMANN et al., 1986, COFFMAN, 2006). Estas
subpopulacdes exercem um controle reciproco, uma resposta TH1 pode inibir o
desenvolvimento de uma resposta TH2 (HOFSTRA et al., 1998; COTTREZ et al., 2000) e
vice-versa (POWRIE et al., 1993).
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As células auxiliares T efetoras, chamadas células Th17 foram inicialmente descritas
como uma populacdo distinta das células T helper que sdo controladas pelo fator de
transcricdo RORyt e desenvolvem-se independentemente dos fatores de transcricdo T-bet,
STAT4, GATA-3 e STAT6 que sdo criticos para o desenvolvimento Thl e Th2. A citocina
efectora principal de Th17 é IL-17; Outras citocinas sdo IL-22, IL-26 e GM-CSF
(LYADOVA e PANTELEEV, 2015). As células Thl7 produzem IL-17A (simplesmente
referidas como IL-17), IL-17F, IL-21 e IL-22 como suas citocinas de assinatura. (TORRADO
e COOPER, 2010).

Desta forma, as células Th17 produzem IL-17, IL-17F e IL-22, induzindo assim uma
reacdo tecidual devido a ampla distribuicdo da IL-17 e IL-22 e também secretam IL-21 para
se comunicar com as células do sistema imunolégico. Os fatores de diferenciacdo (TGF-p
Plus IL-6 ou IL-21), o factor de crescimento e estabilizacédo (IL-23) e o factor de crescimento
+ fatores de transcricdo (STAT3, RORyt e RORa) envolvidos no desenvolvimento das
células Thl7 foram apenas identificados. A participacdo de TGF-B na diferenciacdo de
células Th17 coloca a linhagem Th17 em relacdo estreita com CD4 +, CD25, + Foxp3.
(LYADOVA e PANTELEEV, 2015). Relatos indicam que IFN-y, IL-12, IL-27, IL-4 e IL-2
inibem a diferenciacdo de Thl7.

A diferenciagdo, expansdo e manutencdo das células Th17 dependem de TGF-B, IL-
1B, IL-6, IL-21 e IL-23. O papel dessas citocinas na indugéo e manutencéo / estabilizacdo de
células Th17 é diferente em algumas espécies, em particular em camundongos e humanos
[53, 58-63]. Em geral, a diferenciacdo de células Th17 de camundongos depende de IL-6 e
TGF- B. IL-23, IL-1B ¢ TNF-0 mantém e amplificam as células Th17.

Estudos tém mostrado evidéncias de que o envolvimento da resposta celular, mais
especificamente, da inducdo de uma resposta Thl, é a mais satisfatoria na resisténcia contra
bactérias intracelulares facultativas uma vez que auxilia 0 mecanismo de fagocitose e
destruicdo destes patdgenos (KAUFMANN, 1993), todavia, o desenvolvimento de um perfil
Th2 também é necessario, principalmente por atuar na formagdo de granulomas e, no caso
especifico desta doenca, na formacéo de anticorpos que neutralizam a exotoxina de Cp.

Ha relatos de que IFN-gama estimula varias quimiocinas, sendo possivel que essas
reduzam a vascularizacdo levando a hipoxia do granuloma gerando a necrose caseosa
(EHLERS, 2001). Segundo Wynn (2004) o desenvolvimento de uma potente resposta Thl
com a produgéo principalmente de IFN-y diminui e/ou impede a formagao do tecido fibroso

(granuloma), mostrando que esta citocina possui uma forte atividade antifibrética.
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Sobretudo na regulacdo da resposta imune, a interleucina-10 (IL-10) constitui um
importante elemento, originalmente descrita como uma citocina produzida por células Th2 e
mediadora de efeitos anti-inflamatdrios, primariamente atua em células fagociticas e em
celulas apresentadoras de antigenos, inibindo a transcricdo e a produgdo de citocinas pré
inflamatorias, tais como TNF-alfa e 1L-12, como também a inibicdo da expressdo do MHC
de classe Il e de moléculas co-estimulatérias, bem como a produgdo de intermediarios
reativos de oxigénio e nitrogénio, diminuindo a resposta sisttmica (FIORENTINO, et. al.,
1989; MOORE et. al., 2001; OSWALD et. al., 1992).

Por outro lado, a IL-10 interage com as citocinas do perfil Thl como IFN-y, atuando
também na regulacdo da formacdo de fibrose, importante para a formacdo do granuloma,
mediada por citocinas do perfil Th2 como IL-4, que pode ativar um tipo de macréfago que
estaria basicamente envolvido no reparo tecidual, estimulando fibroblastos e promovendo
deposicdo de matriz extracelular que atuaria na formagdo do granuloma (MOSSER &
EDWARDS, 2008; WYNN, 2004).

Juntamente com a citocina IL-13, atualmente a IL-10 € considerada pertencente
prioritariamente ao perfil das células T regulatorias (Treg). Entretanto, esta citocina pode ser
produzida por celulas NK, mondcitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos B,
principalmente por células Th2 e durante infec¢Bes cronicas pelas células Thl (CARTER et.
al., 2011; MOTOMURA et. al., 2011).

Pépin e colaboradores (1994a) observaram que os linfocitos T CD8+, estdo mais
presentes nos granulomas no sitio de inoculacdo do que nos linfonodos drenantes. Esta
subpopulacgdo de linfdcitos estaria relacionada com a atividade efetora e citotoxica, podendo
atuar como um mecanismo de protegdo antibacteriana para conter a disseminacdo de
macrdfagos infectados por C. pseudotuberculosis. A funcao destas células estaria baseada na
capacidade de produzir IFN-y e promover a lise de células infectadas (CARMINATI, 2005;
LAN et al., 1998).

Por vezes a ativagdo excessiva de macrdfagos demanda uma desativacéo para evitar a
destruicdo tecidual ou efeitos sistémicos causados por citocinas como TNF-a e IL-1
(MURRAY, 1999). Para controlar a inflamacdo excessiva e dano tecidual, citocinas
imunossupressoras, como a IL-10 e o TGF-B (Transforming growth factor- ) ambas
produzidas por macrofagos no foco da infeccéo, e contribuem regulando negativamente a
resposta imune, limitando assim a extensdo do dano tecidual, gerado pela inflamacéo
(DUARTE, 2000).



28

Estudos em caprinos, em ovinos e em murinos revelam que durante a infecgéo por C.
pseudotuberculosis hd uma forte resposta imune humoral. Entretanto é consenso que a
resposta humoral isoladamente ndo é capaz de eliminar a infeccdo, embora seja
extremamente importante quando associada a resposta celular (MUCKLE et al., 1992).

Segundo Machado et al (2004) esses anticorpos ndo interferem com a multiplicacéo
do organismo, mas sdo capazes de impedir a disseminagdo da infeccdo do local de
inoculacdo para 6rgdos internos. Adicionalmente, em associacdo com o complemento, 0s
anticorpos podem lisar bactérias e funcionar como opsoninas, facilitando a fagocitose. Sabe-
se, entretanto, que para protecdo efetiva o desenvolvimento de uma resposta celular
duradoura é fundamental (SIMMONS et al., 1997).

A importancia da defesa humoral tem sido estudada através da avaliacdo da eficacia
de vacinas a base de toxoide ou toxina geneticamente modificada (por inducdo em
laborat6rio ou por mutagdo espontanea), onde se observa que ap6s o desafio, o nimero e
tamanho de linfonodos comprometidos sdo reduzidos em animais vacinados, além da
reducdo do nimero de animais que apresentam granulomas (MOURA-COSTA et al, 2008;
DORELLA et al, 20008; D’FONSECA et al, 2008; ZAKY, 1976).

A resposta imune humoral € uma resposta intensa e presente em animais imunizados
e naturalmente infectados (VALE, 2005). Esta resposta por anticorpos é regulada por
citocinas produzidas em decorréncia da interagdo do antigeno com as células
imunocompetentes (MCINTYRE et al., 1993).

Para Nandan et al (2000) a interferéncia da sinalizacédo intracelular é fundamental
para a estratégia de viruléncia de patdgenos intracelulares. Analises de sinalizacdo das
MAPKSs (Proteinas-quinase ativadas por mitdgeno) durante infeccdo por bactérias
intracelulares sugerem que a habilidade para regular negativamente essas vias € um
importante atributo de viruléncia destes patogenos para persistir intracelularmente (HASAN,
2003).

2.4 PRINCIPAIS FATORES DE VIRULENCIA
As Dbactérias patogénicas possuem genes, denominados fatores de viruléncia, que

codificam antigenos que permitem sua entrada e sobrevivéncia no hospedeiro e Ihes conferem
caracteristicas patogénicas (SCHUMAN, 2007).
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A caracterizacdo dos fatores de viruléncia expressos em resposta a certos estimulos é
necessaria para a compreensdo da patogénese de espécies bacterianas (WOOLDRIDGE,
2009).

Apesar dos fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis ainda ndo estarem
totalmente elucidados, varios estudos estdo sendo realizados com o intuito de compreender
esses mecanismos e tém mostrado a existéncia de fatores de viruléncia diretamente
relacionados a patogenia da LC (Alves et al., 2007). Dentre os fatores ja identificados estdo a
fosfolipase D (PLD), uma proteina integral de membrana (Fag A), um transportador de ferro-
enterobactina (Fag B), uma ATP-proteina de ligacdo da membrana (Fag C), uma proteina de

ligacdo a sideroforos (Fag D) e a CP40 (serina protease corinebacteriana).

2.4.1 Fosfolipase D (PLD)

O maior fator de viruléncia identificado é uma exotoxina, a fosfolipase D (PLD), que é
encontrada no citoplasma e em menor quantidade na parede celular bacteriana (CARNE,
1940; MCNAMARA et al., 1994). A fosfolipase D é uma proteina de 31 KDa (JOLLY,
1965a). Trata-se de uma fosfatidilcolina fosfatidohidrolase que age dissociando a
esfingomielina, um importante componente estrutural de membrana, em colina e ceramida
fosfato (HODGSON et al., 1999). A degradagédo da esfingomielina em ceramida resulta em
desorganizacdo da membrana suficiente para causar lise celular (BROWN e OLANDER,
1987). Essa acdo da PLD compromete as células do endotélio vascular, aumentando a
permeabilidade vascular, favorecendo assim a disseminacdo do patdgeno a partir do local
inicial da infeccdo (YOZWIAK e SONGER, 1993). Desta forma, ela funciona como um fator
de permeabilidade, promovendo a disseminacdo do patdgeno para todos os tecidos do corpo
do hospedeiro ao hidrolisar as ligacdes ésteres da esfingomielina de membranas celulares dos
mamiferos. Além disso, esta exotoxina é considerada citotoxica para os leucécitos do sangue,
pois promove a destruicdo de macrofagos caprinos durante a infec¢do experimental.

(DORELLA et al., 2009; SA et al., 2013).

2.4.2 Parede celular lipidica

Localizada na face externa da parede, a camada lipidica constitui outro fator de

viruléncia. Este conteudo lipidico permite o organismo resistir a digestdo por enzimas
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celulares e assim persistir como um parasita intracelular facultativo (BRAITHWAITE et al.,
1993). Esses lipidios podem também ter acéo letal sobre os macréfagos por acéo toxica direta
sobre estas células (MUCKLE e GYLES 1983).

2.4.3 Proteinas secretadas pelos genes Fags A,B,C,D

Outros importantes fatores de viruléncia desta bactéria sdo os genes FagA (proteina
integral de membrana), FagB (transportador de enterobactinade ferro), FagC (ATP- proteina
de ligacdo da membrana) e FagD (siderdforos), relacionados a regulagdo e absorcéo de ferro
pela C. pseudotuberculosis (BILLINGTON et al., 2002). Embora raramente expressos in
vitro, quando expressos in vivo, aumentam a viruléncia bacteriana, o que indica que fatores

advindos do hospedeiro podem ser responsaveis para a sua expressdo (SA et al., 2013).

244 CP40

O antigeno CP40 foi identificado como um antigeno protetor de C. pseudotuberculosis
que contribui para a viruléncia do parasita devido a sua atividade proteolitica (WALKER et
al., 1994; WILSON et al., 1995; D’AFONSECA et al., 2008). Tem sido considerado como
uma serina protease, embora trabalhos mais recentes venham caracterizando-o como uma
endo-B-N-acetylglucosaminidase (SHADNEZHAD et al., 2016). Em um trabalho de Walker
et al. (1994) a vacinacédo de ovinos com 100ug deste antigeno na forma nativa semi-purificada
resultou na reducdo de 82% no numero de ovelhas infectadas e na reducdo de 98% das lesGes
do pulméo, o que sugeriu que este antigeno de 40 kDa desempenha um papel importante na
imunidade da LC.

A CP40 foi utilizada em formulagdo vacinal com a cepa mutante CP09 em
camundongos infectados, onde induziu resposta imune humoral quando testada
individualmente ou em associacdo com a cepa mutante CP09, mostando potencial para uma
formulacdo vacinal contra LC (SILVA, 2014).

2.4.5 Novos alvos antigénicos
As proteinas bacterianas secretadas e de membrana representam o0s principais

componentes da interacdo do patdégeno com o hospedeiro. Por esse motivo, diversos estudos

sdo conduzidos com o objetivo de identificar potenciais alvos para o desenvolvimento de
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vacinas e testes de diagndstico. De acordo com Pacheco et al. (2011), isto fundamentou a
implementacdo de uma abordagem combinada para caracterizar o exoproteoma de C.
pseudotuberculosis, permitindo a identificacdo de 93 diferentes proteinas extracelulares, além
de 11 proteinas relacionadas a diversas fungdes bioldgicas, tais como envelope celular,
metabolismo respiratorio e protedlise (SILVA et al., 2013).

O sequenciamento de diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis fornecem dados
genémicos do microrganismo Cpl19 (Silva et al., 2011), Cp1002 (Pinto et al. 2012), Cp258
(Soares et al., 2012), Cp3 99-5 (Pethick et al. 2012), que usados através de analises in silico
permitem selecionar sequéncias para varios estudos.

Um factor de viruléncia crucial para a sobrevivéncia intracelular de Mycobacterium
tuberculosis é a proteina quinase G (PknG), uma proteina eucaridtica do tipo serina-treonina
quinase  expressa  por  micobactérias  patogénicas o0 que  bloqueia a
degradacdo intracelular de micobactérias dentro dos lisossomos (SANTHI e AISHWARYA,
2011).

O PknG de M. tuberculosis € uma proteina quinase de Ser / Thr que regula processos
metabdlicos chave dentro da célula bacteriana bem como vias de sinalizacdo da célula
hospedeira infectada. Esta proteina multidominio tem um dominio de cinase canénica
conservado com regides flanqueadoras N- e C-terminais de func¢des funcionais pouco claras
(GIL et al., 2013).

Como parte de importantes mecanismos de sinalizacdo celular, proteina quinases
serina / treonina eucaridticas encontradas em bactérias sdo uma classe de moléculas que
também merece atencdo porque fazem parte do caminho de sinalizacdo complexa e
desempenham uma diversidade de papéis fisiolégicos em processos de desenvolvimento,
metabolismo secundario, divisdo celular, sintese da parede celular, processos essenciais,
metabolismo e viruléncia (PEREIRA et al., 2011; FORRELLAD et al., 2013).

A PknG ganhou interesse particular porque afeta o trafego intracelular de M.
tuberculosis em macréfagos. A maioria dos patdgenos e micobactérias encontram-se
rapidamente nos lisossomas, onde sdo mortas. Em contraste, M. tuberculosis permanece
dentro de fagossomos; a bactéria libera PknG para bloquear a fusdo fagosoma-lisossoma. As
bactérias que ndo possuem o gene pknG sdo rapidamente transferidas para lisossomas e
eliminados (WALBURGER et al., 2004; WARNER e MIZRAHI 2007).

O genoma de C. pseudotuberculosis FRC41 tem um gene codificagdo para uma
proteina PknG com aproximadamente 83 kDa (TROSTE et al., 2010), mas sua funcdo na

bactéria ainda precisa ser investigado. Portanto, em C. pseudotuberculosis proteinas como
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SpaC, NanH, SodC, e PknG podem desempenhar papéis importantes na viruléncia e
patogenicidade (SANTANA-JORGE et al., 2016).

2.5 VACINAS COMO FERRAMENTA NO CONTROLE DA LC

De certo, as vacinas propiciam uma protecdo a infeccbes ao estimular o
desenvolvimento de células direcionadas a destruicdo de um patdégeno especifico
(HANDMAN, 2001; SANTOS et al., 1999). Assim, a busca por uma vacina eficaz para a LC
é factivel, baseado na observacdo de que animais infectados com C. pseudotuberculosis
podem apresentar uma protecdo frente a uma exposicdo subsequente.

Entretanto, esta infeccdo priméria faz com que os animais permane¢cam com a bactéria
(BRAGA, 2007; PEPIN et al., 1992) e possam, em situacdes adversas, reativar a infeccio.
Uma vacina, para atuar como método profilatico ideal para a LC, deve ser seguro, induzir
resposta imune protetora e ter o potencial de gerar memoria imunoldgica (LIMA,2009), ter
baixo custo de producdo, ser biologicamente estdvel e de facil administracdo, além de
acarretar pouco ou nenhum efeito colateral (MONTGOMERY et al., 1997). Ademais, €
importante que se possa identificar/diferenciar os animais vacinados dos infectados. De
acordo com o tipo de material usado para inducdo de resposta imune, as vacinas podem ser
classificadas em trés geracdes (ABATH et al., 1998; GRIFFIN, 2002).

Vacinas sdo administradas em um grande numero de animais supostamente sadios
com o intuito de se conferir protecdo contra doencas, assim, elas devem ser seguras para 0s
animais, além de conferir adequada resposta imunoldgica. Varias pesquisas vém sendo
conduzidas na tentativa de se desenvolver uma vacina efetiva no controle da LC (DORELLA
et al., 2009).

A medida que apresenta melhor custo-beneficio contra a LC é a imunizagdo, porém
ainda ndo existe uma vacina eficiente e protetora contra C. pseudotuberculosis. Assim, a
busca por uma vacina ideal contra a LC, que forneca uma protecdo de longa duracdo, sem
provocar reacdes adversas tem sido uma prioridade (DORELLA et al., 2009). Para isso,
diferentes estratégias vacinais tém sido testadas, como o uso de bactérias atenuadas e mortas
(BRODGEN et al., 1990; SIMMONS et al.,1998), sobrenadantes da cultura bacteriana
(EGGLETON et al., 1991; ELLIS et al., 1991), fragbes contendo antigenos da parede
bacteriana (BRAGA, 2007), proteinas recombinantes (FONTAINE et al., 2006; HODGSON
et al., 1999; MOORE et al., 2000; TACHEDJIAN et al., 1995), vacinas de DNA (CHAPLIN



33

et al., 1999) e uma mistura de componentes celulares e sobrenadantes (BRAGA, 2007; EL-
ENBAAWY et al., 2005).

Dentre os contetidos antigénicos, existem formulacdes de bactérias atenuadas, mortas,
fracBes contendo antigenos da parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana e uma
mistura de componentes celulares e sobrenadantes (BASTOS et al., 2012; DORELLA, et al.
2009). Entretanto, convém salientar que a maioria das vacinas licenciadas para fins
comerciais € conjugada a outros patogenos, tais como Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clostridium novyi e Clostridium chavoei. Nestas vacinas, a exotoxina fosfolipase
D se encontra inativada, na forma de toxoide (PIONTKOWSKI; SHIVVERS, 1998).

e Vacinas de primeira geracdo

As vacinas de primeira geracdo sdo constituidas por parasitos mortos ou Vvivos
atenuados. A principal motivacdo para a utilizacdo deste material esta na possibilidade de
promover a protecdo utilizando o microrganismo inteiro, entretanto sem a possibilidade de
desenvolver a doenga. A utilizacdo de microrganismos mortos na busca de uma vacina para a
LC vem sendo avaliada por muitos pesquisadores, encontrando niveis de protecdo diferentes,
entretanto os resultados apresentam uma protecdo sempre parcial, ndo evitando o surgimento
da doenca e sim que esta aconteca de forma mais branda (BROGDEN et. al., 1990;
BROGDEN et al., 1996; CAMERON et. al. 1972; LEAMASTER et. al., 1987; RIBEIRO
et.al., 1988).

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

O Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude,

da Universidade Federal da Bahia vém avaliando o potencial de uma linhagem, denominada
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T1, desta bactéria como candidata a uma vacina viva atenuada por sucessivas passagens em
meio de cultura especifico, ate 0 momento, niveis de protecdo diferentes estdo sendo
alcancados (LIMA, 2009; MOURA-COSTA et al., 2007; SILVA, 2010; VALE, 2005) e desta

forma mais estudos precisam ser realizados.

e Vacinas de segunda geragédo

As vacinas de segunda geracdo Ssd&0 compostas por microrganismos Vivos
geneticamente modificados, como a protozoarios, bactérias e virus; fracdes de antigenos de
microrganismos; antigenos sintéticos e recombinantes ou antigenos nao protéicos (ABATH et
al., 1998; GRIFFIN, 2002). Desta forma, diversas combinagfes estdo em estudos para na
tentativa de encontrar uma formulacdo que seja efetiva no controle da LC, entre elas podem se
observar trabalhos utilizando fracGes contendo antigenos da parede bacteriana (BRAGA,
2007; KUTSCHKE el. al., 2000), sobrenadantes da cultura bacteriana (EGGLETON et al.,
1991; ELLIS et al., 1991; MEDRANO et. al., 2003), proteinas recombinantes (FONTAINE et
al., 2006; HODGSON et al., 1999; IBRAHIM et. al., 2007; MOORE et al., 2000; PINHO et.
al., 2009; SELIM et. al., 2010; TACHEDJIAN et al., 1995), uma mistura de componentes
celulares e sobrenadantes (BRAGA, 2007; EL-ENBAAWY et al., 2005) e bactérias
geneticamente modificadas (CAMERON et al., 1997; HODGSON et. al., 1994, HODGSON
et. al., 1992; TAUCH et. al., 2005). Essas preparacdes ofereceram certo grau de protecdo
contra infecgBes experimentais, contudo, os niveis de protecdo e a severidade das lesGes séo

variaveis.

e Vacinas de terceira geracao

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

De modo geral, a protecdo em ovinos e caprinos com subsequente desafio com C.
pseudotuberculosis é caracterizada pela diminuicdo do nimero de formacdo de lesdes,
diminuicdo do nimero e tamanho dos abscessos em 0Orgdos viscerais, principalmente nos
pulmdes (PIONTKOWSKI; SHIVVERS, 1998; STANFORD et al., 1998).

Atualmente, ndo existe uma vacina capaz de conferir protecdo total contra a doenca.
As vacinas experimentais e comerciais, tanto nacionais quanto internacionais, apresentam
aspectos relevantes a serem considerados quanto a possibilidade de sua utilizacdo. A
ineficacia do processo de imunizacdo vem sendo suprida com pesquisas que visam elucidar a
complexidade da resposta imune humoral e celular contra a infeccdo por C.
pseudotuberculosis nos hospedeiros-alvo, bem como a procura por melhores antigenos e com
caracteristicas imunodominantes e protetoras.

As vacinas utilizadas apresentam aspectos negativos que devem ser considerados
guanto a possibilidade de sua utilizagdo. Como exemplo, nem todas as vacinas licenciadas
para caprinos ttm a mesma eficiéncia para ovinos. Por ndo se adequarem a todos 0s casos,
normalmente & necessario ajustar o programa de vacinacdo a cada caso (WILLIAMSON,
2001). A ineficécia do processo de imunizacdo pode ainda ser associada ao uso incorreto das
vacinas pelos criadores. Além disso, o estudo da disseminacdo da bactéria pelo plantel
demonstrou queanimais aparentemente sem abscessos supurados também séo transmissores,
provavelmente por transmissao por via aerogena (PATON et al., 2003).

Os resultados até entdo obtidos demonstram a necessidade de desenvolver uma vacina
que ofereca protecdo eficiente, com a diminuicdo acentuada dos efeitos colaterais. Além
disso, vacinas mais eficientes contra C. pseudotuberculosis seriam aquelas que fornecessem
uma protecao esterilizante, ao invés de uma neutralizante. Portanto, ainda nao existe até agora

uma vacina capaz de conferir protecéo total contra a infecgdo por C. pseudotuberculosis.

2.6 PROTEINAS KINASES ATIVADAS (MAPKS): MODULAGAO DA SINALIZACAO

Interac@es iniciais entre macrdfagos e bactérias patogénicas resultam na ativacdo de
vias de sinalizagéo intracelulares, por meio de que os eventos mediados por receptores estéo
associados com respostas transcripcionais e traducéo de proteinas (SOUZA, et al, 2007).

As proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK) sdo uma subfamilia de

proteinas quinases serina /treonina especifica, que regulam uma variedade de funcdes
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celulares e convertem estimulos extracelulares em diversas respostas celulares. MAPKSs estdo
entre as mais antigas vias de transducdo de sinais e sdo amplamente usadas ao longo da
evolucdo em muitos processos fisiologicos (WIDMANN, et al, 1999; CARGNELLO e
ROUX, 2011).

Estas sdo expressas por todos os tipos de células e respondem aos estimulos
(mitdgenos) extracelulares, que medeiam a transducdo de sinal a partir de receptores de
superficie celular para o nicleo (NAMUZAWA, et al, 2003; SON, et al, 2011). As MAPKs,
partem de um sistema de fosforilagio em que trés cinases sdo sequencialmente ativadas
(BOUTROQS, et al, 2008; JOHNSON, et al, 2002), sendo expressas em células de mamiferos
e traduzem sinais em resposta aos fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatorias e
condices de estresse. Apesar de sua presenca onipresente, sendo expressos em todos 0s
receptores de células eucarioticos, elas regulam respostas bioldgicas que diferem entre
contextos celulares.

As MAPKSs convencionais compreendem quinases 1/2 (ERK1 / 2) que regulam os
sinais extracelulares, quinases c-Jun amino terminal (N) - 1/2/3 (JNK1 / 2/3), isoformas p38
(a, B, Y € 8) e ERK5 (CHEN, et al, 2001; PEARSON , et al, 2001; KYRIAKIS e AVRUCH,
2001). MAPKs atipicas tém particularidades ndao conformes ee compreendem ERK3 / 4,
ERKY7 e quinase tipo Nemo (NLK) (COULOMBE e MELOCHE, 2007). Dentre estes, 0s
grupos mais estudados de MAPKs em mamiferos séo as isoformas ERK1 / 2, INKs e p38,
mas recentes estudos tém langado alguma luz sobre a regulacéo e a fung¢éo outros grupos de
MAPKS.

Trés subfamilias de MAPKs foram bem caracterizadas: MAPK p38, que contém
quatro iso-formas (a, B, v, € 0); ERK, a quinase regulada por sinalizagdo extracelular, com
isoformas da p44 (ERK1) e p42 (ERK2); e a proteina cinase N-terminal c-jun,
com isoformas, JNK 1, INK 2 e JINK 3 (BROWN, et al, 2009; ONO, et al, 2000).

Tabela 1. Componentes das vias MAPK em células de mamiferos.

MAPKKK MAPKK MAPK
Raf-1, A-Raf, B-Raf, Mos, MEK1{MKK1), MEK2(MKK2), ERK1, ERKZ, p38a, p38b,
TAK1, MUK, SPRK, MST, MEKS5. MKK3, MKK4, MKKS, p38g, p38 d, JNK1, JNK2,
MEKKI1, MEKK2, MEKK3, MKK7 JNK3, ERK3, ERK4, ERKS

MEKEK4, Tpl-2, ASK

Fonte: ZHANG & LIU (2002).
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Estas MAPKs podem ser ativadas por uma variedade de diferentes estimulos, mas em
geral, ERK1 e ERK2 séo preferencialmente ativados em resposta a fatores de crescimento e
ésteres, as quinases JNK e p38 sdo mais sensiveis aos estimulos de estresse variando de
choque osmotico e radiacdo ionizante e ao estimulo de citocinas (HAYASHI & LEE, 2004).
Apesar de cada MAPK ter caracteristicas Unicas, uma série de caracteristicas sdo partilhadas
pelas vias MAPK estudadas até entdo (ROUX, et al., 2004; CARGNELLO e ROUX, 2011).

As variadas funcbes das MAPKs sdo mediadas através da fosforilagdo de varios
substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcricdo e proteinas do citoesqueleto. As
MAPKs também catalisam a fosforilagdo e ativacdo de varias proteinas quinases,
denominadas proteinas quinases MAPK-ativadas (MKSs), que representam um passo
enzimatico e de amplificacdo adicional nas cascatas cataliticas da MAPK. As MKs sédo
quinases relacionadas que medeiam varias funcfes bioldgicas em resposta a mitdgenos e
estimulos de estresse. Devido a falta de inibidores especificos contra estas quinases, tem sido
um desafio estabelecer as suas func@es bioldgicas e diferenciar as fun¢bes das MAPKS.

A MAPK p38 regula a expressdo de diversas citocinas, é ativada nas células do
sistema imune por citocinas inflamatdrias, e desempenham um papel importante na ativacédo
da resposta imunolégica do hospedeiro (KIM, et al, 2008). ERK 1 e 2 sdo amplamente
expressas e envolvidas na regulacdo da meiose, mitose e fungdes pds-mitdticas em uma
variedade de células. As citocinas estdo entre os muitos estimulos diferentes capazes de ativar
as vias de ERK 1 e ERK 2 (NISHIMOTO et al,2006; MELOCHE et al, 2007).
Adicionalmente, partes da MAPK p38 cerca de 50% de homologia com ERK (PEARSON et
al, 2001) , sugerindo que estas duas vias podem desempenhar papéis semelhantes durante a

resposta imune do hospedeiro.
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Figura 1: Principais cascatas de MAPK em células de mamiferos.
Fonte: Adaptado de ZHANG, W. & LIU, H. T., “MAPK signal pathways in the regulation of cell
proliferation in mammalian cells”. Cell Res, 2002.

Desta forma, as MAPKSs regulam muitos processos fisioldgicos em resposta a diversos
estimulos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, antigenos, toxinas, drogas, perfil
celular, adesdo a matriz extracelular, e interagdes celulares. Esta ativagdo de MAPKs em
resposta estes diferentes estimulos contribui para o controle da transcricdo, proliferacéo,
desenvolvimento, morte celular, motilidade e muitas outras importantes respostas regulatérias
nas células. Entretanto, para controlar tais respostas biologicas, as MAPKs sdo ativadas e
inativadas com precisdo espacial e temporal dentro da célula. A perda desse controle
espaciotemporal de sinalizagdo MAPK por mutacdo ou expressdo alterada de proteinas que
regulam as MAPKSs podem levar a doencas incluindo cancer, neurodegeneracao, inflamacéo e
falhas no desenvolvimento. Assim, a definicdo da natureza dinamica das interacGes de
MAPKSs é extremamente importante para a compreensdo dos mecanismos regulatérios e de
como a desregulagéo de interagcdes das MAPKSs contribui para doencas (JOHNSON, 2011).
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Segundo Nandan et al. (2000) a interferéncia da sinalizacéo intracelular é fundamental
para a estratégia de viruléncia de patdgenos intracelulares. Andlises de sinalizagdo das
MAPKSs durante infec¢do por bactérias intracelulares sugerem que a habilidade para regular
negativamente essas vias € um importante atributo de viruléncia destes patdgenos para
persistir intracelularmente (HASAN, 2003; SOUZA et al., 2014.).

. Enzyme-linked Receptor
Kinase
O O Other Enzyme

Transcription Factor
o Other Protein

Figura 2: Esquema descritivo da cascata de sinalizacdo MAPK. A via de proteina
quinase ativada por mitdgenos evoca uma cascata de sinalizagdo intracelular em
resposta a estimulos extracelulares, como calor e estresse. Pode influenciar a
diviséo celular, metabolismo e sobrevivéncia.

Fonte: Adaptado de TOCRIS — BIOSCIENCE (2011).
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3.0 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo Geral:
Avaliar aspectos da resposta imune celular e humoral de camundongos Swiss infectados
com uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis, ER1409, sob estimulos de antigenos
recombinantes rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582(G04), rCP7041(G10) desta bactéria.

3.2 Objetivos Especificos:

= Avaliar in vitro o papel das vias MAPK p38, ERK 1 /2 e JNK 1/2/3 na producéo de
oxido nitrico em células esplénicas de camundongos infectados com cepa virulenta de

C. pseudotuberculosis, sob estimulo de antigenos recombinantes.

= Avaliar in vitro a expressdo dos marcadores CD3/CD4, CD3/CD8 e FOXP3 em
células esplénicas de camundongos infectados com uma cepa virulenta de C.

pseudotuberculosis, sob estimulo de antigenos recombinantes.

= Avaliar a produgdo de imunoglobulina da classe 1gG e as subclasses 1gG1, 1gG2a,
1gG2b e 1gG3 de camundongos infectados com a linhagem selvagem, ER1409, de

C. pseudotuberculosis.
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4.0 DELINEAMENTO DA TESE

Para analisar a resposta imune de camundongos infectados com a linhagem selvagem
de C. pseudotuberculosis, ER1409, avaliou-se a producdo de anticorpos, o papel das vias
MAPK na resposta in vitro de células esplénicas estimuladas com antigenos recombinantes.
Para tanto, o presente trabalho foi subdivido em trés manuscritos de acordo com 0s assuntos a

serem abordados, como se segue:

Manuscrito 01:
Potenciais Fatores de Viruléncia e Alvos Antigénicos de Corynebacterium

pseudotuberculosis.

Manuscrito 02:
Avaliacdo do papel das vias ERK 1 / 2, MAPK p38 e JNK 1, 2 e 3 na Producédo de Oxido
Nitrico em Esplendcitos de Camundongos Infectados sob Estimulo de Antigenos

Recombinantes de C. pseudotuberculosis.

Manuscrito 03:

Avaliacéo da producdo de Imunoglobulina G, suas Subclasses e da Expressdo dos Marcadores
CD3/CD4+, CD3/CD8+ e FOXP3 em Células Esplénicas Camundongos Infectados com a
linhagem selvagem ER1409 de C. pseudotuberculosis, Estimulados com Antigenos

Recombinantes desta Bactéria.

Estes experimentos serdo apresentados em forma de artigos cientificos. Para manter a
fluidez da leitura, as referéncias bibliograficas de cada manuscrito estardo agrupadas no final

desta tese.



5.0 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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ARTIGO 01 (Revisao)

Potenciais Fatores de Viruléncia e Alvos Antigénicos de Corynebacterium

pseudotuberculosis

SANTOSl, Heidiane Alves; COSTA-SILVA, Marcos; BRITO, lona; SALES, Tatiane
Santana; SOUZA, Andréia Pacheco; PEDRAL, Geraldo; TRINDADE, Soraya Castro; VALE,
Vera Lucia Costa; MEYER, Roberto.

1 Universidade Federal da Bahia : Departamento de Biointeracdo - Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias de Salde, Av.Reitor Miguel Calmon s/n, Vale do Canela, Salvador, Bahia,
Brasil, 40110-100

RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis, um patégeno bacteriano intracelular
facultativo, € o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC), uma doenca infecciosa que afeta
ovinos e caprinos sendo responsavel por perdas econdmicas significativas nestas criagoes.
Esta doenga € caracterizada principalmente por necrose caseosa induzida pelas bactérias nos
ganglios linfaticos. Neste sentido, o controle e gerenciamento da LC se fazem necessario.
Assim, alguns fatores de viruléncia sdo apontados como potenciais alvos para o0
desenvolvimento de estudos de patogenicidade e de testes diagnosticos e de vacinas. Neste
trabaho destacamos algumas das proteinas promissoras neste sentido: CP40, PknG SpaC,
SodC e NanH de C. pseudotuberculosis.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, viruléncia, alvos antigénicos.
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INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) € uma importante enfermidade que afeta ovinos e caprinos,
podendo ocasionalmente acometer outras espécies de animais, inclusive humanos o que a
torna uma potencial zoonose (MOURA-COSTA et. al., 2008). A LC possui prevaléncia
elevada em muitas partes do mundo e causa perdas econdmicas significativas, sendo que a
disseminacéo deste microrganismo no animal hospedeiro ocorre a partir dos sitios linfaticos
para os sitios secundarios, como os linfonodos regionais e 6rgdos internos como o pulmaéo,
onde se desenvolvem granulomas secundarios (KURIA et al., 2001; SOARES, VIANA &
LEMOS, 2007).

C. pseudotuberculosis é uma bactéria intracelular facultativa que se multiplica dentro
dos macréfagos e sobrevive a acdo de enzimas fagolisossbmicas com ajuda da camada
lipidica externada parede celular (DORELLA et. al., 2006; BAIRD & FONTAINE, 2007).
Apos penetrar no hospedeiro atraves das mucosas ou deferidas na pele, a bactéria dissemina-
se, com tropismo pelo sistema linfatico aferente, linfonodos locais e 6rgdos internos. Este
processo depende da capacidade do agente para infectar os macrofagos, resistir a
fagolisossomos e matar as células, liberando novas bactérias e causando necrose (BATEY,
1986a).

A camada lipidica da parede desta bactéria tem a capacidade de inibir a fagocitose,
aumentando a sua viruléncia (citotoxicidade) e a sobrevivéncia no interior dos macr6fagos
(DORELLA et. al., 2006). Granulomas sdo formados pela liberagdo de enzimas lisossdmicas
(BAIRD & FONTAINE, 2007). Além de participar da patogenicidade, o acido micolico
parece ser importante na sobrevivéncia dessa bactéria no ambiente (WEST et al., 2002).

Acredita-se que a bactéria utiliza a exotoxina hemolitica fosfolipase D (PLD) para
disseminar a infeccdo no hospedeiro. O periodo de incubacdo para a formacdo destes
granulomas varia de dois a seis meses (ANDRADE et. al., 2012; BILLINGTON et. al., 2002;
SMITH e SHERMAN, 2009). Todavia, 0 estabelecimento da doenca no animal é considerado
um processo lento que pode durar meses, resultando assim, em uma doenca de carater crénico
(ECKERSALL et. al., 2007).

Para que ocorra a instalacdo e a manifestacdo clinica da doenga € necessario o
crescimento bacteriano no interior do hospedeiro (SEYFFERT et al., 2010), no qual o
patdgeno atuard com a expressdo conjunta de genes responsaveis pelos fatores de viruléncia,
em resposta ao ambiente apropriado (WOOLDRIDGE, 2009).
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A dindmica da resposta imunoldgica a infecgdo s6 pode ser compreendida se houver a
caracterizacdo das proteinas bacterianas responsaveis pela inducdo da resposta imune do
hospedeiro (SEYFFERT et. al., 2010). A razdo do sucesso da imunizacdo com algumas
vacinas comerciais depende, principalmente, da natureza do antigeno, e é sabido que algumas
proteinas conhecidas do C. pseudotuberculosis estdo ligadas a seus fatores de viruléncia.

Considerando-se que a caracterizagdo dos fatores de viruléncia expressos em resposta
a certos estimulos é necessaria para a compreensao da patogénese de espécies bacterianas
(WOOLDRIDGE, 2009), este estudo visa revisar e caracterizar novos alvos antigénicos e
possiveis fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis.

METODOLOGIA

A busca eletronica foi conduzida nas bases de dados Medline/Pubmed, Lilacs e
Science Direct. Foram utilizados os seguintes descritores da lingua portuguesa e 0S seus
correspondentes no idioma inglés: proteina cinase, proteina kinase, Corynebacterinae,

Corynebacterium, virulence factors, antigenic targets. Ndo houve delimitacdo de periodo.

ESTADO DA ARTE

PRINCIPAIS FATORES DE VIRULENCIA DE C. pseudotuberculosis

Dois determinantes de viruléncia de C. pseudotuberculosis foram bem caracterizados,
a exotoxina PLD e a parede celular lipidica toxica (SONGER, 1997). A PLD uma potente
exotoxina, considerada o principal fator de viruléncia desta bactéria, € uma proteina de 31
KDa (JOLLY, 1965a), foi caracterizada como sendo um fosfatidilcolina fosfatidilhidrolase de
acao enzimatica (CARNE, 1939; ONON, 1979).

Localizada na face externa da parede, a camada lipidica permite o0 organismo resistir a
digestdo por enzimas celulares e assim persistir como um parasita intracelular facultativo
(BRAITHWAITE et al., 1993). Esses lipidios podem também ter acdo letal sobre os
macrofagos por acdo citotdxica direta sobre estas células (MUCKLE e GYLES 1983).

O mecanismo de acdo da PLD esta relacionado a dissocia¢do da esfingomielina, um

importante componente estrutural de membrana, em colina e ceramida fosfato (HODGSON et
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al., 1999). A degradacdo da esfingomielina em ceramida resulta em desorganizagdo da
membrana suficiente para causar lise celular (BROWN e OLANDER, 1987). Essa a¢do da
PLD compromete as células do endotélio vascular, aumentando a permeabilidade vascular,
favorecendo assim a disseminacdo do patégeno a partir do local inicial da infeccéo
(YOZWIAK e SONGER, 1993). Desta forma, ela funciona como um fator de permeabilidade,
que promove a disseminacdo do patdgeno a partir do local inicial de infecgdo a todos os
tecidos do corpo do hospedeiro, ao hidrolisar as ligacOes ésteres da esfingomielina de
membranas celulares dos mamiferos causando danos dermo-necréticos e contribuindo para a
passagem da bactéria da derme para pequenos vasos sanguineos para que ela acesse 0s vasos
linfaticos (EGEN et al., 1989). Além disso, ela é considerada uma exotoxina citotoxica para
as células brancas do sangue, promovendo a destruicdo dos macréfagos durante a infeccdo
experimental (TASHJIAN & CAMPBELL, 1983; DORELLA et al., 2009; SA et al., 2013).

Entretanto, alguns fatores bacterianos, como a exotoxina fosfolipase D e os lipidios
citotdxicos, contribuem para a patogénese a nivel local, com pouca probabilidade de efeito
sisttmico na doenca natural (SONGER, 1997). Depois que C. pseudotuberculosis é capturada
por células fagociticas como neutrofilos e macréfagos, o fagossomo se funde com o
lisossomo, formando o fagolisossomo (BATEY, 1986b). No entanto C. pseudotuberculosis é
um patogeno intracelular facultativo capaz de sobreviver dentro de macréfagos por mais de 48
horas. Durante esse tempo, as bactérias sdo liberadas, resultado de um processo que leva 0s
fagocitos a morte, embora esta propriedade varie entre as diferentes cepas estudadas (BAIRD
& FONTAINE, 2007).

Outros importantes fatores de viruléncia desta bactéria sdo os genes FagA (proteina
integral de membrana), FagB (transportador de enterobactinade ferro), FagC (ATP- proteina
de ligacdo da membrana) e FagD (sideroforos), relacionados a regulacdo e absorcdo de ferro
pela C. pseudotuberculosis (Billington et al., 2002). Embora raramente expressos in vitro,
quando expressos in vivo, aumentam a viruléncia bacteriana, o que indica que fatores

advindos do hospedeiro podem ser responsaveis pela sua expressdo (SA et al., 2013).

NOVOS ALVOS ANTIGENICOS DE C. pseudotuberculosis

As proteinas bacterianas secretadas e de membrana representam 0s principais
componentes da interagdo do patdgeno com o hospedeiro. Por esse motivo, diversos estudos
sdo conduzidos com o objetivo de identificar potenciais alvos para o desenvolvimento de

vacinas e testes de diagnostico. De acordo com Pacheco e colaboradores (2011), isto



47

fundamentou a implementagdo de uma abordagem combinada para caracterizar o
exoproteoma de C. pseudotuberculosis, permitindo a identificacdo de 93 diferentes proteinas
extracelulares, além de 11 proteinas relacionadas a diversas func@es bioldgicas, tais como
envelope celular, metabolismo respiratério e prote6lise (SILVA et al., 2013).

O sequenciamento de diferentes linhagens de C. pseudotuberculosis forneceram dados
genémicos do microrganismo Cpl19 (Silva et al., 2011), Cp1002 (Pinto et al. 2012), Cp258
(Soares et al., 2012), Cp3\99-5 (Pethick et al. 2012b),que usados através de analises in silico

permitiram selecionar sequéncias para varios estudos.

CP40 (endo-p-N-acetylglucosaminidase)

A serina protease corinebacteriana (CP40), foi identificada anteriormente como um
antigeno protetor de C. pseudotuberculosis (WALKER et al., 1994). Esta proteina
extracelular foi classificada como uma serina-protease que contribui para a viruléncia do
parasita devido a sua atividade proteolitica (WILSON et al., 1995; D’AFONSECA, et al.,
2008). Considera-se atualmente como sendo uma endo-B-N-acetylglucosaminidase
(SHADNEZHAD et al., 2016).

A serina protease CP40, codificada pelo gene cp40 de C. pseudotuberculosis, foi
testado em animais infectados e demonstrou propriedades imunogénicas, mostrando uma forte
resposta humoral em imunotransferéncias e 82% reducédo na proporcéo de ovelhas infectadas
e 98% reducdo das lesdes pulmonares (WALKER et al., 1994) o que sugeriu que este
antigeno de 40 kDa desempenha um papel importante na imunidade da LC. Esses niveis de
protecdo eram semelhantes aos encontrados com outros imunogénios, como bactérias
inativadas e fosfolipase D geneticamente desintoxicada (STANFORD, et al., 1998;
CHAPLIN, etal., 1999).

Condizente com a sequéncia completa do genoma de C. pseudotuberculosis FRC41
isolado de um linfonodo inguinal de uma menina de 12 anos com linfadenite necrosante, foi
revelada a viruléncia de CP40, provavelmente ao afetar diretamente a funcdo da proteina
CP40 e indiretamente o crescimento do patdgeno e verificaram a protease corynebacteriana
(TROST et. al., 2010).

Droppa-Almeida (2013) avaliou a resposta imune induzida pela Cp40 recombinante em
camundongos infectados por C.pseudotuberculosis e detectou uma ativacdo do sistema imune

superior a induzida por vacinas comerciais.
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A cp40 foi utilizada em formulacao vacinal com a cepa mutante CP09 em camundongos
infectados, onde a CP40 induziu resposta imune humoral quando testada individualmente ou
em associagdo com a cepa mutante CP09, mostrando potencial para uma formulagdo vacinal
contra LC (SILVA, 2014). Ensaios com a CP40 recombinante também obtiveram resultados
favoraveis contra a LC em camundongos quando usada como imundgeno, sendo capaz de
induzir uma resposta Thl com auséncia de resposta Th2 (HODGSON et al.,, 1994;

KOWALCZYK; ERTL, 1999; NAGATA et al., 2004; SILVA et. al., 2014).

Proteina quinase G (PknG)

Um fator de viruléncia crucial para a sobrevivéncia intracelular de Mycobacterium
tuberculosis é a proteina quinase G (PknG), uma proteina eucaridtica do tipo serina-treonina
quinase expressa por micobactérias patogénicas que bloqueia a degradacdo intracelular de
micobactérias dentro dos lisossomos. (SANTHI e AISHWARYA, 2011).

O PknG de Mycobacterium tuberculosis € uma proteina quinase de Ser / Thr que
regula processos metabolicos chave dentro da célula bacteriana bem como vias de sinalizagdo
da célula hospedeira infectada. Esta proteina multidominio tem um dominio de cinase
canonica conservado com regifdes flanqueadoras N- e C-terminais de funcdes funcionais
pouco claras (GIL et al., 2013).

Como parte de importantes mecanismos de sinalizacdo celular, proteina quinases
serina / treonina eucarioticas encontradas em bactérias sdo uma classe de moléculas que
também merece atencdo porque elas fazem parte do caminho de sinalizagdo complexo e
desempenham uma diversidade de papéis fisiolégicos em processos de desenvolvimento,
metabolismo secundario, divisdo celular, sintese da parede celular, processos essenciais,
metabolismo e viruléncia (PEREIRA et al., 2011; FORRELLAD et al., 2013).

A proteina quinase G (PknG) ganhou interesse particular porque afeta o trafego
intracelular de Mycobacterium tuberculosis em macréfagos. A maioria dos patdgenos e
micobactérias encontram-se rapidamente nos lisossomas, onde sdo mortas. Em contraste, M.

tuberculosis permanece dentro de fagossomos; a bactéria libera PknG para bloquear a fusdo
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fagosoma-lisossoma. As bactérias que ndo possuem o gene pknG sdo rapidamente transferidas
para lisossomas e eliminadas (WALBURGER et al., 2004; WARNER e MIZRAHI, 2007).

Desta forma a PknG bloqueia a degradagdo intracelular de micobactérias em
lisossomos (COLE et al.,, 2001), estando envolvido na transducdo do sinal da célula
hospedeira capaz de modular as vias de trafico de macrofagos no hospedeiro (GATFIELD &
PIETERS, 2003). Importante salientar, que as micobactérias que super-expressam um mutante
letal da quinase PknG sdo rapidamente transferidos para os lisossomos e eliminados,
demonstrando que a atividade da quinase PknG é crucial para a sobrevivéncia de
micobactérias (SCHERR, et. al., 2007). O fato de PknG ser transladado para o citossol do
hospedeiro sugere que compostos destinados a bloguear a atividade de PknG ndo requerem
transporte através da parede célular micobacteriana permeavel (WALBURGER, et al., 2004,
SANTHI & AISHWARYA, 2011).

O genoma de C. pseudotuberculosis FRC41 tem um gene de codificacdo para uma
proteina PknG com aproximadamente 83 kDa (TROSTE et. al., 2010), mas sua funcdo na
bactéria ainda precisa ser investigado.

As funcdes relatadas da PknG incluem regulacdo de processos metabolicos e
interferéncia de vias de sinalizacdo da célula hospedeira infectada (WALBURGER, et. al.,
2004; O’HARE, et. al., 2008; GIL, et. al., 2013). A inativacdo do gene PknG diminui a
viabilidade celular e a viruléncia em modelos animais e sugere um papel central no controle
dos niveis intracelulares de glutamato / glutamina (COWLEY, et. al., 2004). Demonstrou-se
ainda que PknG participa na regulacdo do metabolismo do glutamato atraves da fosforilacdo
enddgena de um substrato (GarA), com fungdes semelhantes as relatadas para PknG no
actinomiceto relacionado Corynebacterium glutamicum (NIEBISCH, et. al., 2006; O’HARE,
et. al., 2008). PknG também ¢é um fator de viruléncia que medeia a sobrevivéncia de M.
tuberculosis dentro das células hospedeiras, evitando a fusdo de fagosoma-lisossoma de
macrofagos (WALBURGER, et. al., 2004). Além disso, a inibicdo da atividade de PknG
produz bactérias mais suscetiveis a degradacdo intracelular (WALBURGER, et. al., 2004).
Devido aos processos celulares criticos que controla, a inibicdo de PknG emergiu como uma
estratégia atraente para a descoberta de drogas. O principal desafio é alcancar a seletividade
para a inibicdo de PknG, uma vez que os mecanismos cataliticos o dueto de proteinas quinase

Ser / Thr ativa sdo conservados de procariotos a eucariotos.
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SpaC Pilina

Pili de superficie celular desempenha papel fundamental na colonizacdo bacteriana e
patogénese (SAUER, et. al., 2000; MANDLIK, et. al., 2008). O mecanismo de montagem do
pilus no pili Gram-negativo é bem compreendido (THANASSI & HULTGREN, 2000).
Muitos agentes patogénicos Gram-positivos exibem varios tipos de pili (MISHRA et. al.,
2007). Ao contrario de pili Gram negativos, o pili bacteriano Gram-positivo trata-se de
polimeros reticulados que estdo ligados covalentemente a peptidoglicano de parede celular
(TON-THAT & SCHNEEWIND, et. al., 2004; MANDLIK et. al., 2008;). Os varios pili
Gram-positivos sdo montados por um mecanismo fundamentalmente parecido que requer
classificar (TON-THAT, & SCHNEEWIND, et. al., 2004; TELFORD et. al., 2006;
MARRAFINI, et. al., 2006), uma transpeptidase encontrada em praticamente todos o0s
microorganismos gram-positivos (COMFORT & CLUBB, 2004; DRAMSI, et. al., 2005). C.
diphtheriae expressa trés diferentes pili heterotriméricos e um total de seis tipos, dos quais
cinco (SrtA-E) sdo essenciais para a polimerizacdo especifica de pilus, e eles sdo coexpressos
com as respectivas pilinas (MANDLIK, et. al., 2008). O sexto (SrtF) € conhecido como o tipo
de arrumacgdo (TON-THAT et. al., 2003). O primeiro gene de pilus caracterizado em C.
diphtheriae (spaA-srtA-spaB-spaC) codifica o pili do tipo SpaA. Este prototipo de pilus é
montado por uma ligagdo covalente cruzada da principal SpaA pilina formando o eixo,
juntamente com o Spa Pilin menor localizado na ponta, e outro pili menor, SpaB (TON-
THAT, et. al., 2003). Quando o SpaA é superproduzido, ha muito tempo, pilis séo formados
que contém SpaC na ponta e SpaB intercalados ao longo do eixo (TON-THAT et. al., 2003).
Os pilis menores também sdo exibidas na superficie celular e facilitam a aderéncia
corynebacteriana as células epiteliais da faringe (MANDLIK et. al., 2007; MANDLIK, et. al.,
2008).

A sequéncia completa do genoma de uma estirpe C. pseudotuberculosis (FRC41)
isolado de uma menina de 12 anos de idade com linfadenite necrosante permitiu a
identificacdo de spaC e nanH como genes que codificam proteinas consideradas como
potenciais fatores de viruléncia (TROST et. al., 2010).

O SpaC é uma proteina de ponta tipo pili. A estrutura do pilus provavelmente pode
fazer o contato inicial com os receptores das células hospedeiras permitindo interacoes
adicionais ligante-receptor para facilitar a eficiéncia de fatores de viruléncia e invasao
intracelular (ROGERS, et. al., 2011).
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Neuraminidade H (NanH)

NanH, por sua vez, é tida como uma promissora neuraminidase extracelular (TROST,
et. al., 2010). Neuraminidases, ou sialidases, pertencem a uma classe de hidrolases de glicosil
que catalisam a remocdo de residuos de acido sialico terminal de uma variedade de
glicoconjugados e que pode contribuir para o reconhecimento de acidos sialicos expostos nas
superficies das células hospedeiras. A maioria dos microorganismos produtores de sialidase
sdo patogénicos ou comensais quando em contato proximo com hospedeiros de mamiferos
(SANTANA-JORGE, et. al., 2016). Sugere-se também que, em alguns tipos de bactérias
patogénicas, as sialidases funcionam como potenciais fatores de viruléncia que contribuem
para o reconhecimento de acidos sialicos expostos na superficie da célula hospedeira (KIM,
et. al., 2011). Uma homdloga NanH FRC41 de C. pseudotuberculosis foi caracterizada em C.
diphtheriae KCTC3075 e mostrou ser uma proteina contendo neuraminidase e atividades
trans-sialidase (KIM, et. al., 2010).

SodC (Superdxido Dismutase C)

Superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), uma metaloenzima antioxidante, catalisa a
dismutacdo de anions radiais de superoxido para dioxigeno e perdxido de hidrogénio; sendo o
altimo quebrado em &agua por catalase ou peroxidase. Esta SOD tem sido encontrada na
maioria dos organismos, aerdébicos e anaerobicos, e desempenha um papel fundamental na
protecéo celular contra condicGes de estresse oxidativo (FRIDOVICH, 1995).

As SODs séo distinguidas em varios tipos dependendo do tipo de cofactores metalicos
SOD contendo tanto o manganés (Mn-SOD) como o ferro (Fe-SOD) foi encontrado no
citoplasma de células procaridticas e tem sequéncias e estruturas muito semelhantes (KEELE,
et al., 1970; YOST e FRIDOVICH, 1973). O SOD contendo cobre e zinco (Cu, Zn-SOD) foi
descrito no periplasma de patdgenos e bactérias endosimbiobicas e sdo evolutivamente ndo
relacionado a Mn, Fe-SODs (BECK et al., 1990; BEYER et al., 1991; TOUATI, 1997; WU et
al., 1998; BATTISTONI et al., 2000). Além disso, duas novas SODs contendo niquel (Ni-
SOD) ou contendo ferro e o zinco (FeZn-SOD) caracterizam-se como enzimas
citoplasmaticas de Streptomyces griseus e Streptomyces coelicolor (YOUN, et al., 1996;
KIM, et al., 1996). Outro tipo de metaloproteina pequena com atividade de superdéxido
dismutase, ndo relacionada as SOD cléssicas, também foi identificado recentemente na
bactéria de sulfovibrio de reducdo de sulfato (SILVA et al., 1999; EL SHAFEY, et al., 2006).
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De acordo com Trost e colaboradores (2010), o genoma de C. pseudotuberculosis
FRC41 também codifica uma superdxido dismutase dependente de cobre e zinco (SodC). A
localizacdo extracelular desta enzima sugere que pode proteger a superficie de células de C.
pseudotuberculosis contra o superoxido gerado externamente pelas células hospedeiras de
mamiferos (SANTANA-JORGE, et. al., 2016).

A superoxido dismutase (SOD) de Corynebacterium glutamicum foi purificada e
caracterizado como sendo uma enzima de peso molecular nativo de cerca de 80 kDa (EL
SHAFEY, et al., 2006).

A SodC contribui para a resisténcia em M. tuberculosis, contra os produtos de
explosdo oxidativa gerados por macrofagos ativados (DUSSURGET, et. al.,, 2001;
PIDDINGTON, et. al.,, 2001). Assim, a atividade protetora de Cu, Zn-SODs tem sido
associada a viruléncia em outras bactérias, como Neisseria meningitides e Hemophylus
ducreyi (TROST, et. al., 2010). Com respeito aos importantes mecanismos de sinalizagdo
celular, as proteinas quinases de serina e treonina, semelhantes a eucariéticos, em bactérias
sdo uma classe de moléculas que também merecem atencdo, uma vez que fazem parte de vias
de sinalizacdo complexas e desempenham uma diversidade de papéis fisiolégicos no
metabolismo secundario, divisdo celular, sintese de parede celular, processos essenciais no
metabolismo central e viruléncia (PEREIRA, et. al., 2011; FORRELLAD, et. al., 2013).

Antigenos recombinantes rCP5582 e rCP7041

A fim de acelerar a identificagdo de novos alvos antigénicos, 0 uso concomitante de
dados genémicos, protebmicos e da bioinformatica sdo consideradas ferramentas importantes
a serem usadas para o diagnostico, vacinas e medidas de controle da linfadenite caseosa
(KAUFMANN et al., 2014). Neste sentido, o sequenciamento de diferentes linhagens de C.
pseudotuberculosis fornecem dados gendémicos do microrganismo Cpl1l9 (SILVA et al.,
2011), Cp1002 (PINTO et al., 2012), Cp258 (SOARES et al., 2013), Cp3\99-5 (PETHICK et
al. 2012), que usados através de analises in silico permitiram selecionar sequéncias para
varios estudos.

Neste contexto, o Corynebase (HEYDARI et al.,, 2014), um banco de dados
gendmicos de Corynebacterium que contém mais de 165 mil sequéncias codificadoras, foi
utilizado para a selecdo de seis ORFs (Open Reading Frame) com cadeias peptidicas

contendo de 332 a 966 aminoacidos, cujos produtos génicos secretados ou associados a
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membrana externa, sdo potenciais candidatos para desenvolver vacinas e testes de
diagnosticos, visto que sdo antigenos imunogénicos (BRITO, 2016).

Brito (2016) utilizando ferramentas de bioinforméatica e a metodologia da biologia
molecular identificou, clonou o0s genes e expressou duas proteinas recombinantes de C.
pseudotuberculosis denominadas rCP5582 e rCP7041. Estas proteinas quando inoculadas
isoladamente em camundongos induziram uma resposta imune humoral fraca, quando
avaliados os niveis de DO. através do ensaio imunoenzimatico ELISA, entretanto, os niveis
aumentaram de modo significativo quando a formulacdo vacinal, foi composta associado a
rCP40 recombinante, certamente indicando o expressivo papel imunogénico desta serino-
protease.

Neste mesmo estudo, observou-se que as proteinas rCP5582 e rCP7041, sdo capazes
de induzir resposta imune humoral em modelo murino, o que ja era conhecido para outras
proteinas recombinantes como rCP40 (DROPPA et al, 2015) e CP09 (SILVA et al, 2014).

De acordo com estes achados, as proteinas recombinantes rCP5582 e rCP7041
também estdo sendo consideradas possiveis alvos antigénicos para a inducdo de

imunoprotecao contra a infeccdo por C. pseudotuberculosis.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante das caracteristicas ja expostas da diversidade de antigenos aqui mencionados
percebe-se que muitas sdo as possibilidades e alvos a serem explorados. Desta forma CP40, ja
esta considerada como um importante alvo antigénico, enquanto que SpaC, NanH, SodC, e as
PknG de C. pseudotuberculosis, melhor estudados podem também se tornar promissores alvos
antigénicos, com papéis significativos na viruléncia e patogeniciade desta bactéria nos

hospedeiros pequenos ruminantes.
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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma enfermidade que afeta caprinos e ovinos, causada pela
bactéria  Corynebacterium  pseudotuberculosis, relacionada  filogeneticamente a
Mycobacterium tuberculosis. A LC é uma das doencas de grande importancia econémica para
a caprinovinocultura. E caracterizada pela formacio de granulomas nos ganglios linfaticos e
orgdos internos de animais infectados. A imunidade contra C. pseudotuberculosis envolve
tanto aspectos da imunidade celular quanto da imunidade humoral, e embora esta Ultima seja
intensa, sozinha € incapaz de debelar a infeccdo. As proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) sdo uma subfamilia de proteina quinases especificas de serina / treonina
que sdo expressas por todos os tipos de células e respondem a estimulos extracelulares
(mitégenos) que medeiam a transducdo de sinal dos receptores da superficie celular aos
nucleos. Considerando-se que a participacdo do 6xido nitrico é essencial para eliminacdo
deste patdgeno, este estudo utilizou esplendcitos de camundongos Swiss infectados visando
avaliar o envolvimento das proteinas quinases MAPK p38 e ERK1 e 2 e JNK 1,2,3 na
producdo de Oxido nitrico in vitro sob estimulacdo por antigenos recombinantes desta
bactéria. Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss (n = 12) divididos em dois
grupos, um deles foi infectado com 107 unidades de formadoras de coldnias (UFC) de estirpe
virulenta ER1409 e outro controle (sem infeccdo). Os esplendcitos murinos foram tratados
com inibidores especificos (inibidor de MAPK p38, inibidor ERK 1/2 ou inibidor da JNK 1,
2,3) e cultivados sob estimulo dos antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis (rPLD,
rCP40, rPKnG, rCP5582-G04-, rCP7041-G10). Os resultados demonstram diferengas nos
niveis de oOxido nitrico entre os grupos (controle e infec¢do) nas condi¢des de cultivo
empregadas: branco (células), estimulos e inibidores das vias MAPK (p<0,001).

Palavras-chave:  Corynebacterium  pseudotuberculosis, 6xido nitrico, antigenos

recombinantes, MAPK.
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INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infecciosa crénica de pequenos ruminantes,
caprinos e ovinos, cujo agente etiol6gico é a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
coco-bacilo gram positivo, patégeno intracelular facultativo de fagdcitos, relacionado
filogeneticamente ao Mycobacterium tuberculosis (BATEY, 1986a; PASCUAL et al., 1995).
O principal fator de viruléncia é uma exotoxina, a fosfolipase D (HODGSON, 1999). A
bactéria, ao penetrar no organismo do hospedeiro é carreada pelas vias linfaticas aferentes
para os linfonodos superficiais e drenantes, onde granulomas caracteristicos sao produzidos.
Os linfonodos mais acometidos sdo pré-escapular, parotideo, submandibular, supramamario e
popliteo (UNANIAN et al. 1985; BROWN, OLANDER e ALVES, 1987).

A imunidade contra C. pseudotuberculosis envolve tanto aspectos da imunidade
celular quanto da imunidade humoral e embora esta ultima seja intensa, sozinha é incapaz de
debelar a infeccdo (BATEY, 1986a; VALE et al., 2003).

As proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) sdo uma subfamilia de proteina
quinases especificas de serina / treonina. Os MAPKSs sdo expressos por todos o0s tipos de
células e respondem a estimulos extracelulares (mitdgenos) que medeiam a transdugdo de
sinal dos receptores da superficie celular aos nicleos (NUMAZAWA et al, 2003, SOUZA, et
al, 2007; SON et al, 2011 . MAPKSs, parte de um sistema de fosforilacdo no qual trés as
cinases sao ativadas sequencialmente (JOHNSON e LAPADAT et al,2002; BOUTROS, et al,
2008), sdo expressas em células de mamiferos e traduzem sinais em resposta a fatores de
crescimento, citocinas pro-inflamatorias e condicdes de estresse. Trés subfamilias de MAPKs
foram bem caracterizadas: MAPK p38, que contém quatro isoformas (a, B, v € 8); ERK, a
quinase regulada por sinalizacdo extracelular, com isoformas p44 (ERK1) e P42 (ERK2); E a
proteina quinase c-jun N-terminal, com isoformas, JNK 1, JNK 2 e JNK 3 (ONO e HAN,
2000; SOUZA, et al, 2007; BROWN e SACKS, 2009).

MAPK p38 regula a expressdo de varias citocinas, € ativado em células imunes por
citocinas inflamatdrias e desempenha um papel importante na ativacdo da resposta imune do
hospedeiro (KIM, et al, 2008). ERK 1 e 2 sdo amplamente expressas e envolvidas na
regulacdo da meiose, mitose e funcBes pos-mitdticas em uma variedade de células. Por sua
vez, INKs sdo fortemente ativadas em resposta a citocinas, irradiacdo UV, privacdo de fatores
de crescimento, agentes prejudiciais ao DNA e, em menor grau, alguns receptores acoplados a
proteinas G, soro e fatores de crescimento (KYRIAKIS e AVRUCH, 2001; ROUX e
BLENIS, 2004).
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O presente estudo empregou esplendcitos de camundongos Swiss para avaliar o
envolvimento das proteinas cinases MAPK p38 e ERK1 e 2 e JNK 1,2,3 na producdo de

Oxido Nitrico in vitro sob estimulagdo por antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo da linhagem bacteriana de Corynebacterium pseudotuberculosis

A estirpe ER1409 foi recentemente isolada de um caprino naturalmente infectado da
Fazenda Experimental da UFBA, localizada na regido de Entre Rios-BA, e doado ao
Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da
Bahia (ICS-UFBA) no ano 2016. A identificacdo prévia da linhagem foi realizada pelo
método de Gram, cultura de Corynebacterium spp, hemolise sinérgica com Rhodococcus equi
(Egen et al., 1989) e andlises bioquimicas (APl Coryne Biomérieux, SA, Marcy-I’Etoile
Franca), sendo realizada adicionalmente na sorologia para Linfadenite Caseosa.

Para proceder a infeccdo dos animais testados, foi realizada a quantificacdo bacteriana,
seguindo o protocolo de Pedral (2012). Resumidamente, foram retirados 05 mL dos 250ml de
uma cultura mantida por 48h a 37°C. Este material foi lavado duas vezes, em solucdo salina,
através de centrifugacGes de 04 min. a 8.000xg. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e
acrescido o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e incubou-se por 20
minutos no escuro, a temperatura ambiente. Logo apos foi realizada uma nova lavagem para
a remocdo dos reagentes e o pellet bacteriano foi ressuspenso e mensurado no citdmetro de
fluxo. Para isso, foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA), contendo pellet de
microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em cada lote. A
concentracdo bacteriana foi estabelecida seguindo o seguinte célculo: Bactérias totais =
(N°beads eventos bactérias / N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

Animais

Na realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
doados pelo Centro de Cria¢do de Animais de Laboratorio da Escola de Medicina Veterinaria
(Biotério) - Universidade Federal da Bahia (MEV-UFBA): Salvador - BA com idade

aproximada de 6 a 8 semanas, de ambos 0s sexos.
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Os animais foram alojados em caixas de criagdo com 30x19,5x12 c¢cm, quatro a seis
animais por caixa, durante todo o periodo do experimento, no Biotério do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS-UFBA), sob condicdes adequadas de temperatura (21 = 1° C) e de
umidade (50 - 60 %), luminosidade e livres de patdgenos. Estes foram alimentados com racéao
balanceada, sendo mantidos com alimentacédo e agua ad libitum.

A utilizacdo do modelo murino deu-se devido a escassez de reagentes especificos para
dosar biomoléculas relacionadas com a imunorregulacdo em pequenos ruminantes, principais
hospedeiros naturais de Corynebacterium pseudotuberculosis, além da infeccdo experimental
de camundongos reproduzirem 0s principais aspectos observados em caprinos e ovinos. A
linhagem utilizada apresenta uma doenca moderada, quando comparada, por exemplo, com
aquela desenvolvida por camundongos de outras linhagens.

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

Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, sob o protocolo n® 106/2016.

Obtencdo das Proteinas Recombinantes e Linhagens bacterianas

As proteinas recombinantes de Corynebacterium pseudotuberculosis, aqui utilizadas,
rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582(G04), rCP7041(G10) foram expressas e purificadas
seguindo protocolos experimentais padronizados pelo Laboratério de Pesquisa em Doencas
Infecciosas da UFPel, Laboratério de Genética Celular e Molecular da UFMG e
Departamento de Biointeragdo do Instituto de Ciéncias da Saude UFBA, sendo entdo cedidas
para 0 uso neste estudo.

Como linhagens bacterianas utilizadas nesse trabalho tem-se C. pseudotuberculosis
1002, Escherichia coli TOP10 e E.coli BL21 Star, cedidas pelo Laboratério de Pesquisa em
Doencas Infecciosas da UFPel. C. pseudotuberculosis 1002 foi cultivada em meio “Brain
Heart Infusion” (BHI) suplementado com Tween 80 a 0,5 %, por 72 h a 37°C sob agitagao.
As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) ou LB-Agar por 16h a

37°C, acrescido, quando necessario, de 100 pg/mL de ampicilina.
Analise eletroforética das proteinas recombinantes de C. pseudotuberculosis em SDS-page
Os antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis, submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida, apresentaram 05 pesos moleculares que variam de 10 até
aproximadamente 84 KDa (figura 3).
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Figura 3: Desenho esquematico de eletroforese em gel de poliacrilamida dos antigenos recombinantes
de C.pseudotuberculosis. Os niumeros se referem aos pesos moleculares em KDa. PM: Peso molecular.
rPLD = Fosfolipase D recombinante; rPKnG = proteina kinase G recombinante; rCP40 = serina
protease secretada recombinante; rCP5582 = proteina recombinante G04; rCP7041 = proteina
recombinante G10.

Infeccdo Experimental

Foram utilizados 12 camundongos, fornecidos pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio da Escola de Medicina Veterinaria (Biotério) - Universidade Federal da Bahia
(UFBA): Salvador - BA com idade aproximada de 6 a 8 semanas, de ambos o0s sexos. O
protocolo experimental foi delineado com a infecgdo de 06 animais com 10° CFU da cepa
virulenta ER1409 de Corynebacterium pseudotuberculosis, injetadas por via intraperitoneal,
sendo também injetada solucéo salina sob as mesmas condi¢des 06 animais do grupo controle.
A determinacdo da dose utilizada para a promocdo da infeccdo, 1x10? de ER1409 foi
estabelecia com o objetivo de promover o desenvolvimento de uma patologia cronica,
entretanto sem ocasionar mortalidade nos animais. No tempo 0 e 30 dias apos a infecgdo
experimental, foi coletado sangue para acompanhamento soroldgico destes animais e analise
da producdo de imunoglobulina G, e 06 camundongos foram eutanasiados em cada tempo
para o cultivo de esplendcitos, tratamento com inibidores das vias MAPK e estimulo proteinas
recombinantes de C. pseudotuberculosis. No decorrer do experimento foi feito o
acompanhamento da evolucao da doenca.
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Ensaios com células esplénicas

Obtencéao dos linfocitos

Nos tempos 0 e 30 dias os animais eutanasiados de ambos tiveram os bagos removidos
assepticamente e lavados duas vezes em Meio RPMI 1640 (Sigma). As células esplénicas
foram coletadas por divulcdo em meio RPMI (3mL) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibi6tico. Em seguida as células obtidas foram diluidas 1:100 (30ul de
acido acético, 960 pul de PBS ¢ 10 ul de célula) e contadas em contador automatico de células.

Cultivo dos linfécitos

As células esplénicas foram cultivadas em placas de 24 pogos na concentracdo de
10%mL. Foram adicionados & placa os antigenos recombinantes de Corynebacterium
pseudotuberculosis [rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582(G04), rCP7041G10)] em uma
concentracdo de 10ug por pogo, com 1000uL (meio de cultura + células + inibidores). Na
cultura de células, para o tratamento com os inibidores das vias MAPK, foram utilizados 4
poc¢os por antigeno, onde foram usados um pog¢o controle com o antigeno recombinante e
sem os inibidores, e trés poc¢os os inibidores usados individualmente (MAPK p38 e ERK 1/
2; e JNK 1/2/3), repetindo este desenho para cada um dos cinco antigenos recombinantes
testados. Como controle positivo da cultura foi adicionado as células o mitégeno pokeweed
(PWM) na concentracdo de 5ug por poco, com 1000uL. Para o controle negativo foram
utilizadas células sem estimulo dos antigenos recombinantes e auséncia dos inibidores
MAPK.

Posteriormente estas células foram incubadas em estufa com 5% CO, a 37° C por 48
horas. Apos este periodo de incubagdo o conteudo dos pocos foi coletado, centrifugado e o

sobrenadante armazenado a -20° C para posteriores dosagens.

Tratamento com Inibidores da MAPK p38, ERK1/2eJNK1,2e3

As células esplénicas foram expostas aos seguintes inibidores especificos: 1)
SB203580 (inibidor da via MAPKp38); 2) U0126 (inibidor da ERK 1 / 2); e 3) SP600125
(inibidor da via JNK 1/2/3), todos da Sigma-Aldrich, utilizados na concentracdao de 40nM, por
1 hora antes da estimulacdo com o0s antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis,
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seguindo o recomendacdes do fabricante. Apds o referido tempo, foi feita incubagéo por 48h,
coleta, centrifugacdo e armazenamento do sobrenadante como descrito acima, para dosagem

de oxido nitrico, conforme protocolo de Souza, et al. (2014).

Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de Oxido Nitrico foi realizada pelo método de Griess, no qual em tubos
numerados de 1 a 11 (padrdo) foram colocados 392ul de meio RPMI e 8ul de nitrito com
diluigdo 1:50 no tubo 1, e 200ul de meio RPMI nos demais tubos. Em seguida foi feita
diluigdo seriada de 1:2, sendo retirado 200 pl do tubo 1 e passar para o tubo 2, do 2 parao 3 e
assim por diante até o tubo 11 que devera ficar com 200 pl ao final. Isto feito, usando uma
placa de 96 pocos (ELISA) foram adicionados 50 ul do padrao nos pogos, 50 ul de meio para
0 branco, em duplicata ¢ 50 ul da amostra teste também em duplicata. Por fim adicionou-se
50 ul por pogo do reagente de cor preparado - NEED (N-1-Naphtylethylenedamina) 0,1% e
Sulfanilamida 1% na proporcdo 1:1), e homogeneizou-se a placa com batidas leves. Procedeu-
se a incubacdo da placa por um tempo médio de 10 a 15 minutos e fez-se a leitura em

espectrofotdbmetro num filtro de 490nm.

Andlise Estatistica

Os dados foram processados utilizando o software SPSS 17.0 for Windows (Copyright
© SPSS Inc. 1989). Para analise comparativa dos grupos foi utilizado o teste ANOVA com
p6s-ROC de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obijetivando caracterizar o papel das vias ERK 1/ 2, MAPK p38 e INK 1, 2 e 3 na
resposta imune estabelecida frente a inducdo de antigenos recombinantes de C.
pseudotuberculosis em camundongos, infectados com 10° UFC da bactéria virulenta e
acompanhados por 30 dias.

Por se tratar de uma cepa nova de C, pseudotuberculosis, ap6s o isolamento e

procedidos os testes bioquimicos da bactéria, para determinar a dose ideal de inoculacéo,
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foram realizados testes em um estudo piloto com diferentes concentracdes desta cepa em
condic¢des semelhantes ao estudo realizado (dados ndo mostrados).

O presente protocolo experimental foi utilizado para avaliar o envolvimento das vias
MAPK induzidas por antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis, na producdo de

oxido nitrico, em modelo murino.

Acéo de inibidores especificos das vias mapk na producdo in vitro de 6xido nitrico (NO)
por esplendcitos murinos apo6s estimulo com antigenos recombinantes de C.

pseudotuberculosis.

Os mecanismos especificos de morte celular causada por C. pseudotuberculosis ainda
ndo estdo claros, mas a capacidade das bactérias de sobreviver dentro de macrofagos é
atribuida a incapacidade de varias populac6es de macréfagos para a producédo de éxido nitrico
em resposta a essa bactéria in vivo (BOGDAN et al., 1997). Estes efeitos podem estar
associados com a presenca da camada lipidica externa em C. pseudotuberculosis e outros
componentes antigénicos, que interromperiam a produgdo de dxido nitrico pelos macréfagos
(BASTOS et al., 2012).

Neste sentido, o éxido nitrico (NO), gas soltvel altamente lipofilico, produzido pela
enzima Oxido nitrico sintetase (iNOS), assume atuacdo importante na eliminacdo dos
microrganismos fagocitados pelos macrofagos na infec¢do por C. pseudotuberculosis.

Os macrofagos produzem NO, um composto quimico que esta relacionado, entre
outros fatores bioldgicos, com a reacdo do sistema imune, atuando como agente na eliminacéo
de patdgenos intracelulares (VILHENA, 2006). O oxido nitrico liberado pela célula é toxico e
pode matar também microorganismos que estiverem proximos ao macréfago (MAYER,
2006).

Considerando-se que a participacdo do éxido nitrico é essencial para eliminar C.
pseudotuberculosis, investigamos se a diferenca observada entre os grupos infectado e
controle em relacdo a atividade microbicida no tempo de 48 horas poderia estar relacionada a
capacidade de produgdo do NO. Assim, utilizamos o método de Griess para dosar a
concentracdo de NO nos sobrenadantes dessas culturas.

Na figura 04 a analise demonstra diferencas nos niveis de NO entre 0s grupos
(controle e infeccdo) nas condicdes de cultivo empregadas: branco (células), estimulos e

inibidores das vias MAPK (p<0,001). Todavia, ndo houve diferenga estatisticamente
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significativa nos niveis de NO entre os inibidores das vias MAPK p38, ERK 1/2e JNK 1, 2
e 3 em nenhuma das situagc6es analisadas. Nossos resultados, demostram producdo de NO por

todas as proteinas recombinantes em comundongos com 30 dias de infeccéo.
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Figura 4: Nivel de 6xido nitrico (NO) em sobrenadante de cultura de esplendcitos murinos tratados com os
inibidores da MAPK p38, ERK 1 /2 e JNK 1, 2 e 3 sob estimulo dos antigenos recombinantes de C.
pseudotuberculosis rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582 (G04), rCP7041 (G10). O gréfico representa a analise
entre os grupos (infectado x controle). Controle: tempo zero. Infectados: 30 dias. (p<0,001).

Os resultados com maiores niveis de NO nos animais infectados (fig. 04) reafirmam
que o NO produzido por macréfagos € um importante agente na eliminagdo de patdgenos
intracelulares e a ndo producdo desse efetor em resposta aos componentes bacterianos
explicaria o desenvolvimento de infec¢Bes exclusivamente cronicas observadas em pequenos
ruminantes (GREEN; NACY; MELTZER, 1991). A incapacidade do macréfago em destruir
C. pseudotuberculosis pode estar relacionada a ndo producdo do NO quando essas células
estdo sob estimulo dos antigenos desse patégeno (BROGDEN et al.,, 1990; OLIVEIRA-
NETO, 2011).

Vale et al. (2016), também avaliaram a producdo de NO em células esplénicas de
camundongo encontrando valores maiores do que o observado neste experimento, entretanto,
as linhagens de camundongos e bacterianos foram diferentes.

Um experimento de Oliveira Neto em 2011 realizado com camundongos C57/Black6
selvagem e C57/Black6 Knockout para o 6xido nitrico (KO-NO), comprovaram que o NO é o
principal mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas, ja que todos os animais
testados morreram ap6s o desafio com a amostra virulenta de C. pseudotuberculosis na dose
de 10" Unidades Formadoras de Col6nia (UFC).
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Entretanto, apesar do presente estudo ndo evidenciar influéncia das vias MAPK na
variacdo dos niveis NO entre 0s grupos, outros componentes da resposta imunoldgica a este
patdgeno devem ser considerados, e foram relatados em estudos anteriores, reforcando a
importancia destas vias na infec¢do por C. pseudotuberculosis. Souza et al. (2014) estudando
camundongos CBA infectados com uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis por 30 dias
revelou uma inibicdo estatisticamente significativa (P = 0,016) na producdo de TNF-a. Neste
estudo isso foi induzido apenas pelos inibidores de MAPK p38 e ERK 1/2 sob estimulo de
antigenos secretados / excretados.

Em, um estudo anterior realizado por Sim et al. (2012) foi encontrado que a infeccdo
in vitro por M. avium nos mondcitos de pacientes saudaveis conseguiram ativar com sucesso
as vias MAPK p38 e ERK 1/2 e regularam positivamente a producdo de TNF-a. No entanto,
esse mesmo estudo também empregou mondcitos de pacientes doentes com
abscessos e descobriu que a infec¢do in vitro com M. avium diminuiu a expressdo de MAPK
p38 e ERK 1/2, além de reduzir a producdo de TNF-a. Tais autores demonstraram que a
ativacdo insuficiente da via MAPK p38 em resposta a patdgenos micobactérianos podem
representar um mecanismo importante, devido a regulacdo negativa da resposta imune do
hospedeiro, permitindo assim que o0 patdgeno persista intracelularmente.

Todavia, modelos de estudos empregando uma variedade de parasitas intracelulares
sugerem que nenhuma das vias MAPK estudadas estavam envolvidas na producédo de IFN-y, e
reafirmam, porém o envolvimento de MAPK p38 e ERK 1/2 na producéo de citocinas pro-
inflamatorias e / ou regulatérias (LEWTHWAIT et al.,2007; SAMPAIO et al. 2008;
RAJARAMA et al. 2011; SOUZA et al. 2014).

De acordo com Rocco & Irane (2011) a interferéncia na sinalizacdo intracelular é
fundamental para a estratégia de viruléncia em patdgenos intracelulares, como
M. tuberculosis e M. avium.

Considerando-se o fato de M. tuberculosis ser um microorganismo em grande parte
filogenéticamente semelhante a C. pseudotuberculosis, tem-se que conjuntamente, 0s
resultados apresentados em estudos anteriores indicam que na ativacdo precoce da via MAPK
p38, o caminho pode ser um mecanismo comum pelo qual organismos micobacterianos
virulentos reprimem a resposta antimicrobiana de células hospedeiras susceptiveis, permitindo
que patogenos persistam intracelularmente (KOUL, et. al.,2004).

Adicionalmente, dados in vivo sobre o papel da cascata MAPK p38 em infeccgdes
micobacterianas origindrias de um estudo envolvendo o tratamento de camundongos
infectados com micobactérias patogénicas com inibidor de MAPK p38 SB203580 (VAN
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DEN, et. al.,2001), mostraram nos animais tratados um aumento na sobrevivéncia de
micobactérias patogénicas em varios 0rgaos, mas também aumentou 0s niveis de citocinas.
Esses resultados implicam que a inibicdo da via p38 desempenha um papel na melhorada

sobrevivéncia da bactéria. No entando, o aumento observado nos niveis de citocinas pode ser

KOUL et. al., 2004).

Diferentes estudos avaliando a producdo de NO tém demonstrado que ocorre a
producdo dessa substancia em diferentes linhagens de camundongos infectados com
diferentes linhagens bacterianas, utilizando antigenos somaticos e secretados, entretanto,
utilizando antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis este é o primeiro desenvolvido e
como observado, todos os antigenos testados estimularam a producdo do NO. Devido a LC
ser uma doenca cronica, faz-se necessario aumentar o tempo de infeccdo para podermos

entender melhor as vias de sinalizagéo para a produgéo de NO.

CONSIDERACOES FINAIS

Quando uma bactéria invasora é detectada pelo hospedeiro, o langcamento de citocinas
pro-inflamatorias resulta em dano tecidual local e melhor recrutamento potencial de células de
defesa para a infec¢do. A ativacdo de cascatas de sinalizacdo de célular do hospedeiro, como
MAPK ou JAK / STAT (Janus kinase / transdutor de sinal e ativador da transcri¢éo), resulta
na producdo citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas. Micobactérias patogénicas ao
contrario das ndo patogénicas desenvolveram mecanismos para suprimir esse sinal cascatas de
transducgéo e assim atenuar a resposta imune induzida por citocinas.

Resumidamente, estudos comprovam que micobactérias patogénicas desenvolvem
mecanismos para prevenir ativacdo sustentada de cascatas ERK1 /2 e p38, e isso explica, pelo
menos em parte, e sua sobrevivéncia. Embora as micobactérias residam principalmente em
macrofagos, e macréfagos ativados sdo uma protecdo contra M. tuberculosis, granuldcitos
polimorfonucleares tém um papel protetor significativo na fase inicial desta infeccéo.

Desta forma, é possivel que a manipulacdo adicional das vias MAPK nos moldes
apresentados no presente estudo, possa conduzir a uma melhor compreensao dos mecanismos
de escape usados por C. pseudotuberculosis para evadir a resposta imune do hospedeiro
durante a infeccdo. Assim, estudos adicionais, com maior tempo de infeccdo, devem ser

conduzidos para validar estes pressupostos hipotéticos.
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Avaliacdo da Producgéo de Imunoglobulina G, suas subclasses e da expressao dos
marcadores CD3/CD4+, CD3/CD8+ e FOXP3 em Células Esplénicas Camundongos
Infectados com a Linhagem Selvagem ER1409 de C. pseudotuberculosis, estimulados

com Antigenos Recombinantes desta Bactéria.

SANTOS!, Heidiane Alves: COSTA-SILVA, Marcos; BRITO, lona; SALES, Tatiane
Santana; SOUZA, Andréia Pacheco; PEDRAL, Geraldo; TRINDADE, Soraya Castro; VALE,
Vera Lucia Costa; MEYER, Roberto.

1 Universidade Federal da Bahia : Departamento de Biointeragdo - Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias de Saude, Av.Reitor Miguel Calmon s/n, Vale do Canela, Salvador, Bahia,
Brasil, 40110-100

RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis, o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC) uma
doenca infecto contagiosa cronica, transmitida principalmente através da pele, acomete
pequenos ruminantes. A LC é caracterizada pela formacdo de granulomas em linfonodos
externos e internos e em visceras como os pulmdes, rins e figado, e sua disseminacao nos
rebanhos é expressiva com perdas econdmicas evidentes. A resisténcia adaptativa a infeccao
causada por bactérias intracelulares facultativas tais como C. pseudotuberculosis, esta
relacionada as células T CD4" e, mais especificamente, aos clones que produzem as citocinas
de tipo Thl. A dindmica da resposta imunolégica a infeccdo sé pode ser compreendida se
houver a caracterizacdo das proteinas bacterianas responsaveis pela inducdo da resposta
imune do hospedeiro. Neste estudo foram usados camundongos Swiss (n = 12) divididos em
dois grupos, foi infectado com 107 unidades de formadoras de coldnias (UFC) de estirpe
virulenta ER1409 e outro controle (sem infeccdo). Os esplendcitos murinos foram cultivados
sob estimulo dos antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis (rPLD, rCP40, rPKnG,
rCP5582-G04-, rCP7041-G10). Observou-se que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os animais infectados e controles nos niveis de IgG total (p<0,001),
1gG2a(p<0,001), 1gG2b(p<0,001) e 1gG3(p<0,001). Analisando a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) do marcador CD4+ ndo houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos (infeccdo X controle) para qualquer um dos antigenos recombinantes testados.
Foi encontrado ainda diferenca entre os grupos (controle x infeccdo) apenas quando o
antigeno G04 (rCP5582) foi usado como estimulo (p=0,011). Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de FOXP3 entre os grupos (controle e infec¢do) em
nenhum dos estimulos/inibidores utilizados.

Palavras-chave:, Corynebacterium pseudotuberculosis, Antigenos Recombinantes, 1gG,
FOXP3
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INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis é um patdgeno intracelular facultativo de
macréfagos que se destaca na pecuaria mundial por ser o agente etioldgico da linfadenite
caseosa (LC) em caprinos e ovinos (BINNS et al., 2002; ARSENAULT et al., 2003; PATON
et al., 2003). A linfadenite caseosa (LC) ¢ uma doenca infecto contagiosa cronica, transmitida
principalmente através da pele, acomete pequenos ruminantes, é caracterizada pela formacéo
de granulomas em linfonodos externos e internos e em visceras como o0s pulmdes, rins e
figado (BAIRD & FONTAINE, 2007; KURIA et al., 2001; PEKELDER, 2000). A
disseminacdo da linfadenite caseosa nos rebanhos é expressiva e 0 prejuizo € significativo
com perdas econémicas evidentes.

A resisténcia adaptativa a infeccdo causada por bactérias intracelulares facultativas
tais como C. pseudotuberculosis, estd relacionada as células T CD4" e, mais
especificamente, aos clones que produzem as citocinas de tipo Thl, principalmente IFN-y e
TNF-a. Estas citocinas pro-inflamatérias aumentam a atividade bactericida de macréfagos e
ativam linfocitos T CD8" (SILVA et al., 2001; VALE et al., 2016).

A dindmica da resposta imunologica a infecgdo s6 pode ser compreendida se houver a
caracterizacdo das proteinas bacterianas responsaveis pela inducdo da resposta imune do
hospedeiro (SEYFFERT et al., 2011) assim como estudos para determinacdo de condigcdes
apropriadas para inducdo de resposta imune a antigenos, incluindo a definigdo de adjuvantes,
vias de administragdo e protocolos de imunizagdo, os quais Sdo importantes no
aperfeicoamento de vacinas eficazes (ABATH et al., 1998; COSTA, 2002; GRIFFIN, 2002).
Ao estudar os mecanismos de viruléncia que patdgenos utilizam para propagacdo em um
hospedeiro ndo s6 fornece potenciais alvos para o tratamento, mas também muitas vezes
fornece “insights” sobre as moléculas do hospedeiro afetadas.

Neste contexto, estre estudo objetivou avaliar a resposta imune de camundongo
infectados por C. pseudotuberculosis virulenta ER1409 e estimulados por proteinas
recombinantes, rPLD, rCP40 rPKnG rCP5582 (G04), rCP7041 (G10) desta bactéria.
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MATERIAIS E METODOS

Cultivo da linhagem bacteriana de Corynebacterium pseudotuberculosis

Para a realizagdo do presente estudo foi utilizada uma linhagem virulenta de C.
pseudotuberculosis, denominada ER1409 objetivando os procedimentos relacionados com a
infeccdo dos animais e a cultura celular. Esta estirpe foi recentemente isolada de um caprino
naturalmente infectado da Fazenda Experimental da UFBA localizada na regido de Entre
Rios-BA, e doado ao Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Salde, da
Universidade Federal da Bahia (ICS-UFBA) no ano 2016. A identificacdo prévia da linhagem
foi realizada pelo método de Gram, cultura de Corynebacterium spp, hemdlise sinérgica com
Rhodococcus equi (Egen et al., 1988) e analises bioguimicas (APl Coryne Biomérieux, SA,
Marcy-I’Etoile Franga), sendo realizada adicionalmente a sorologia para Linfadenite Caseosa.

Para a producdo das proteinas secretadas, seguindo-se protocolo estabelecido por
Paule et al. (2003), utilizaram-se quatro litros de cultura da ER1409 em meio de infuséo de
cérebro e coracdo - BHI - (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) cultivados a 37°C, por 48
horas. Resumidamente, o cultivo foi centrifugado a 10.000xg por 15 minutos, seguido de
filtracdo em membrana de didlise durapore em PVDF de 0,45um (Millipore, IndUstria e
Comeércio LTDA, Sdo Paulo-SP), com o intuito de eliminar as bactérias presentes no meio.
Em seguida, o sobrenadante foi fracionado em um procedimento composto por trés fases
(“Three Phase Partitioning” - TPP). Primeiro ocorreu a saturacdo com 30% de sulfato de
amodnia (VETEC Quimica Final LTDA — Rio de Janeiro-RJ) a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo, em seguida o pH foi ajustado para 4.0, e acrescentado o n-Butanol (VETEC
Quimica Final LTDA - Rio de Janeiro-RJ) na mesma proporcdo do volume do meio de
cultura BHI (04L), seguido de uma agitacdo vigorosa durante um minuto. Este material entéo
foi mantido em repouso durante uma hora, para promover a precipitagdo protéica. O
precipitado foi coletado, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, e novamente centrifugado
a 1350xg durante 10min. e a interface foi coletada e dissolvida em 05 ml de tampé&o Tris 20
mM, pH 7,4. Este material foi entdo submetido a didlise contra Salina Tamponada com
Fosfato - PBS, pH 7.2, realizada em trés banhos de 08 horas a 4°C. Para a determinagéo
protéica foi empregado o método de Lowry (Bio-Rad Laboratories Headquarters, California-
USA). As amostras, antes de serem armazenadas a — 20°C, foram acondicionadas em um saco

contendo gelo, e foram submetidas a esterilizacdo por exposicdo a luz ultravioleta durante 15
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min. Este antigeno foi utilizado para realizacdo do ELISA indireto para as dosagens de
imunoglobulinas da classe 1gG e as subclasses 19G1, 19gG2a, IgG2b e 1gG3.

Para proceder a infeccdo dos animais testados, foi realizada a quantificacdo bacteriana,
seguindo o protocolo de Pedral (2012). Resumidamente, foram retirados 05 mL dos 250ml de
uma cultura mantida por 48h a 37°C. Este material foi lavado duas vezes, em solucdo salina,
através de centrifugacGes de 04 min. a 8.000xg. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e
acrescido o SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e incubou-se por 20
minutos no escuro, a temperatura ambiente. Logo apos foi realizada uma nova lavagem para
a remocéo dos reagentes e o pellet bacteriano foi ressuspenso e mensurado no citdbmetro de
fluxo. Para isso, foram utilizados tubos TruCount (Becton Dickson, EUA), contendo pellet de
microesferas fluorescentes, com a quantidade de beads constantes em cada lote. A
concentracdo bacteriana foi estabelecida seguindo o seguinte célculo: Bactérias totais =
(N°beads eventos bactérias / N° de beads A+B) X N° de Beads por pl.

Animais

Na realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
doados pelo Centro de Cria¢do de Animais de Laboratorio da Escola de Medicina Veterinaria
(Biotério) - Universidade Federal da Bahia (MEV-UFBA): Salvador - BA com idade
aproximada de 6 a 8 semanas, de ambos 0s sexos.

Os animais foram alojados em caixas de criagdo com 30x19,5x12 c¢cm, quatro a seis
animais por caixa, durante todo o periodo do experimento, no Biotério do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS-UFBA), sob condicdes adequadas de temperatura (21 + 1° C) e de
umidade (50 - 60 %), luminosidade e livres de patdgenos. Estes foram alimentados com racéao
balanceada, sendo mantidos com alimentacédo e agua ad libitum.

A utilizacdo do modelo murino deu-se devido a escassez de reagentes especificos para
dosar biomoléculas relacionadas com a imunorregulacdo em pequenos ruminantes, principais
hospedeiros naturais de Corynebacterium pseudotuberculosis, além da infeccdo experimental
de camundongos reproduzirem 0s principais aspectos observados em caprinos e ovinos. A
linhagem utilizada apresenta uma doenca moderada, quando comparada, por exemplo, com
aquela desenvolvida por camundongos de outras linhagens.

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

Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, sob o protocolo n® 106/2016.
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Obtencdo das Proteinas Recombinantes, linhagens bacterianas e condicdes de

cultivo

As proteinas recombinantes de Corynebacterium pseudotuberculosis, aqui utilizadas,
rPLD, rCP40 rPKnG rCP5582 (G04), rCP7041 (G10) foram expressas e purificadas
seguindo protocolos experimentais padronizados pelo Laboratério de Pesquisa em Doencas
Infecciosas da UFPel, Laboratorio de Genética Celular e Molecular da UFMG e
Departamento de Biointeracdo do Instituto de Ciéncias da Saude UFBA, sendo entdo cedidas
para 0 uso neste estudo.

Como linhagens bacterianas utilizadas nesse trabalho tem-se C. pseudotuberculosis
1002, Escherichia coli TOP10 e E.coli BL21 Star, cedidas pelo Laboratério de Pesquisa em
Doencas Infecciosas da UFPel. C. pseudotuberculosis 1002 foi cultivada em meio “Brain
Heart Infusion” (BHI) suplementado com Tween 80 a 0,5 %, por 72 h a 37°C sob agitagao.
As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) ou LB-Agar por 16h a

37°C, acrescido, quando necessario, de 100 pg/mL de ampicilina.
Infeccdo Experimental

Foram utilizados 12 camundongos, fornecidos pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério da Escola de Medicina Veterinaria (Biotério) - Universidade Federal da Bahia
(UFBA): Salvador - BA com idade aproximada de 6 a 8 semanas, de ambos os sexos. O
protocolo experimental foi delineado com a infeccdo de 06 animais com 10° CFU da cepa
virulenta ER1409 de Corynebacterium pseudotuberculosis, injetadas por via intraperitoneal,
sendo também injetada solugdo salina sob as mesmas condi¢fes 06 animais do grupo controle.
A determinacdo da dose utilizada para a promocdo da infeccdo, 1x10? de ER1409 foi
estabelecia com o objetivo de promover o desenvolvimento de uma patologia crénica,
entretanto sem ocasionar mortalidade nos animais. No tempo 0 e 30 dias apds a infecgédo
experimental, foi coletado sangue para acompanhamento soroldgico destes animais e analise
da producdo de imunoglobulina G, e 06 camundongos foram eutanasiados em cada tempo
para o cultivo de esplendcitos sob estimulo das proteinas recombinantes de Corynebacterium
pseudotuberculosis. No decorrer do experimento foi feito o acompanhamento da evolucéo da

doenca e coleta de material para acompanhamento da resposta imunologica.



70

Ensaios com células esplénicas
Obtencéao dos linfocitos

Nos tempos 0 e 30 dias os animais eutanasiados de ambos 0s grupos controle e
infectados respectivamente tiveram os bacgos dos retirados assepticamente e lavados duas
vezes em Meio RPMI 1640 (Sigma). As células esplénicas foram coletadas por divul¢do em
meio RPMI (3mL) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico. Em
seguida as células obtidas foram diluidas 1:100 (30ul de acido acético, 960 ul de PBS e 10 ul

de célula) e contadas em contador automatico de células.
Cultivo dos linfocitos

As células esplénicas foram cultivadas em placas de 24 pogos numa concentragao de
10%mL. Foram adicionados & placa os antigenos recombinantes de Corynebacterium
pseudotuberculosis (rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582-G04, rCP7041-G10) em uma
concentracdo de 10ug por poco, com 1000uL (meio de cultura + células). Posteriormente estas
células foram incubadas em estufa com 5% CO, a 37° C por 48 horas. Apos este periodo de
incubacdo o contetdo dos pogos foi coletado, centrifugado e o sobrenadante armazenado a -
20° C para posteriores dosagens. O pelet foi lavado para avaliagdo por citometria de fluxo da
expressao dos marcadores CD3/CD4+, CD3/CD8+ e FOXPS3.

Dosagem de Imunoglobulinas

Foi acompanhada a producéo de IgG total e subclasses (IgG1, 1gG2a e 1gG2b e 1gG3)
nos camundongos durante 30 dias de infec¢do por C. pseudotuberculosis, através do ELISA
indireto padronizado no Laboratério de imunologia e biologia molecular no Instituto de
Ciéncias da Saude da UFBA descrito a seguir:

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 1ug de antigeno secretado (BHI
ER1409) diluido em tampéo carbonato-bicarbonato (100uL por pogo) e incubadas overnight a
4°C. Apos este periodo as placas foram lavadas duas vezes com PBS-T 0,05% (tampédo de
lavagem utilizado em todas as etapas). Apds incubacdo overnight as placas foram bloqueadas
com 200uL de leite desnatado a 5% por 2 horas a 37°C. Depois do bloqueio as placas foram

lavadas uma vez e a seguir plagueou-se 50uL de soro dos animais diluido em PBS-T contendo
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leite desnatado a 1% (1:50-1gG total). As placas foram entdo incubadas por 1hora a 37°C.
Passado tempo de incubacdo, foram feitas cinco lavagens com PBS-T 0,05% e acrescentados
50 ul de conjugado, que consistiu em IgG de cabra conjugada com peroxidase, anti-1gG total
ou contra cada subclasse (anti-lgG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3) diluido 1: 5.000 em PBS-T
0,05%, leite desnatado 1%, incubou-se por 45 minutos a 37°C. Logo depois foram feitas cinco
lavagens, e adicionou-se 50uL da solugao reveladora TMB, incubando por um tempo médio
de 15 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Por fim a reacdo foi interrompida
com 25pL de acido sulfdrico (H2SO4y 4N e a leitura foi feita em fotocolorimetro com filtro de
450 a 620nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta imune contra C. pseudotuberculosis tem um componente humoral bem
conhecido e envolve um mecanismo celular complexo contra antigenos bacterianos somaticos
e secretados (VALE et al., 2016; SOUZA et al., 2014) . Além disso, a resposta imune celular
¢ outra maneira de reduzir a disseminacdo do  patégeno, o0 que
pode sobreviver e se multiplicar dentro dos macréfagos (PEPIN et al., 1997; LAN et al.,
1998; MCKEAN et al., 2005; VALE et al., 2016)

Producéo de IgG total e suas subclasses pelos camundongos Swiss ao longo da infecgéo.

Para avaliacdo da resposta imune humoral, a producdo de anticorpos especificos 1gG
foi realizada através do ensaio imunoenzimatico ELISA utilizando o soro, 30 dias de infeccédo
experimental dos camundongos por C. pseudotuberculosis.

A figura 05 demonstra a producdo de IgG total e as subclasses 1gG1, 1gG2a, IgG2b e
IgG3 por camundongos Swiss infectados com 10° CFU da linhagem virulenta ER1409 de C.
pseudotuberculosis, nos tempos zero (correspondente a soros de camundongos Swiss sadios),
30 dias atraves da técnica de ELISA indireto, com a placa de poliestireno sendo sensibilizada
com o antigeno BHI ER14009.
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Figura 5: Avaliacdo de 1gG total e suas subclasses 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 em camundongos 30 dias
apos infeccdo com a linhagem virulenta ER1409. Controle: tempo zero. ELISA Indireto.

Ao analisar a producéo de IgG e suas subclasses com 30 dias de infeccdo, observou-se
que houve diferenca estatisticamente significativa entre os animais infectados e controles nos
niveis de IgG total (p<0,001), 1gG2a(p<0,001), IgG2b(p<0,001) e 1gG3(p<0,001). Entretanto
ndo houve diferenca estatisticamente significante nos niveis de 1gGl (<0,46), quando
comparados os grupos de animais controle e infectados. Os resultados do grupo controle
representam as leituras das densidades opticas (DO) médias obtidas a partir de seis animais
antes da infeccéo.

As subclasses de 1gG em maiores niveis de DO. com 30 dias de infeccéo foram 1gG2a
e 1gG2b. Considerando que C. pseudotuberculosis € um patégeno intracelular que produz
fosfolipase D, uma exotoxina com propriedades altamente imunogénicas, a producdo de
imunoglobulinas especificas € crucial para neutralizar a fosfolipase D (EGGLETON, et. al.,
1991; HODGSON, et. al., 1994; VALE, et. al.,2016)

A resposta por anticorpos é regulada pelas citocinas produzidas em decorréncia da
interacdo do antigeno com as celulas imunocompetentes (MCINTYRE et al., 1993;
SNAPPER et al., 1997).

Neste trabalho foi observado que a resposta humoral se apresentou pouco intensa nos
30 dias de infeccdo, entretanto, Vale et al. (2003, 2016), observaram menor producéo de
anticorpos com 30 dias de infeccdo quando comparados com outros tempos. A linhagem
ER1409 foi capaz de induzir niveis significativos de 1gG e IgG2a, caracterizando uma
resposta imune do tipo Thl, envolvida na eliminacdo de patgenos intracelulares, como C.
pseudotuberculosis (DORELLA, 2009).

A resposta humoral encontrada na infeccdo com a linhagem virulenta ER1409

apresentou similaridades a observada por Vale (2005) na infeccdo experimental com a
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linhagem atenuada T1, onde se verificou aumento na producéo de anticorpos das subclasses
IgG1, 1gG2a e 1gG2b com trinta dias de infeccdo, sendo que a producdo de IgG2a aumentou
ao longo do tempo. Todavia, as diferencas das respostas imunes, celular e humoral existentes
entre esses estudos se devem, provavelmente, as diferentes linhagens bacterianas utilizadas na
infeccéo.

Quando estimuladas, as células Thl produzem, dentre outras citocinas, o IFN-y, a IL-2
e 0 TNF-y, as quais promovem mecanismos efetores celulares da resposta imune, incluindo
hipersensibilidade tardia, reaces inflamatorias e, no camundongo, a producdo de anticorpos
da classe 1gG2a, os quais séo capazes de favorecer, direta ou indiretamente, a opsonizacao e
toxicidade mediada por células. Tais mecanismos efetores sdo direcionados ao combate a
patogenos intracelulares. (COFFMAN, 2006; FRAGA, 2012)

Tais resultados s@o coerentes com a relacdo estabelecida entre C. pseudotuberculosis e
0 seu hospedeiro, pois apesar do padrdo intracelular de proliferacdo (PASCUAL et al., 1995),
produtos secretados por este microrganismo, como a exotoxina, Sao essenciais para 0 sucesso
do parasitismo, cuja neutralizacdo é feita especialmente por anticorpos (ZAKI, 1976). Estes
achados também tém sido descritos na infeccdo por outros microrganismos onde mecanismos
celulares e humorais sdo importantes para conter o processo patologico (DINIZ et al., 2004).

O IFN- y também atua em linfécitos B para diminuir a producdo de IgG1 e aumentar a
producdo de 1gG2a em camundongos. IgG2a pode ativar o sistema complemento e também
atuar na opsonizacdo da bactéria, para facilitar a fagocitose pelos macréfagos (GALVAO,
2015). Essa imunoglobulina é importante no combate a bactérias como C. pseudotuberculosis,
pois ela possui uma alta capacidade de responder a polissacarideos, que estdo presentes em
grande quantidade na parede celular de bactérias Gram-positivas (BARRETT, 1986;
VAZQUEZ et. al., 2015). Relata-se que a producdo de 1gG2a esta relacionada com a presenca
de IFN-y durante a infecgdo, em camundongos (GALVAO, 2015).

Existe ainda outra via de modulagéo da resposta imune, contra esse tipo de bactéria, a
partir da diferenciacdo de T CD4+ em célula Th2 em resposta ao estimulo por IL-4
(VAZQUEZ et. al., 2015). Elas sdo capazes de produzir IL-10 que estimulam também a
diferenciacdo de linfécitos B em plasmacitos para produzirem 1gG, favorecendo assim o
desenvolvimento da resposta humoral. A presenca de IL-10 também pode resultar no bloqueio
da ativacdo de macrofagos, a partir do impedimento da atuacdo do IFN-y. Por isso IL-10 é

conhecida como citocina imunorregulatéria. Em suma, Thl modula a resposta celular e Th2 a
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resposta humoral (DE WAAL MALEFYT et. al., 1991; ZOUAIN et.al., 2001; VAZQUEZ et
al., 2015).

Avaliacdo da expressdo de células T CD3/CD4+, células T CD3/CD8+ e FOXP3 sob
estimulo de antigenos recombinantes de C. pseudotuberculosis.

As médias de intensidade de florescéncia (MIF) da expressdo das células T
CD3/CD4+ e CD3/CD8+ sdao demonstradas na figura 06, onde, para 0 MIF de CD4+ néo
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (infeccdo e controle) para
qualquer um dos antigenos recombinantes testados. No entanto, observou-se que houve
diferenca entre os grupos (controle e infeccdo) para o MIF de CD8 apenas quando o antigeno
G04 (rCP5582) foi usado como estimulo (p=0,011). Vale ressaltar que sob o estimulo da
proteina PKnG houve um aumento na expressdao de CD4 nos animais infectados, porém sem

diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 6: Determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de Linfécitos T CD4+ e T CD8+ em
camundongos Swiss controles e 30 dias de infeccdo, estimulados com os antigenos recombinantes de C.
pseudotuberculosis rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582 (G04), rCP7041 (G10). Células (Cel): controle sem
estimulo. Pokeweed (PWM): Mitdgeno — controle positivo.

A resposta imune esperada contra patogenos intracelulares facultativos envolvem as
células T CD4+, da subpopulacdo Thl, com a producao principalmente de IFN-y e ativacdo de
células fagociticas; enquanto que os linfocitos T CD8+ estdo envolvidos tanto na producao de
mais INF-y, como também na identificacdo e eliminagdo de células infectadas (BRANDAO
etal., 2012; LAN et al.,, 1998; MACHADO et al., 2004; MATHURIN et. al., 2009;
MURPHY et. al., 2001; ZHAN & CHEERS, 1993). Neste sentido, a avaliacdo da propor¢édo

de células TCD4+e T CD8-, através da imunofenotipagem, torna-se um valioso instrumento.
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Desta forma, foi observada uma constancia na intensidade de fluorescéncia das células
T CD4+ nos animais Swiss estimuladas com os diferentes antigenos recombinantes de C.
pseudotuberculosis, ao passo que de maneira geral, observa-se valores mais elevados na
intensidade de fluorescéncia das células T CD4+ quando comparado a T CD8+, com 30 dias de
infeccéo.

Outros estudos vém mostrando que o envolvimento da resposta celular, mais
especificamente, da inducdo de uma resposta Thl, é a mais satisfatdria na resisténcia contra
bactérias intracelulares facultativas uma vez que auxilia o mecanismo de fagocitose e
destruicdo destes patogenos (KAUFMANN, 1993), entretanto, o desenvolvimento de um
perfil Th2 também é necessario, principalmente por atuar na formacdo de granulomas e, no
caso desta enfermidade, na formacdo de anticorpos que neutralizam a exotoxina de Cp
(FRAGA, 2012).

Dados de Lan e colaboradores, 1999, sugerem que as células T CD4, provavelmente as
células T Thl, desempenham um papel importante na imunidade contra infecgdo secundéria
por C. pseudotuberculosis (BASTOS, et. al., 2012).

Quando peptideos sdo apresentados via MHC de classe Il as células T CD4+, as
mesmas podem se diferenciar em células Th1 ou Th2. Quando se diferenciam em Th1, essas
produzem IFN-y, que desencadeia a ativacdo da resposta imune celular (VAZQUEZ, et. al.,
2015).

Em camundongos Balb/c, vacinados contra Staphylococcus aureus, com uma vacina
multivalente, foi observado que a baixos niveis de IgG a atuacdo de células T CD4+ foi
eficiente para promover a protecdo contra S. aureus e aumentar o tempo de sobrevivéncia de
alguns animais (MONACI, et. al., 2015). A subpopulacdo de linfécitos T CD8+estaria
relacionada com a atividade efetora e citotdxica, podendo atuar como um mecanismo de
protecdo antibacteriana para conter a disseminacdo de macrofagos infectados por C.
pseudotuberculosis. A fungdo destas células estaria baseada na capacidade de produzir IFN-y
e promover a lise de células infectadas (CARMINATI, 2005; LAN et al., 1998).

Observou-se que na figura 07 ndo houve diferenca estatisticamente significante nos
niveis de FOXP3 entre os grupos (controle e infeccdo) em nenhum dos estimulos/inibidores
utilizados. Entretanto, em animais infectados e estimulados com a proteina Cp40 ocorreu

maior expressao de FOXP3 dos animais infectados quando comparado ao controle.
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Figura 7: Niveis de FOXP3 em células esplénicas murinas sob estimulo dos antigenos recombinantes de C.
pseudotuberculosis rPLD, rCP40, rPKnG, rCP5582 (G04), rCP7041 (G10). Controle: tempo zero. Infectados:
30 dias.

As células T regulatorias (Treg), que representam 5% a 10% das células T periféricas,
regulam as atividades dos subconjuntos de células T através da realizacdo de funcdes
imunossupressoras e, assim, impedem o desenvolvimento de respostas auto-imunes. A
maioria das células Treg sdo CD4 +, CD25 + e FOXP3 + (MARZANO et al.,2009).

Os linfocitos T regulatorios (Tregs) que expressam FOXP3 estdo envolvidos na
atenuacdo benéfica da imunopatologia, mas também estdo relacionados a reducdo da
regulacdo das respostas protetoras a infeccdo (BURL, et al., 2017). Assim, as células que
expressam FOXP3 estdo envolvidas na limitacdo da imunopatologia, e surgiu posteriormente
que varias doengas inflamatdrias crénicas em seres humanos podem ser acompanhadas por
funcdo Treg reduzida (CHATILA, et al., 2005). Este papel antiinflamatério benéfico também
é visto em varios modelos de doencas infecciosas (JI, et al., 2005).

Muitos estudos tém demonstrado que a principal fonte de IL-10 pode ser as células T
que também produzem IFN-y, células CD4+, CD25+, Foxp3, além das células Th2 ou células
infectadas ou expostas a componentes dos parasitas; podendo ainda os macréfagos ser os
produtores predominantes de IL-10 durante os estagios iniciais da fase aguda da infeccdo
(TRINCHIERI, 2001; POHL-KOPPE et. al., 1998; RODRIGUES, 2015).

Um estudo recente revelou que o FOXP3 estd presente em um nivel mais alto no
sangue periférico de pacientes com tuberculose do que no sangue dos controles (GUYOT-
ROVOL e. al., 2005). Da mesma forma, a expressdo de FOXP3 foi aumentada no local da
doenca e a remocdo das células CD25 alta causou algum aumento na resposta
linfoproliferativa a antigenos de M. tuberculosis in vitro (GUYOT-ROVOL et al., 2005). No
entanto, este estudo ndo determina se os Tregs FOXP3 + prejudicam as respostas efectoras

benéficas ou limitam as imunopatologias.



77

Vale ressaltar que a linfadenite caseosa € uma doenca infecto contagiosa de carater
crbnico e que os resultados aqui apresentados, sdo resultados com apenas 30 dias de infec¢do.
Vale et al., 2016, avaliando a producdo de anticorpos, 6xido nitrico e citocinas durante 120
dias de infeccdo em camundongos, obteve diferencas estatiscamente significantes na
comparacdo entre os tempos. Portanto ampliando o tempo de infeccdo poderemos ter

resultados diferentes do encontrado para 30 dias.

CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que C. pseudotuberculosis frequentemente estabelece infecgdes persistentes
que podem ser facilitadas por mecanismos que reduzem a imunidade.

O fato de este ser um patdgeno intracelular, e a imunopatogénese esta caracterizada
pela formacdo de granulomas, biologicamente isso representa uma forma de contengdo do
bacilo nos tecidos do hospedeiro. Assim, dados relatados sugerem que 0s anticorpos podem
ajudar a proteger os animais contra a infeccdo, mas a protecdo mais efetiva deve proporcionar
uma melhor estimulacdo de imunidade celular, como a ativacao das Células CD8+ bem como
a secrecdo de IFN-y, para controlar a disseminagdo da bactéria em uma fase inicial do
processo infeccioso. Desta forma, os mecanismos moleculares envolvidos na infecgdo por C.
pseudotuberculosis ainda precisam ser melhor compreendidos para que a estimulagéo
especifica das respostas imunes celulares possam ser realizadas através da imunizacao.

Embora os achados sobre a resposta imune gerada nos camundongos deste estudo néo
tenham sido conclusivos, estes podem ser extrapolados para outros modelos experimentais
mais abrangentes em busca de resultados mais completos que contemplem tanto a resposta
imune inata quanto adaptativa.

Contudo, estes resultados contribuem para uma melhor anélise e compreensao do tipo
de resposta, e dos mecanismos imunoldgicos envolvidos durante infeccdo com uma nova
estirpe selvagem de C.pseudotuberculosis em camundongos Swiss, com isso, contribuindo
para 0 conhecimento de vias de suma importancia para o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas mais eficientes frente a este bacilo.
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