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RESUMO. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a possivel regulacdo negativa
induzida por mecanismos Th2, desencadeados pelo helminto Haemonchus contortus, sobre
a resposta por células do perfil Thl, importante para conter a infeccdo pelo cocobacilo
Corynebacterium pseudotuberculosis, na infeccdo ovina concomitante por estes dois
parasitas. Para tanto, avaliou-se a resposta Thl em duas diferentes condigdes de infeccdo
experimental, utilizando-se como indicador a producdo in vitro de interferon-y, que é a
citocina mais tipica do seu perfil, a partir de culturas de células do sangue periférico de
ovinos co-infectados com estes dois parasitas, comparando-se com a sua producéo, nas
mesmas condi¢des, em animais apenas infectados com a referida bactéria e usando-se como
estimulo dois preparados antigénicos com diferentes graus de pureza. Os resultados
evidenciaram uma tendéncia de reducdo na producdo desta citocina nos animais co-
infectados em relacdo aqueles infectados apenas com  Corynebacterium
pseudotuberculosis, nos dois protocolos experimentais. Quanto a resposta por anticorpos
da classe 1gG especificos contra esta bactéria, avaliada pelo teste imunoenimatico ELISA
e por western blot, ndo se observou diferencas entre os grupos infectados apenas com o
bacilo ou com a dupla infeccéo.

Palavras chave: co-infeccdo, linfadenite, Haemonchus contortus

Aspects of the immune response in sheep experimentally co-infected
with Corynebacterium pseudotuberculosis and Haemonchus contortus

ABSTRACT. The present work aimed to evaluate the possible negative regulation induced
by Th2 mechanisms, unleashed by the helminth Haemonchus contortus, on the response
by cells of the Th1l profile, important to contain the Corynebacterium pseudotuberculosis
cocobacillus infection, in the concomitant ovine infection by these two parasites. For this,
the Th1l response was evaluated in two different experimental infection conditions, using
the in vitro production of interferon, which is the most typical cytokine of its profile, from
cultures of peripheral blood cells of ovine animals co-infected with these two parasites,
compared to their production, under the same conditions, in animals only infected with the
said bacterium and using as stimulus two antigen preparations with different degrees of
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purity. The results evidenced a tendency of reduction in the production of this cytokine in
the co-infected animals in relation to those infected with Corynebacterium
pseudotuberculosis alone, in the two experimental protocols. As for the response by IgG
class specific antibodies against this bacterium, evaluated by ELISA and western blot, no
differences were observed between groups infected only with bacillus or with double
infection.
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RESUMEN. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la posible regulacion negativa
inducida por mecanismos Th2, desencadenados por el helminto Haemonchus contortus,
sobre la respuesta por células del perfil Thl, importante para contener la infeccion por el
cocobacilo Corynebacterium pseudotuberculosis, en la infeccién ovina concomitante por
estos dos paréasitos. Para ello, se evalud la respuesta Thl en dos diferentes condiciones de
infeccion experimental, utilizando como indicador la produccion in vitro de interferén-y,
que es la citocina mas tipica de su perfil, a partir de cultivos de células de sangre periférica
de ovinos coinfectados con estos dos parasitos, comparandose con su produccién, en las
mismas condiciones, en animales s6lo infectados con la referida bacteria y usando como
estimulo dos preparados antigénicos con diferentes grados de pureza. Los resultados
evidenciaron una tendencia de reduccion en la produccion de esta citocina en los animales
coinfectados en relacibn a aquellos infectados s6lo con Corynebacterium
pseudotuberculosis, en los dos protocolos experimentales. En cuanto a la respuesta por
anticuerpos de la clase 1gG especificos contra esta bacteria, evaluada por la prueba
inmunoenimatica ELISA y por Western blot, no se observaron diferencias entre los grupos

infectados so6lo con el bacilo o con la doble infeccion.

Palabras clave: co-infeccién, linfadenitis, Haemonchus contortus

Introducéo

A linfadenite caseosa € uma doenca infecto-
contagiosa crénica causada por um cocobacilo
Gram+, Corynebacterium pseudotuberculosis,
que acomete principalmente  pequenos
ruminantes. Apresenta alta prevaléncia em
diversas regides do Brasil, como demonstrado
através de estudos soro-epidemioldgicos (Meyer
et al. 2005; Guimardes et al. 2011). Embora nestes
animais a resposta por anticorpos seja
intensamente dirigida contra a fosfolipase D, uma
exotoxina hemolitica e importante fator de
viruléncia deste microrganismo (Jolly 1965;
Brown et al. 1987), por se tratar de uma bactéria
intracelular facultativa, a resposta imune celular é,
sem duvida, essencial para conter a infeccdo no
interior de macréfagos (Gilleard 2013).
Haemonchus contortus é um helminto hematéfago
do estbmago de ruminantes, de distribui¢do
mundial e altamente prevalente em rebanhos
ovinos criados extensivamente também em vérias
regides do Brasil (Gilleard 2013). Este verme
induz a producdo de citocinas Th2, como as

interleucinas 4, 5 e 13 (Gill et al. 2000; Alba-
Hurtado & Mufioz-Guzman 2012), além de uma
forte resposta por anticorpos, com degranulacéo
de mastdcitos e citotoxicidade por eosindfilos
dependentes da IgE, especialmente na mucosa do
abomaso, nicho do parasitismo por este verme
(Meeusen & Balic 2000).

Com base nas altas prevaléncias e da
coexisténcia entre o helminto Haemonchus
contortus e a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis nos rebanhos ovinos e
caprinos em varias regides do mundo, incluindo
algumas regides brasileiras, especialmente as
criagbes do semiarido nordestino (Alencar et al.
2010), e levando-se em conta a jA& mencionada
resposta Th2 montada pelo verme e a importancia
de mecanismos Thl para a defesa contra esta
bactéria, no presente trabalho buscou-se avaliar
esta resposta em ovinos co-infectados por estes
parasitas, utilizando-se como indicador a
producdo in vitro de interferon-y, a partir de
culturas de sangue periférico, usando-se como
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estimulo dois preparados
diferentes graus de pureza.

antigénicos com

Material e Métodos
Animais

Os ovinos utilizados nos experimentos foram
animais sem raca definida (SRD), com idade entre
trés meses e seis meses de idade, ambos 0s sexos,
com sorologia negativa para Corynebacterium
pseudotuberculosis e livres ou infectados
naturalmente com Haemonchus contortus. Os
grupos foram mantidos nas condi¢fes de criagdo
intensiva, na unidade experimental do Laboratério
de Imunologia, em Salinas da Margarida, Bahia,
Brasil.

Grupos experimentais

Os animais foram agrupados e submetidos a
dois distintos delineamentos experimentais,
conforme a descricdo seguinte:

Experimento I, realizado com trés grupos. O grupo
controle (Ct), foi composto por trés animais livres
de Haemonchus contortus e de Corynebacterium
pseudotuberculosis; o grupo Cp infectado por
Corynebacterium pseudotuberculosis no dia 0, por
via subcutanea, na regido pré-escapular direita,
com 10’ CFU, composto por cinco animais; e 0
grupo de co-infeccdo (Cp x Hc), com cinco
animais previamente infectados com Haemonchus
contortus e infectados com Corynebacterium
pseudotuberculosis no dia zero. Neste
experimento o0 acompanhamento da resposta
imune ocorreu nos dias 0, 15, 30, 60, 90, com
coletas de sangue para cultura com estimulo com
0 antigeno Q5 para avaliar a produgdo in vitro de
interferon- y e para avaliacdo da producdo de
anticorpos IgG especificos contra
Corynebacterium pseudotuberculosis por ELISA
indireto e, coletas de fezes para determinacéo de
OPG e coprocultura.

No experimento Il utilizou-se trés grupos com
cinco animais: grupo Hc, composto por animais
infectados com Haemonchus contortus, livres de
Corynebacterium pseudotuberculosis; o grupo
CpxHc, com ovinos co-infectados com
Haemonchus contortus e Corynebacterium
pseudotuberculosis no dia zero; e o grupo Cp, com
ovinos apenas infectados com Corynebacterium
pseudotuberculosis no dia zero.

A inoculagéo de Corynebacterium
pseudotuberculosis foi realizada através da via

subcutanea, na regido pré-escapular direita, numa
dose de 4,4x10" CFU. A infeccdo com
Haemonchus contortus foi realizada por via oral
utilizando as larvas infectantes (L3), de acordo
com o proposto por Mufioz-Guzmaén et al. (2006).
E 0 acompanhamento da resposta imune ocorreu
nos dias 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 240,
com coletas mensais de sangue para: cultura de
sangue total com estimulo com o antigeno TPP,
para a dosagem in vitro de IFN- y, para avaliagcdo
dos niveis séricos de anticorpos 1gG especificos
contra Corynebacterium pseudotuberculosis por
ELISA indireto e por western blot e, para a coleta
de fezes para OPG e coprocultura.

Obtencao de bactérias e antigenos

Em ambos o0s experimentos se utilizou
linhagem selvagem de  Corynebacterium
pseudotuberculosis para as infeccoes e a linhagem
atenuada o preparo dos antigenos, ambas
provenientes da Cole¢do de Microrganismos do
Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias da Saude da UFBA. Foram semeadas em
meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e a
seguir cultivadas a 37°C, por 48 horas. Para a
inoculacéo, apos centrifugacédo e lavagem ajustou-
se para a quantidade de CFU a ser inoculada; para
0 teste imune enzimético (ELISA) utilizou-se o
sobrenadante destas culturas (antigeno BHI)
obtido conforme Carminati et al (2003); para a
estimulacdo das culturas de sangue do primeiro
experimento utilizou-se a fracdo antigénica Q5,
obtida segundo Rodrigues (2009); finalmente,
para a estimulacdo das culturas do segundo
experimento e para o western blot usou-se a fracéo
antigénica TPP (Paule et al. 2004).

Avaliacéo da produgdo in vitro de interferon-y

Foi realizada a partir do sobrenadante de
culturas de sangue total, mantidas por 48 horas,
segundo Rebougas e colaboradores (2011). Como
ja mencionado, para o experimento | utilizou-se
como estimulo a fracdo antigénica Q5 e no
experimento 1l a fragcdo TPP.

Avaliacdo da producdo de anticorpos da classe
IgG  especificos  para  Corynebacterium
pseudotuberculosis

Os niveis séricos de IgG foram determinados
pelo ensaio imune enzimdtico (ELISA) e o
reconhecimento de fragcbes antigénicas foi
realizado através de western blot, ambos
procedimentos segundo o protocolo de Reboucas

et al. (2013).
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Contagem de ovos por grama de fezes e cultivo de
larvas

Para a contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) de nematddeos gastrintestinais, utilizou-se
a técnica de Gordon e Whitlock, modificada por
este dltimo (Whitlock 1948). A coprocultura e a
contagem de larvas foi realizada pela técnica de

Ueno (1998).

Andlise estatistica

Como as variaveis estudadas ndo apresentaram
distribuicdo normal, optou-se pela utilizacdo de
testes estatisticos de distribuicdo livre ou testes
ndo paramétricos por ndo dependerem do
conhecimento da distribuicdo da varidvel na
populacdo. Todas as analises dos dados obtidos
foram feitas com o programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versdo 12.0 para
Windows.

Questdes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA -
Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS/UFBA), sob protocolo n°
071/2014.

Resultados

Experimento |

Producéo in vitro de interferon- y em cultura de
sangue total frente ao estimulo antigénico Q5

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos com
a producdo in vitro de interferon- y em culturas de
sangue total de ovelhas, no tempo 0, 15, 30, 60 e
90 dias, nos trés grupos experimentais.

p

250 m CpxHC
200 mct
150

100

N

Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Figura 1. Producdo in vitro de interferon-gama (pg/mL) por
células do sangue periférico apds estimulo com 40ug de da
fracdo Q5 por ovinos dos trés grupos experimentais. Grupo
Cp (n = 5): Animais infectados com Corynebacterium
pseudotuberculosis; Grupo Cp x Hc (n = 5): Animais co-
infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis e
Haemonchus contortus (naturalmente infectados) e Grupo
controle (n=3): Animais inoculados com solucéo salina 0,9%.

Observa-se que no tempo zero a dosagem foi
basal para todos os grupos. O grupo dos animais
infectados com C. pseudotuberculosis apresentou
uma maior expressdo desta citocina quando
comparado com o grupo de co-infeccdo em todos
0s tempos pés-infeccdo, entretanto sem diferenca
estatisticamente significante.

Nos tempos de 30 e 60 dias de infeccdo o grupo
de co-infecgdo apresentou maior expressao desta
citocina quando comparada ao tempo zero (P <
0,05). O grupo representado pelos animais co-
infectados apresentou uma queda estatisticamente
significante aos 90 dias de infeccdo quando
comprados aos 30 dias de infec¢do (P < 0,05).
Reducdo semelhante observou-se no mesmo
grupo no tempo 90 dias quando comparada ao
tempo de 60 dias de infeccdo (P < 0,05). Com 30
dias observou-se também diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos
experimentais, mantendo o padrdo de expressdo
observado a partir dos 15 dias de infecgdo, com
expressdo aumentada de IFN- y no grupo
infectado com C. pseudotuberculosis ao se
comparar com o grupo de co-infec¢do (P < 0,05).
Ambos 0s grupos experimentais apresentaram
maior producéo da referida citocina em relagéo ao
grupo controle (P < 0,05).

Utilizou-se 0 mitégeno pokeweed (PWM)
como controle de reatividade das culturas,
obtendo-se sempre valores desta citocina acima de
1000 pg/mL.

Producéo de IgG total pelos ovinos ao longo da
infeccéo

0,35 1
03 1
0,25 1 p
u CpxHc
02 1
nct
0,15 1
0,14
A B

0

Dia0 Dial5 Dia30 Dia60 Dia9 Dial20 Dia150 Dia 180

Figura 2. Cinética da producdo de IgG total especifica anti-
Corynebcterium pseudotuberculosis em ovinos ao longo de
90 dias. Grupo Cp (n=5): Infectados com Corynebcterium
pseudotuberculosis; Grupo Cp x Hc (n=5): Co-infectados
com Corynebcterium pseudotuberculosis e Haemonchus
contortus (infeccdo natural) e Grupo Ct (n=3): Controle
inoculado com solucdo salina 0,9%. ELISA Indireto
sensibilizado com antigeno BHI. Ponto de corte utilizado foi
0,150 D.O.
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Ao se analisar a producéo de 1gG ao longo do
tempo, observa-se que ndo existe diferenga
estatistica entre 0s grupos no tempo zero e que 0
grupo controle apresentou niveis basais durante os
180 dias de infeccdo.

Os dois grupos experimentais apresentaram
produgéo expressiva de IgG anti-
Corynebacterium, mas sem diferenga estatistica
entre eles em todos os tempos. Nos dias 30, 60, 90,
120, 150 e 180 constatou-se diferencas
estatisticamente significantes quando comparados
0s grupos controle e infectado com
Corynebacterium pseudotuberculosis (P < 0,01).
Ao comparar o grupo de co-infec¢do com o grupo
controle houve diferenca aos 60 (P < 0,01), 90,
120 e 150 (P < 0,05) dias de infec¢do. No tempo
de 60 dias observou-se diferenca estatisticamente
significante entre todos os grupos (P < 0,01).

Foi observado na analise entre os tempos,
diferenca estatisticamente significante no grupo
Cp, em todos os pontos pds-inoculacdo em relagdo
ao tempo zero, sendo 15, 30, 150 e 180 dias (P <
0,05) e 360, 90 e 120 dias (P < 0,01). No grupo de
co-infeccdo essa diferenca s6 ocorreu entre o doa
zero e o dia 60 (P < 0,05).

Acompanhamento da infecgdo pelo Haemonchus
contortus

A Figura 3 apresenta o0s resultados da
contagem de ovos liberados nas fezes dos
animais dos grupos Controle e Co-infec¢éo.

2000 -
1800
1600 -
1400
1200
1000 -
800
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200
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Cp
=—CpxHc
—Ct

—

Dia0 Dia15 Dia30 Dia60 Dia90

Figura 3. Medianas dos valores de OPG nos animais dos
grupos Cp, CpxHc e Ct, ao longo de 90 dias de infeccdo
(ponto de corte = 700).

Levando-se em conta o ponto de corte de 700
ovos por grama de fezes, o grupo co-infec¢éo
ja apresentou valores superiores (medianas) a
este limite no dia 15. Conforme pode ser
constatado na figura 4, no tempo zero todos os
grupos apresentaram niveis baixos, como era
esperado. A partir do dia 15 os grupos Cp e CpxHc

apresentaram grande aumento na expressdo de
interferon- y quando comparados ao tempo zero (P
<0,01).

Experimento 11

Producdo in vitro de interferon- y em cultura de
sangue total frente ao estimulo antigénico TPP

800

cp
400 - He

™ CpxHe

Figura 4. Producdo in vitro de interferon-gama por células do
sangue periférico apos estimulo com 40ug de da fragdo TPP.
Grupo Cp (n = 5): Animais infectados com Corynebacterium
pseudotuberculosis, Grupo Cp x Hc (n = 5): Animais co-
infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis e
Haemonchus contortus e Grupo Hc (n=5): Animais
infectados com Haemonchus contortus.

Os valores de interferon- y contabilizados para
0s animais do grupo infectado com
Corynebacterium pseudotuberculosis nos tempos
de 60, 90, 120, 150 e 180 dias foram superiores
aqueles verificados aos 15 dias (P < 0,01). A partir
do dia 180 esta producdo declina. Enquanto
crescente, apresentou diferencas estatisticas
guando se comparou 90 (P < 0,05), 120, 150 e 180
dias (P < 0,01) com 60 dias p6s-indculo.

Aos 90 dias de infeccdo, a producdo desta
citocina foi significativamente mais elevada que
15, 30 (P < 0,01) e 60 dias (P < 0,05). O pico
observado aos 150 dias foi superior a produgdo
correspondente a 90 dias de infec¢do (P < 0,05) e
0 oposto foi visto com a diminuicdo significativa
aos 240 dias quando comparado ao tempo de 90
dias (P <0,01).

A producdo da citocina em estudo nos tempos
de 120, 150 e 180 dias foi superior aos tempos
anteriores de 15, 30, 60 dias, bem como ao Ultimo
tempo experimental (P < 0,01).

Em todos os pontos experimentais pos-
infeccdo, os animais infectados com C.
pseudotuberculosis apresentaram maior expressdo
desta citocina em relacdo aos animais co-
infectados (P < 0,01), 90 dias (P < 0,05).
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O grupo Hc, livre de Corynebacterium
pseudotuberculosis, se manteve em niveis basais
ao longo de todo experimento.

Os valores referentes aos controles negativos,
gue ndo receberam estimulo e aos controles
positivos, estimulados com o mitégeno PWM
funcionaram a contento, garantindo a qualidade
das culturas de sangue periférico. No entanto ndo
foram incluidos nos gréficos, pois titulos
discrepantes comprometeriam a interpretacdo
clara dos dados.

Producéo de IgG total ao longo da infeccéo
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Figura 5. Cinética da produgdo de 1gG total especifica anti-
C. pseudotuberculosis em ovinos ao longo de 240 dias de
observacdo. Grupo Cp (n = 5): Infectados com
Corynebacterium pseudotuberculosis; Grupo Hc (n=5):
Infectados com Haemonchus contortus; Grupo Cp x He (n =
5): Co-infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis
e Haemonchus contortus. ELISA Indireto usando antigeno
BHI.

Os valores de densidade dpticas no dia zero se
apresentaram baixos no tempo zero, aumentando
expressivamente aos 15 dias de infec¢do para os
grupos infectados com C. pseudotuberculosis e
co-infectados, até o fim do experimento.

Os grupos Cp e CpxHc apresentaram producgéo
de IgG muito similares em todos os tempos
experimentais. Mas, ambos 0S  grupos
apresentaram diferencas estatisticamente
significativa quando comparados com o grupo Hc,
em todos os tempos pés-inoculacao.

Na comparacdo entre os tempos, s6 houve
diferenca no grupo infectado com
Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) aos 15,
30 e 90 dias em relacdo ao tempo zero.

Reconhecimento antigénico através de western
blot

A figura 6 ilustra os achados quanto ao
reconhecimento de fracGes antigénicas a partir de
pool dos soros de cada um dos grupos (Cp e
CpxHc), obtidos nos dias 0, 30, 90 e 180 por
representarem, pelo teste ELISA, momentos ainda

sem resposta (dia 0) com resposta alta (dias 30 e
90) e em declinio. Apesar de numerosas bandas
terem sido fracamente reveladas, foi possivel
observar-se o reconhecimento de uma banda com
peso molecular em torno de 30 kDa no trigésimo
dia, e duas outras bandas de cerca de 72 e 120 kDa
nos dias 90 e 180. Com excecdo da auséncia de
imunorreatividade para a banda de 120 kDa aos
180 dias, ndo foram observadas outras diferencas
entre os dois grupos.

PM Cp PM Cp xHc

1] 30 a0 180 0 30 a0 180
125 —> — 125 —> —
72 —_— — 72 —_— —
0 — e o 0 — ] et —

Figura 6. _Repr_esen_tagéo_ esquematica dos r_esuﬁados_ do
western blot realizado com pool de soros dos animais dos
grupos Cp e Cp x Hc, nos dias 0, 30, 90 e 180.

Discussao

A importancia do IFN-y na resposta imune
celular contra Corynebacterium
pseudotuberculosis ja foi anteriormente descrita
(Lan et al. 1999; Pepin et al. 1999). Em um estudo
utilizando a dosagem de IFN- y como um possivel
marcador para o diagnostico da linfadenite caseosa
em caprinos e ovinos, observou-se também
associacdo entre altos niveis desta citocina em
animais com granulomas (Rebougas et al. 2011).
Dentre as principais agdes do INF-y destaca-se a
ativacao de macrofagos e a indugdo da expressao de
moléculas apresentadoras de antigenos — MHC de
classe | e Il, sendo a sua producdo estimulada
principalmente pela IL-12. Esta citocina tem papel
decisivo no controle de infecgbes por
microrganismos intracelulares (Perry et al. 1997;
Schoenborn & Wilson 2007; Brandéo et al. 2011).
Assim, embora ndo se tenha divida de que a
resposta por anticorpos seja de grande importancia
para a neutralizacdo do principal fator de viruléncia
desta bactéria, a sua fosfolipase D (Dorella et al.
2006), mecanismos que venham a reduzir ou inibir
a resposta imune Thlcontra este microrganismo,
certamente permitirdo a evolugdo desfavoravel
desta doenca para o hospedeiro.
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Avaliacdo da reatividade in vitro de células do
sangue periférico

Paule et al. (2003) mostraram a producéo de
IFN-y em caprinos utilizando antigenos
secretados. Logan et al. (2005) (2005)
demonstraram em bovinos infectados com M.
bovis, que altas concentragdes de IFN-y indicam
momentos ou periodos deproliferacdo do
microrganismo.

Resultados preliminares mostraram que células
dos camundongos infectados com a linhagem
selvagem VD57, sob a acdo dos estimulos
antigénicos em estudo, apresentaram um pico com
15 dias de infeccéo para as citocinas TNF-a, IFN-
v , IL-10 e IL-4, decrescendo aos 35 dias. Nos
animais deste grupo, os antigenos secretados, total
e fracionado, apresentaram resultados muito
semelhantes quanto ao padrdo e quantidade de
citocinas produzidas “in  vitro”, havendo
diferencas estatisticamente significantes somente
nos niveis de TNF-ao e IL-4 produzidos, sendo que
a fracdo Q5 induziu maior producao de ambas as
citocinas. Este grupo experimental desenvolveu a
doenca, com formacdo de granulomas, perda de
peso e alto indice de mortalidade. Esta forte
resposta inflamatéria inicial observada nesses
camundongos foi evidenciada pela elevada
producdo de TNF-a, sob a acdo dos dois estimulos
(Rodrigues 2015).

No presente trabalho, o antigeno Q5 induziu
maior expressdo de IFN-y nos animais inoculados
apenas com Corynebacterium pseudotuberculosis
guando comparado aos animais co-infectados em
todos os tempos pos-infeccdo sugerindo uma
modulagéo da resposta imune pelo H. contortus.
Apesar desta diferenca estar nitidamente evidente
(Figura 1), diferenca estatisticamente significante
s6 foi observada aos 30 dias de infeccdo,
provavelmente devido ao desvio padrdo nestes
grupos, nos demais tempos experimentais.

Esta variabilidade de resposta por IFN-y é
observada nos animais experimentais em cada
ponto de coleta e ao longo do periodo
experimental. Conforme os trabalhos de Prescott
et al. (2002), bem como de Sunil et al. (2008),
quanto aos valores de IFN-y produzido in vitro por
células sanguineas, alguns animais elevam seus
valores enquanto que outros decrescem os valores
em um mesmo ponto de coleta; em nossos
experimentos, além de ocorrerem discrepancias
entre os valores de diferentes animais inoculados
num mesmo dia e com a mesma dose bacteriana,
as flutuacbes ocorreram também ao longo da

prépria cinética de resposta de cada individuo.
Segundo estes autores, estas flutuacdes ocorreriam
devido a fatores como a fase da doenca, severidade
da infeccdo, grau de disseminagdo bacteriana no
organismo, ao status de salde do animal, bem
como a heterogeneidade genética. Em nossos
experimentos utilizou-se animais sem raca
definida, com diferentes padrGes fenotipicos
(embora com predominio de fendtipo Santa Inés,
considerada raca resistente a este helminto),
certamente incluindo animais com maior ou
menor resisténcia ao Haemonchus contortus, o
que deve ter se constituido num fator de
variabilidade de resposta por esta citocina. Estas
variagdes também sdo observadas quando se
acompanha a cinética dos niveis plasmaticos desta
citocina (Sacchini et al. 2012).

Ao analisar a producéo da citocina estudada
diante do estimulo do antigeno TPP, a modulagéo
imune foi evidenciada em todos os tempos pés-
inoculacdo, com diferencas estatisticas robustas,
no grupo de co-infeccgéo.

O antigeno TPP revelou altos niveis de
interferon-gamma, especialmente no grupo Cp,
confirmando os achados de Rebougas et al. (2011)
que verificaram altos indices de producéo de IFN-
v pela inducdo do antigeno secretado TPP, bem
como os resultados de Meyer et al. (2005), que
constataram alta producdo desta citocina pelo
estimulo com antigenos secretados e baixa
producdo quando os leucdcitos foram estimulados
com antigeno somatico.

A producdo de interferon-gamma foi
evidenciada precocemente, aos 15 dias ap6s a
infeccdo. Trabalhos anteriores indicam que niveis
significantemente elevados desta citocina ja
podem ser detectados a partir de 35 dias apds a
infeccdo (Prescott et al. 2002; Sunil et al. 2008).
Contudo, estes trabalhos, ambos do mesmo grupo
de pesquisa canadense, utilizaram a dose de 4x10’
células de C. pseudotuberculosis para a infec¢do
experimental, além de utilizarem estimulos
antigénicos baseados em lisados bacterianos (50
ug) e células bacterianas inativadas (1,5x10’
células) para induzir a resposta celular in vitro.
Possivelmente, as diferencas de resultados podem
estar associadas as diferencas de protocolos
experimentais.

Os niveis elevados de IFN-y sob estimulo de
TPP se mantiveram crescentes até os 180 de
infeccdo, e apds este tempo mesmo com
decréscimo, apresentou producao expressiva. Ja a
fracdo Q5, apresentou produgdo mais discreta e
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com queda mais precoce, ainda que O
acompanhamento tenha ocorrido apenas até os 90
dias. Considerando que a estimulagdo com o0s
antigenos secretados foram realizados em
experimentos distintos, sendo individuos e doses
de infeccdo diferentes, ndo foi possivel comparar
o efeito indutor da resposta celular pelas
ferramentas da estatistica.

Considerando que animais geneticamente
resistentes a infeccdo por este helminto
apresentam uma resposta imune do tipo Th2
intensa, podendo atuar sinergicamente com 0s
anticorpos, assim contribuindo para expressao da
imunidade adquirida no hospedeiro (Gill et al.
2000), os achados no presente trabalho, apesar da
ja mencionada limitacao pelo tamanho da amostra
e da variabilidade genética dos animais estudados,
sugerem que esta resposta imune
predominantemente Th2 esteja envolvida na
modulacdo negativa na producdo de IFNy.
Adicionalmente a esta imunidade humoral intensa,
caracterizada pela formacdo de anticorpos das
classes 1gG, IgM, IgA e IgE, sendo essa ultima de
grande importancia na defesa anti-helmintica,
observa-se também mecanismos de imunidade
celular que certamente também contribuem na
resisténcia contra este helminto (Molento 2004).
Embora a resposta anti-helmintica ndo tenha sido
avaliada neste trabalho, fica claro que tal resposta
pode ser montada, tendo em vista 0s mensuraveis
niveis de IFN-y observados nos grupos de co-
infeccéo.

Baseado em todas as evidéncias revisadas neste
estudo, pode-se entender que o efeito
imunomodulador induzido pela presenca do
parasita, pode ser uma das explicacbes para o
aumento da mortalidade nos pequenos ruminantes
co-infectados, considerando que além da alteracéo
do perfil imunolégico Th1l predominante protetor
para o0 animal, existe a prépria debilidade do
animal quando acometido por ambas
enfermidades.

A producéo de anticorpos ao longo da imunizagdo

A imunidade humoral também é importante no
combate a Corynebacterium pseudotuberculosis,
pois possivelmente dentre outras moléculas, a sua
exotoxina, que pode ser neutralizada por
anticorpos, é decisivaa para a sua disseminagao no
hospedeiro (Batey 1986). Entretanto, é importante
destacar que embora a producéo de anticorpos seja
decisiva para evitar a disseminagdo da bactéria no
organismo hospedeiro, a presenga, sobretudo no
microambiente do granuloma, de citocinas como

IFN-y pode limitar a doenga e reduzir a
disseminacdo deste microrganismo (Pepin et al.
1999). Por outro lado, de acordo com este autor, a
fosfolipase D certamente ndo participa dos
eventos iniciais que levam a formacdo do
granuloma, mas parece ser importante dentro dele,
para a persisténcia cronica destas lesdes. O
acompanhamento da cinética da producéo de 1gG
anti-Corynebacterium pseudotuberculosis
observada no experimento | mostrou que os niveis
expressivos deste anticorpo nos grupos Cp e de co-
infeccdo em relagdo ao tempo zero. A
heterogeneidade genética entre individuos do
mesmo grupo, ja discutida anteriormente,
certamente explica que o grupo composto por
animais co-infectados s6 tenha apresentado
diferenca estatisticamente significativa no tempo
de 60 dias, quando comparado ao tempo zero (P <
0,01).

No entanto, o grupo Cp X Hc apesar de
apresentar maiores valores de densidade otica
quando comparados ao grupo Cp, ndo mostrou
diferenca estatistica nesta analise. Nos dias 60, 90,
120, 150 e 180 a producdo deste anticorpo
especifico foi significativamente maior para 0s
dois grupos inoculados, quando comparados ao
grupo controle. De maneira semelhante a cinética
de 1gG ocorreu no experimento I, com um pico na
producdo aos 15 dias pds infecgdo, decrescendo
discretamente aos 120 dias. Ainda assim, a
expressdo desta imunoglobulina se manteve
elevada ao longo de todo o acompanhamento. Em
todos os pontos analisados houve diferenca entre
0s grupos de Cp e CpxHc em relagéo ao grupo Hc.
No entanto entre os dois grupos infectados com
Corynebacterium pseudotuberculosis, ndo se
observou diferencas mensuraveis entre eles,
resultados estes semelhantes aos encontrados no
primeiro experimento.

Os valores elevados para as densidades Oticas
de 1gG, constatados no segundo experimento,
estdo de acordo com os achados encontrados por
Cerqueira (2016), que estudando a resposta
humoral em caprinos infectados com diferentes
linhagens de C. pseudotuberculosis pelas
diferentes testes ELISA indiretos, observou que a
infeccdo com linhagem atenuada ou selvagem
induzia resposta humoral elevada quando
comparadas pelo ELISA utilizando o antigeno
TPP obtido de uma linhagem atenuada. Em
contrapartida, quando os mencionados resultados
obtidos no segundo experimento foram
comparados com a fragdo Q5, observou-se o
desenvolvimento de um perfil de resposta bem
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superior, talvez por se tratar de um antigeno mais
puro quando comparado com o TPP que é um
secretado total. Apesar do ELISA com antigeno
purificado diferenciar os animais infectados com
as diferentes linhagens bacterianas (Cerqueira
2016), o ELISA com antigeno BHI também
apresentou expressiva capacidade de discriminar
0S grupos compostos por animais infectados,
corroborando com o0s resultados obtidos por
Carminati (2005). As diferencas de resultados
verificadas entre esses autores se devem,
provavelmente, as diferentes concentracbes e
linhagens bacterianas utilizadas na infeccéo.

Tais resultados sdo coerentes com a relacdo
estabelecida entre Corynebacterium
pseudotuberculosis e o seu hospedeiro, pois
apesar do padrdo intracelular de proliferagdo
(Pascual et al. 1995), produtos secretados por este
microrganismo, como a exotoxina, sdo essenciais
para o sucesso do parasitismo, cuja neutralizagdo
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 patolégico (Diniz et al.
2004).

Conclusoes

Corynebacterium pseudotuberculosis induz no
hospedeiro ovino expressivas respostas imunes
dos perfis Thl e Th2 que podem ser detectadas
utilizando-se antigenos secretados por estes
microrganismos e preparados com diferentes
graus de pureza (BHI, Q5 e TPP). Os antigenos Q5
e TPP se mostraram eficientes em detectar a
producgdo in vitro da citocina interferon- y e os
niveis de sintese desta citocina foram utilizados
como indicadores dos mecanismos mediados por
células (Th1). A comparacdo da referida producédo
in vitro desta citocina entre animais infectados
apenas com Corynebacterium pseudotuberculosis
com aqueles  co-infectados com  este
microrganismo e o com o helminto Haemonchus
contortus, evidenciou valores mais baixos nestes
Gltimos animais, sugerindo regulacdo negativa
exercida pelo verme, o que é concordante com
aqueles de diversas outras publicacbes que
atribuem a hierestimulacdo do perfil Th2 por este
parasita a responsabilidade sobre este fendmeno.
Este fendmeno pode explicar altas prevaléncias da
infecgéo por Corynebacterium
pseudotuberculosis em regifes onde a infecgdo
por este microrganismo ocorre
concomitantemente com a infecgdo por este

nematddeo. A resposta através de anticorpos
avaliada pelo teste imunoenziméatico ELISA se
mostrou discretamente mais intensa nos animais
infectados apenas com a bactéria, embora este
aumento ndo tenha tido significado estatistico.
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