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RESUMO

Sabe-se que existem inimeros trabalhos envolvendo a modulacdo da resposta imune ao
Mpycobacterium. No entanto, o nimero de individuos apresentando tuberculose ¢ cada vez
maior. A resposta imune ao Mycobacterium é desencadeada principalmente por linfécitos Thl,
com a produg¢do de IFN-y. As parasitoses intestinais também representam um importante
problema médico-sanitario, tendo em vista o grande numero de pessoas acometidas e as
inimeras alteragdes organicas que podem provocar no hospedeiro. Essas infec¢cdes helminticas
induzem preferencialmente uma resposta Th2 com a producdo de IL-4, IL-5 e IL-13. Este
trabalho avaliou a regulagao da resposta imune no pulmdo de camundongos co-infectados ou
ndo por S. venezuelensis (SV) e/ou Mycobacterium bovis-BCG (MB), em dois pontos das duas
infec¢des, denominados como ponto 1 (4° e 7° dia pos-imunizagdo [dpi]) e ponto 2 (7° e 10°
dpi) por MB e SV, respectivamente. Os animais foram infectados com 700 larvas de SV pela
via subcutanea e, apds 3 dias, com 1x10° UFC de MB cepa selvagem pela via intravenosa.
Realizou-se a quantificacdo do nimero de ovos e vermes, a dosagem de citocinas (IFN-y, IL-4
e IL-10) e quimiocinas (CCL2 e CCLS), o envolvimento de MPO e EPO, a deteccdo da
infeccdo pelo MB por PCR, a avaliacdo histopatologica e a expressdo de moléculas co-
estimulatorias/imunomodulatérias (CD80, CD86, CD28, CTLA-4 ¢ CD25) em células ou
tecidos do pulmdo dos animais infectados e/ou co-infectados. Os resultados mostraram que a
presenca do MB favoreceu para o aumento do nimero de ovos e vermes do SV observados
nos animais nos dias 4° e 7° (ponto 1) e 7° e 10° (ponto 2) apds a infec¢do por MB e SV,
respectivamente, nos animais co-infectados (COIN). A reacdo de PCR foi efetiva em detectar
a presenga do MB no pulmdo dos animais. Foi observado um aumento de IFN-y e uma
diminui¢do de IL-4 ¢ EPO no pulmdo dos animais do grupo COIN, além de aumento na
expressao da molécula co-estimulatoria CD80 no ponto 1 e uma diminui¢do no ponto 2.
Houve uma alta produ¢do de IL-10 no pulmao dos animais dos grupos MB e COIN, sendo que
a histopatologia neste sitio mostrou formagdo de granulomas com grande influxo de
neutrofilos, macrofagos e células epiteloides na periferia nos pulmdes dos animais do grupo
MB e um granuloma bem mais avangado, com centro necrotico nos animais do grupo COIN.
Baseado nesses resultados, conclui-se que o MB modula a infec¢ao pelo SV, fazendo com que
os animais fiquem mais suscetiveis a infec¢do helmintica. Por outro lado, o SV modula a
infeccdo pelo MB, fazendo com haja uma modificacdo na formacdo de granuloma no pulmao
dos animais do grupo COIN no ponto 1 da infec¢do pelo MB, que poderia ser justificada pela
diminui¢do de IL-4 nos animais do grupo COIN.

Palavras-chaves: S. venezuelensis. M. bovis. Moléculas co-estimulatorias. Imunomodulagao.
Infeccao helmintica. Tuberculose.



ABSTRACT

A rising number of people have been contracting tuberculosis around the world even though a
multitude of reports involving a modulation of the immune response to Mycobacterium have
been published. The response to Mycobacterium is mainly mediated by Thl lymphocytes
through IFN-gamma production. Parasitic diseases account for a large proportion of human
morbidity and mortality, considering the number of people affected by them and several
pathologies associated to parasitic infection. Helminthic infections drive towards Th2 response
which leads to IL-4, ILS and IL-13 production. The present study evaluated the immune
response of coinfected animals or not with Strongyloides venezuelensis (SV) and
Mycobacterium bovis-BCG (MB) on pulmonary cells collected from BALB/c mice at time
points 1 (4™ and 7" days post-immunization [dpi] by MB and SV, respectively) and 2 (7" and
10" dpi by MB and SV, respectively). Animals were infected with 700 SV larvae
subcutaneously, and 3 days after, 1x10° CFU of wild MB strain intravenously. The number of
worms and eggs was counted as well as cytokine (IFN-gamma, IL-4 and IL-10) and
chemokine (CCL2 and CCLS5) assessments, and the MPO and EPO levels determination on
pulmonary tissue from infected and/or coinfected animals. In addition, PCR for MB detection,
the histopathology and the expression of costimulatory molecules such as CD80, CD86,
CD28, CTLA-4 and CD25 on pulmonary tissue were also assessed. The results pointed that
MB led to increase SV parasite burden in coinfected mice (COIN) at both time points
analyzed. The PCR technique detected effectively MB. Moreover, elevated IFN-gamma and
reduced IL-4 and EPO levels were detected on pulmonary tissue in the COIN group. In regard
to CD80 molecule, there was an increased expression at time point 1 and diminished
expression at time point 2. Also, higher amounts of IL-10 were found on pulmonary tissue in
MB and COIN groups. The histopathological analysis revealed pulmonary granulomas with a
number of neutrophils, macrophages and epithelial cells-like in the MB group as well as
granulomas in an advanced stage with caseous necrosis in the COIN group. Based on these
findings, it may be concluded that MB modulated the immune response to SV, leading
coinfected animals to be more susceptible to helminthic infection. On the other hand, SV
modulated the MB infection by modifying the characteristics of the pulmonary granulomas in
the COIN group at time point 1 probably due the reduced IL-4 production in this group.

Keywords: S. venezuelensis. M. bovis. Costimulatory molecules. Immunomodulation.
Helminthic infection. Tuberculosis.
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1- INTRODUCAO

A tuberculose, causada bacilos intracelulares Mycobacterium tuberculosis € Mycobacterium
bovis, ¢ uma das doencas infecto-contagiosas mais importantes, sendo responsavel por
aproximadamente 2 milhdes de 6bitos e 9 milhdes de novos casos por ano no mundo. E uma
doenca que normalmente evolui para a forma cronica progressiva, com comprometimento,
principalmente dos pulmdes. (KOCHI, 1991; CARVALHO, 1994; KAUFMANN & LADEL,
1994; WHO, 2007). A tuberculose causada por M. bovis é clinicamente indistinguivel da
tuberculose causada por M.tuberculosis (USABIAGA, 2001). E também uma das vérias
doengas causadas por patogenos intracelulares, onde o limite entre protecdo e doenga estd
diretamente relacionado com o grau de imunidade mediado por células, isto €, por macréfagos,
através da producdo de TNF-y, IL-12 e oxido nitrico (NO) e linfécitos Thl, através da
producdo de IFN-y(PEARLMAN et al., 1993; LIENHARDT et al., 2002). Paises como China,
Indonésia, Bangladesh e Paquistdo contribuem com mais da metade de casos novos no mundo.
Sendo que no Brasil, o nimero de casos novos esta proximo dos 100.000/ano (TEIXEIRA et

al., 2007).

As parasitoses intestinais também representam um importante problema médico-sanitario,
tendo em vista o grande nimero de pessoas acometidas e as inumeras alteracdes organicas que
podem provocar no hospedeiro (ENOBE, 2005). Essas parasitoses intestinais, especialmente,
aquelas provocadas por helmintos, tendem a se tornarem cronicas (ONAH & NAWA, 2000).
A cronicidade dessas infec¢des pode estar relacionada com a fragilidade da imunidade natural
e a capacidade desses parasitos em resistir aos processos de elimina¢do dos vermes (ENOBE,

2005).
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Os nematddeos dos géneros Ascaris, Ancylostoma, Necator, Strongyloides e Trichuris

infectam aproximadamente um bilhdo de pessoas no mundo, resultando em um milhdo de
mortes devido a essas infecgdes (FINKELMAN et al, 1997 apud ONAH & NAWA, 2000;
NEGRAO-CORREA, 2001; GAUSE et al., 2003). Dentre as infec¢des humanas provocadas
por helmintos, as espécies mais prevalentes sdo Ascaris lumbricoides, com 1.472 milhdes de
pessoas infectadas, seguido por 1.298 milhdes de individuos infectados com cestoides e 1.049
milhdes de individuos com Trichuris trichiura (CROMPTON, 1999; OLORCANN &
HOLLAND, 2000; NEGRAO-CORREA & TEIXEIRA, 2006). Strongyloides stercoralis,
outro nematddeo com alta capacidade de infectar seres humanos, atinge entre 30 e 100
milhdes de pessoas em 70 paises, (SIDDIQUI & BERK, 2003; NEGRAO-CORREA &
TEIXEIRA, 2006). Estima-se que um quarto da populagio mundial apresenta infecc¢des
causadas por espécies de nematddeos gastrointestinais, sendo que essas infec¢des helminticas
sdo prevalentes, particularmente, em paises tropicais e subtropicais, nos quais vinte e seis
espécies de helmintos sdo capazes de infectar seres humanos (NEGRAO-CORREA, 2001;
GAUSE et al., 2003). Criangas com infec¢des helminticas apresentam um quadro de anemia,
acompanhado de baixo crescimento e atraso no desenvolvimento cognitivo (COOPER &
BRUNDY, 1988 apud ONAH & NAWA, 2000). Além de parasitar seres humanos, os
helmintos podem parasitar outros animais, como por exemplo, os bovinos e os suinos
provocando grandes perdas econdmicas. Calcula-se que 1, 7 bilhdes sejam gastos anualmente

no controle destas parasitoses em animais (LAWRENCE, 2003).

Apesar da alta prevaléncia e morbidade cronica produzidas pelos nematddeos, os mecanismos
envolvidos na imunopatologia e na imunoprotecdo contra parasitos, ainda ndo estdo
completamente esclarecidos (LAWRENCE, 2003). As infec¢des helminticas t€ém como
caracteristicas marcantes, a capacidade de persisténcia do parasito no hospedeiro e o ciclo de
vida complexo, de modo que as interpretacdes das interagdes parasito-hospedeiro tornam-se
bastante complicadas (MAIZELS et al, 1993 apud ENOBE, 2005). Atualmente alguns
trabalhos vém demonstrando a modulagdo da resposta Th1/Th2 em modelos de co-infec¢ao de

helmintos e microrganismos intracelulares, como no caso o “Mycobacterium” (FERREIRA et



al, 2002; ELIAS et al., 2006; RESENDE et al., 2006; TALAAT et al., 2006). Foi
demonstrado que individuos que tomaram a 2°* dose da vacina BCG e apresentavam infecc¢des

helminticas produziram menos IFN-y, que individuos sem infec¢do helmintica, isto ¢
diminuicdo da resposta protetora para a infeccdo pelo “Mycobacterium”. Portanto, foi
sugerido que o aumento da incidéncia da tuberculose e a alta prevaléncia de parasitoses
intestinais nos paises subdesenvolvidos possam ser explicados pela imunorregulacdo que
acontece entre os dois tipos de resposta imune (FERREIRA et al, 2002). Por outro lado, ¢
sugerido que a vacinacdo com o BCG pode diminuir a incidéncia, prevaléncia e a intensidade
da infeccdo pelo Necator americanus (BARRETO et al., 2000) em humanos, assim como

induzir parcial prote¢do em ratos infectados com o Schistosoma mansoni (SOULSBY, 1987,

ELIAS et al., 2005a).

1.1 Caracteristicas Gerais da Infeccio por S. venezuelensis

Um modelo experimental bastante utilizado para se estudar os intimeros aspectos de
imunoprotecdo e imunorregulacdo durante as infec¢des gastrointestinais € a infeccdo de
roedores com helminto S. venezuelensis (MARUYAMA et al., 2000; NEGRAO-CORREA et
al., 2004). Esse helminto possui ciclo de vida bem parecido com Strongyloides stercoralis, um
nematdédeo que parasita o ser humano, podendo provocar a morte de individuos
imunocomprometidos (GILL et al., 2004). Strongyloides venezuelensis (BRUMPT, 1934) ¢
um nematodeo encontrado em diferentes partes do mundo, parasitando diversos roedores
como, por exemplo, ratos, camundongos e hamster, tem sido recentemente utilizado para
varios propoésitos e protocolos de pesquisas para os estudos de biologia, imunologia,
morfologia, caracteristicas bioquimicas, mecanismos de expulsdo de vermes e atividade
nematicida, facilitando também a andlise de mecanismos imunoldgicos durante a migracao

larval e a fase de infec¢do intestinal (ATTAMIMI et al., 2002; MATSUDA et al. 2003).
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Na infec¢do experimental em camundongos, as larvas de S. venezuelensis penetram através da
pele, alcangando o pulmdo em 48 horas, seguindo pelas vias aéreas superiores, sendo
posteriormente deglutidas para se fixarem na mucosa duodenal apds 5 dias, onde atingem a
idade adulta e sdo espontaneamente eliminados ap6s um periodo de 10 a 14 dias da infec¢ao

(Figura 1).

(5) Larva filarioide
infectante (L3) (6) Larva filaridide entra na
\\ circulag@o sanguinea passando pelo
pulmao antes de se estabelecer no
intestino delgado
(4) Larva
rabditéide
A, (7) Verme adulto no

intestino

fi
l\._%\

2

@ (8) Ovos eliminados
4+— =

i - Nas fezes
(3) Ovos = 44—
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. natphwwar dipd coic i owidpd;
livre

Figura 1-Ciclo vida de S. venezuelensis. Modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx.

Em ratos a eliminacdo do verme adulto ¢ um pouco mais demorada, acontecendo apds 5
semanas da infeccdo pela via subcutanea (TAKAMURE, 1995; NEGRAO-CORREA et al,

2004). Matsuda e colaboladores (2003) estudaram a migracdo do S. venezuelensis em ratos e
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notaram que este parasito aparece em varios 6rgaos internos, incluindo o figado, sangue que
circula no coragdo, pulmio e intestino delgado. Estes autores detectaram que as larvas deste
parasito, inoculadas por via oral no estdmago aparecem no figado vinte minutos apds a
infeccdo. No coragdo, essas larvas foram observadas apds quarenta e cinco minutos da
infec¢do; no pulmao essas larvas puderam ser vistas apds 3 horas da infeccdo; na traquéia
foram observadas em um periodo de 3 a 72 horas depois da infeccdo; no intestino delgado,
apareceram apos cento e vinte horas da infeccdo. Takamure (1995) também estudou a rota
migratoria do S. venezuelensis em ratos Wistar. Neste estudo, os animais foram infectados
pela via subcutanea, observando que suas larvas apareceram no pulmao apds quarenta e cinco

horas da infec¢@o e no intestino, apds sessenta horas da infecgao.

A infecgdo experimental de roedores com o S. venezuelensis tem sido amplamente utilizada
para avaliar os inumeros aspectos de imunoprotecdo e imunorregulacdo das infecgdes
gastrointestinais induzidas por helmintos. As larvas deste parasito sdo inoculadas pela via
subcutanea, em seguida, migram para o pulmio, antes de se estabelecerem no intestino
delgado. Nesta rota migratoria essas larvas induzem eosinofilia, produ¢do de muco, aumento
da concentracdo de IgE e hiperresponsividade das vias aéreas (MARUYAMA et al., 2000;
SILVEIRA et al, 2002; NEGRAO-CORREA et al., 2004). Segundo El-Malky e colaboradores
(2003), eosinofilos podem infiltrar dentro da camada do intestino delgado do hospedeiro e
atacar o S. venezuelensis na fase adulta, podendo ainda, serem efetores contras as infecgdes
cronicas provocadas por nematodeos. A expulsdo do S. venezuelensis do intestino também ¢
acompanhada por eosinofilia, mastocitose, aumento do nimero e producdo de células
caliciformes na mucosa intestinal e a predominéncia das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 (KHAN
et al., 1993; CARA et al., 2000; NEGRAO-CORREA et al., 2004; NEGRAO-CORREA et al.,
2006).



1.1.1 Resposta Imunologica na Infeccio Helmintica

Os linfocitos T CD4 sao divididos em dois grupos, Thl e Th2, que participam no controle das
diversas infec¢des que podem afetar o organismo dos seres vivos. Para que haja ativagdo e
diferenciacdo de células T, primeiramente, ¢ necessario que haja o contato entre as células
apresentadoras de antigenos profissionais (APCs maduras e ativadas) e as células T imaturas
(linfécitos ThO) com o  reconhecimento de peptideos associados ao complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Além disso, ¢ necessario que haja interacdo entre
moléculas co-estimulatorias presentes na superficie de células APCs e da produgdo de
citocinas por essas cé¢lulas (BLUESTONE, 2006). Na presen¢a dos antigenos protéicos, as
células apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas, macréfagos, neutréfilos ou
linfécitos B, sdo capazes de endocita-los e converté-los em peptideos, que serdo apresentados
na superficie celular juntamente com as proteinas do MHC. As moléculas de MHC associadas
aos peptideos, interagem com os receptores de membrana dos linfocitos T (TCR), estimulando
a ocorréncia de cascatas metabolicas intracelulares que levardo a diferenciagdo do linfocito
ThO, em Thl ou Th2. Os linfécitos T produzirdo citocinas, que estimulardo o desenvolvimento
de padrdes de respostas imunoldgicas diferentes. Antigenos de natureza intracelular, como
virus e micobactérias, normalmente estimulam a diferenciagdo dos linfocitos ThO em
linfécitos Thl, com producdo de citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a e de substincias
derivadas do oxigénio, como o 6xido nitrico (NO), levando ao desenvolvimento de uma
resposta imunoloégica do tipo celular (KAUFMAN 1999, NORTH & JUNG, 2004). Ja os
antigenos de natureza extracelular, como alérgenos e helmintos gastrointestinais normalmente
estimulam a diferenciacdo dos linfocitos ThO em linfocitos Th2, com o desenvolvimento de
uma resposta imunologica do tipo humoral, caracterizada pela producdo de citocinas como IL-

4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, resultando na diferenciagdo de linfécitos B em plasmocitos
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secretores de altos niveis de anticorpos (STEVENS et al. 1988; SILVEIRA et al., 2002;
LAWRENCE, 2003).

Assim, a resisténcia as infec¢cdes por nematddeos intestinais esta associada ao padrido de
resposta imune Th2, enquanto a resposta Thl se associa a susceptibilidade a infec¢do. Na

infeccdo helmintica de Trichuris trichiura em camundongos, o bloqueio da resposta Th2 com

anti-IL-4 ou com IL-12, promove a cronicidade da infec¢do, enquanto que a administracao de
IL-4 induz a expulsdo do parasito. A infeccdo experimental com 7. muris, também relacionou
a resisténcia a infeccdo com padrao de resposta imune Th2 e a suscetibilidade com a resposta
Thl (HELMBY et al. 2001; LAWRENCE, 2003; LITTLE et al, 2005). As infec¢des
helminticas induzem elevacdo de imunoglobulinas IgGl e IgE, eosinofilia, mastocitose
intestinal e hiperplasia celular em camundongos. Estas respostas sdo controladas pelas
seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-13, IL-3 e IL-10 (FINKELMAN et al., 1997; NEGRAO-
CORREA, 2001; SILVEIRA et al., 2002; LAWRENCE, 2003).

1.2 Caracteristicas Gerais da Infeccdo com Mycobacterium bovis

M. bovis ¢ um bacilo microaeréfilo, desprovido de motilidade, esporos ou capsulas (MOTA et
al., 1992). Este microorganismo pode sobreviver fora de um hospedeiro animal, no meio
ambiente, por longos periodos de tempo (acima de 2 anos) sob condi¢des favoraveis
(MORRIS et al., 1994; DUMARS et al., 1995). M. bovis ¢ o agente responsavel pela
tuberculose bovina, porém, quando transmitida a espécie humana torna-se muito virulenta,
principalmente em pessoas com imunodeficiéncia (BENENSON, 1992), sendo tdo patogénico
para o homem quanto o M.tuberculosis, determinando as mesmas formas clinicas e lesdes
patologicas (MOTA et al., 1992, DABORN et al., 1993). A transmissdo dessa doenga ¢

predominantemente por via aérea. O contdgio pode ser direto, através de finas goticulas de
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secre¢do oronasal (contendo os bacilos que sdo eliminados pela pessoa contaminada durante a
tosse, o espirro e a fala), que ficam em suspensio no ar e sdo inaladas por pessoas suscetiveis a
infeccdo. Estas goticulas, contendo as bactérias, chegam até os bronquiolos e os alvéolos,
dando inicio ao processo infeccioso. A transmissdo também pode ser feita por contato oral
com os bacilos (VERONESI, 1991). Além da disseminacao pela respiragdo, o bacilo pode ser
eliminado pelo corrimento nasal, leite, fezes, urina, secrecdo vaginal e uterina e também pelo

sémen (RUGGIERO et al., 2007).

Da infec¢do ao aparecimento da lesdo primdria decorrem cerca de 6 a 12 semanas. O risco da
tuberculose pulmonar progressiva ou extrapulmonar ¢ maior dentro de 1 a 2 anos apds a
infec¢do inicial, podendo persistir durante toda a vida sob a forma latente. A infec¢do inicial
passa, em geral, despercebida na maioria dos casos; porém, pode evoluir para as diferentes
formas de tuberculose, como a pulmonar ou mesmo extrapulmonar, causando lesdes,
principalmente, nas meninges, cérebro, intestino, coragdo, ossos, traquéia e figado
(VERONESI, 1991). Conforme a gravidade das lesdes, a sintomatologia ¢ caracterizada por
febre, tosse, expectoracdo, inapeténcia, emagrecimento, dores toracicas € hemoptises. Em
outras localizagdes, estas manifestacdes sdo varidveis, em decorréncia da area do corpo
afetada. O diagnostico ¢ geralmente estabelecido pelos exames clinico, laboratorial e
radiologico, pela pesquisa do agente infeccioso no escarro e em outros materiais biologicos. A
prevencdo e o controle sdo feitos com medidas de higiene geral e com a aplicacdo da vacina

BCG (BENENSON, 1992).

A vacina BCG foi desenvolvida entre 1906 e 1919, por Albert Calmette e Camille Guerin no
Instituto Pasteur (Paris). Os pesquisadores obtiveram a cepa atenuada de M. bovis original
apos 13 anos de repicagens sucessivas em meios de cultura, realizadas a cada trés semanas,
perfazendo o total de 231 passagens. A partir de 1921, a vacina produzida com M. bovis

atenuado passou a ser utilizada em humanos recebendo o nome de BCG-Bacilo Calmette

Guerin- (KARONGA, 1996; GRANGE et al., 1983 apud BARRETO et al., 2006). Apesar do
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nome idéntico, as vacinas BCG utilizadas mundialmente correspondem a outras cepas
cultivadas ao longo dos anos em diferentes laboratorios no mundo. Embora, genotipicamente
similares ao M. bovis, elas diferem entre si por caracteristicas genotipicas e fenotipicas, com
distintas expressdes em relagdo a viabilidade, imunogenicidade, reatogenicidade e viruléncia
residual. O nimero de particulas cultivaveis por dose, por exemplo, varia entre 37.500 a
500.000 na apresentacdo referente a subcepa Pasteur e entre 200.000 a 3.200.000 na subcepa
Copenhague. (STARKE & CONNELLY, 2004). Mesmo nao sendo a vacina ideal, o BCG tem
um papel importante para o controle, principalmente em locais com alta carga de tuberculose
(PEREIRA et al., 2007).

Os eventos relacionados a resposta inata do hospedeiro iniciam-se com a chegada do M.
tuberculosis no pulmao, onde macrdéfagos e células dendriticas rapidamente sdo invadidos pelo
Mycobacterium, sendo que o receptor para quimiocina (CCR2) tem um importante papel no
recrutamento destas células para o pulmao infectado (OLLEROS et al, 2005; SALGAME,
2005). No que se refere a resposta imune inata, os neutrofilos sdo as primeiras células
inflamatorias a chegarem ao sitio da infeccdo e multiplicagdo do bacilo, acompanhadas das
células natural killer (NK) e macrofagos (TEIXEIRA et al., 2007). Apesar dos mecanismos de
resposta imune inata contra as micobactérias ndo estarem totalmente esclarecidos, os
receptores celulares do tipo “Toll-like” (TLRs) sdo importantes no reconhecimento dos
antigenos do Mycobacterium e na ativagdo de macréfagos e células dendriticas. Os receptores
celulares TLR2 e TLR4 estdo envolvidos principalmente no reconhecimento da micobactéria
integra e também dos componentes desta, como as lipoarabinomananas, lipomanas, e a
lipoproteina de 19-kDa (QUESNIAUX et al , 2004). A importancia dos TLRs no controle da
infec¢do causada pelo Mycobacterium foi demonstrada em camundongos deficientes do fator
88 de diferenciacdo mieldide (MyD88), que mostraram maior suscetibilidade a infec¢cdo com o
M. tuberculosis. Apesar destes animais terem morrido rapidamente em conseqiiéncia da
infeccdo, eles foram capazes de gerar uma resposta Thl especifica para o M. tuberculosis, o
que demonstra um envolvimento do MyD88 na regulagdo da infeccio (FREMOND et al.,
2004). Os macrofagos e células dendriticas uma vez infectados pelo M. tuberculosis produzem

altas concentra¢des de TNF-alfa ¢ IL-12 (HENDERSON et al., 1997; KIM et al , 1999).
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1.2.1 Citocinas envolvidas na Resposta Imunologica a Mycobacterium

As citocinas representam um componente de extrema importancia na defesa contra as
micobactérias, podendo atuar tanto nas fungdes reguladoras quanto nas funcdes efetoras da
resposta imune a esses patdgenos (NORTH & JUNG, 2004). Tem sido demonstrado que o M.

tuberculosis induz a produgao de citocinas com um perfil predominantemente Thl, sendo esta

ativacdo importante no controle da infec¢do, visto que, a produgcdo de IFN-y e TNF-a
promovem a producdo da iNOS-2 que ¢ responsavel pelos altos niveis de 6xido nitrico (NO)
produzidos por macrofagos infectados com o M. tuberculosis (COOPER et al , 2002). A IL-
12 promove a produgdo de IFN-y em células NK e a expansdo de células do perfil Thl
antigeno especifica. Essas células Thl sdo fontes de IL-2 e de IFN-y na resposta imune
adquirida, sendo recrutadas para o controle de infec¢do na fase cronica, uma vez que sao
capazes de atuarem sobre células T e macrofagos (TEIXEIRA et al., 2007). Entretanto, se por
um lado o IFN-y, TNF-a e NO sdo importantes na ativacdo dos macrofagos, estas mesmas
citocinas induzem a formag¢ao de granulomas que acabam levando a uma destrui¢do do tecido

pulmonar, ndo implicando necessariamente na destruicdo da bactéria (COOPER et al, 2002).

Mutagdes afetando a expressdo de receptores para IFN-y e IL-12 tém sido associadas com
infec¢des disseminadas por micobactérias do ambiente e M. bovis-BCG (SALGAME, 2005) e
que criangas com deficiéncia nos indices dessas citocinas sdo mais susceptiveis a infecgdes
micobacterianas (TALAAT et al., 2006). Apesar do perfil de citocinas Thl ser caracterizado
na infeccdo por micobactérias, as citocinas IL-4, IL-10 sdo outros marcadores de ativacao de
linfécitos Th2 podem ser identificados em pacientes com tuberculose (JUNG et al, 2002).

Portanto, acredita-se que a resposta imune observada na infec¢do pelo M. tuberculosis ndo
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possa ser interpretada apenas levando-se em conta a regulacao dos subtipos de linfocitos LThl

e LTh2.

Apesar dos grandes avangos nos estudos da resposta imune contra a tuberculose, os
mecanismos envolvidos na doenga ativa ainda permanecem obscuros. A resposta imune na
tuberculose ¢ na maioria das vezes caracterizada por uma imunossupressdo ativa,
particularmente na doenga severa, observando-se diminuicao de IL-2 e IFN-y, além de anergia
especifica para o PPD (Proteina Purificada Derivada) (GOLDFELD, 2004; DELGADO el al,
2002) sendo também observado um aumento de IL-10 (GOLDFELD, 2004) ¢ de TGF-$3
(GREEN et al, 2003) e de IL-4 (MAERTEN, 2005).

1.3 Caracteristicas Gerais das Co-infec¢oes entre Helmintos e Bactérias

Co-infeccdo refere-se a uma situacdo em que um mesmo hospedeiro abriga dois ou mais
agentes infecciosos simultaneamente (COX, 2001; SOBOSLAY et al., 2005). As co-infecgdes
com M. tuberculosis sdo freqiientes em varias partes do mundo (RESENDE et al, 2006). Essas
infeccdes provocadas por micobactérias, sdo preferencialmente controladas pela resposta
imune do perfil Thl (NEGRAO-CORREA, 2001; LAWRENCE, 2003; ELIAS et al, 2005b).
J& as infecg¢des helminticas, induzem predominantemente uma resposta imune do perfil Th2,
que pode regular negativamente e ainda, prejudicar a resposta a vacinacdo de infecgdes que
sdo controladas pela resposta imune do perfil Thl (COX, 2001). Entdo, infec¢gdes parasitarias
intestinais podem modular a resposta Thl induzida pela revacinagdo com o BCG. O perfil das
citocinas produzidas pelas células dos individuos vacinados, sem infec¢des helminticas,
mostrou um aumento da produgdo de IFN-y quando comparado com o grupo
infectado/vacinado. Assim como na produgdo de IL-10 em individuos com parasitoses

intestinais. O tratamento anti-helmintico foi capaz de aumentar a eficacia da vacina BCG, o
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que poderia causar um grande impacto nos paises tropicais e subtropicais, onde a tuberculose e
as parasitoses intestinais representam um grave problema de satde publica (FERREIRA et al,
2002). O aumento da incidéncia da tuberculose nesses paises coincide com a alta prevaléncia
de parasitoses intestinais, as quais podem desempenhar um efeito modulador sobre o curso de
infec¢des causadas por micobactérias (FERREIRA et al, 2002). No entanto, ¢ sugerido que a
vacinagdo com o BCG pode diminuir a incidéncia, prevaléncia e a intensidade da infec¢do
pelo Necator americanus em humanos (BARRETO et al, 2000), assim como induzir parcial
prote¢do em ratos infectados com o Schistosoma mansoni (SOULSBY, 1987; ELIAS et al.,
2005a). Co-infecgdes com protozodrios, helmintos, virus e bactéria provocam grandes
impactos sobre o desenvolvimento, expressdo e eficicia da imunidade do hospedeiro

(SOBOSLAY et al, 2005).

Desse modo, a utilizagdo de novos modelos experimentais que envolvam co-infecgdes ¢
fundamental para o entendimento dos mecanismos de resposta imune envolvidos no controle e
prevengdo dessas infec¢des que afetam a populagdo humana e provocam uma série de danos e
prejuizos. Neste contexto, o presente estudo, foi o primeiro a investigar os mecanismos
imunologicos locais (pulmio) envolvidos na co-infeccdo de camundongos BALB/c por S.

venezuelensis e M. bovis, uma vez que ambos os patdgenos apresentam um ciclo pulmonar.

1.4 Participacdo das Moléculas Co-estimulatorias/ Imunomodulatorias nas Infeccoes

por diferentes Patogenos

Ha muitos estudos que apontam a importancia das moléculas co-estimulatorias nas mais
variadas infec¢des por patdgenos. A ativagdo e diferenciacdo de células T dependem de dois
sinais. Primeiramente, ¢ necessario que haja o contato entre as Células Apresentadoras de
Antigenos (APCs) e as T com o reconhecimento do complexo peptideo MHC. O segundo

sinal necessita da interacdo de moléculas co-estimulatorias nas superficies de células APCs e
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da produgdo de citocinas por essas células (BLUESTONE, 2006). As moléculas co-
estimulatérias, como CD28, presentes na superficie de linfocitos T, interagem com as co-
estimulatorias B7 (B7-1, B7-2), expressas sobre APCs profissionais e participam da
diferenciagdo e da amplifica¢do da resposta imune, Th-1 e Th-2 (GREENWALD et al., 1999;
SOOS et al., 1999). A presenca das moléculas co-estimulatorias, B7 e CD28, pode ter um
importante papel na geracao de células T citotdxicas para o reconhecimento de antigenos
especificos e para a producdo e manutencdo de células T CD4 de memoria. A interagdo de
CD28 com CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) tem um papel central no sinal co-estimulatorio para a
proliferagdo e ativacdo de células T primdrias, para a producao de proteinas anti-apoptéticas e
de citocinas, como a IL-2, para evitar a anergia clonal (Figura 2). Porém, CD86 apresenta
maior capacidade de ativar células Th2 e aumentar a producdo de suas citocinas, como por
exemplo, IL-4, do que CD80, que ¢ menos eficiente na ativacdo destas células (NAKAJIMA
et al., 1996; MUELLER, 2000; EKKENS et al., 2002). Essas moléculas B7 também podem se
ligar 2 molécula CTLA-4, e neste caso, promovem um sinal negativo com baixa ativagdo de

células T (NAKAJIMA et al., 1996; GREEWALD et al., 1999; WANG et al., 2006).

A molécula CTLA-4" é expressa em altos niveis sobre superficies de células T apés 48-72
horas de ativagcdo destas células (Figura 2), funcionando também como receptora para
moléculas B7-1 e B7-2 (LU et al., 1999). Acredita-se que a CTLA-4 atua na inibi¢do da
producdo de IL-2 e na progressdo do ciclo celular, podendo ainda, mediar a apoptose
induzidas por antigenos especificos, e dependendo do nivel de sua expressao e da intensidade
da sinalizagdo do TCR, pode alterar o perfil da resposta imune. O bloqueio de CTLA-4 ligante
pode resultar em um aumento da secre¢do de citocinas Th2 CD4. Além de contribuir para a
regulacdo negativa para antigenos especificos, esta molécula pode alterar também, o balango
de Thl e Th2 (STEEL & NUTMAN, 2003). O papel de CTLA-4" em infeccdes parasitarias
tem sido estudado em modelos murinos (MCCOY et al., 1997). Esta molécula parece ter um
papel na hiperatividade de células T e na producdo de IL-4 em infec¢des por nematdides
gastrointestinais. Além disso, nas infec¢des filariais, pode contribuir para a regulagdo de

antigeno especifico na resposta celular, podendo também interferir no tempo de exposi¢ao do
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hospedeiro ao verme, no desenvolvimento microfilarial e no contato do parasito com o
antigeno (MCCOY et al., 1997; STEEL & NUTMAN, 2003).
Na infecgdo experimental com o nematddeo Nippostrongylus brasiliensis, a resposta imune ¢é
mediada por células Th2, caracterizada pela producdo de citocinas IL-4 e IL-5, resultando
ainda, em eosinofilia, mastocitose e producio de IgE. Nesta infec¢do, o bloqueio de CTLA-4"
com o anticorpo monoclonal (mab) anti CTLA-4, resultou na intensificacdo da resposta imune,
com o aumento da producgdo de IL-4 e IL-5, reduzindo também o niimero de vermes adultos
no intestino, a postura de ovos e a fecundidade destes vermes (MCCOY et al., 1997). Outro
modelo experimental utilizado para o estudo do papel da molécula CTLA-4" em infeccdes
helminticas ¢ a infeccdo de camundongos com nematddeo Helignossomoides polygyrus. A
resposta imune a este parasito € restrita a regido entérica, sendo caracterizada pela elevagao de
IgE, eosinofilos, IL-3, IL-4, IL-5 e IL-9. Neste modelo, a administracdo de CTLA-4 Ig em
cada estagio da infecgdo, inibiu o desenvolvimento de células B e T e a eosinofilia, e ainda,
influenciou nos niveis de IgE no soro (LU et al., 1994). Um outro estudo experimental
utilizando a molécula CTLA-4" na infecgdo por Brugia malayi foi observado que a expressio
desta molécula induziu uma baixa regulacdo da resposta inflamatéria, aumentando a
debilidade da doenga, e ainda, preveniu ou evitou a eliminagdo do parasito, alterando o perfil

de citocinas e a ativagdo de células Thl e Th2 (STEEL & NULTMAN, 2003).

Na infec¢do experimental de camundongos com o nematddeo H. polygyrus, as moléculas co-
estimulatorias, tanto B7-1" quanto B7-2", pode iniciar uma resposta Th2, porém, somente B7-
2" & necessaria na progressio desta resposta (GREENWALD et al., 1999). Estudos usando
B7-1/B7-2 mostram que interagdes B7 sdo necessarias para o desenvolvimento da resposta
imune primaria contra Helignossomoides polygyrus, incluindo o aumento de células T CD4,
IL-4, IgG1 e IgE, e ainda, que a elevagdo de antigenos especificos pode ser inibida durante a
resposta de memoria, quando a interagdo B7 for interrompida no inicio da infec¢do deste
parasito. Além disso, ressaltam a importdncia de estudos futuros para a determinagdo de
mecanismos funcionais de B7-2" na resposta imune, incluindo o papel individual de CTLA-4"

na regulacdo de células T efetoras na resposta Th2 (GREENWALD et al., 1999; EKKENS,
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2002). As moléculas co-estimulatérias atuam também nas infec¢des induzidas por
micobactérias. A expressio das moléculas co-estimulatérias CD80" e CD86 " na superficie de
macrofagos e células dendriticas, ¢ desencadeada pelo reconhecimento dos receptores “Toll-

like” (TLRs) a moléculas especificas derivadas do M. tuberculosis (KRUTZIK, 2004).



16

Figura 2: Mecanismo de ativagdo T  via interagdo das  moléculas
coestimulatorias/imunomodulatorias, presentes na superficie das APCs e dos linfocitos T. A:
representa a interagdo das moléculas CD28, presente na superficie do linfocito T e B7(CD80
ou CD86), presente na superficie da APC, com sinal (+) e conseqiiente ativacao do linfocito T.
B: representa a inibi¢do da ativacdo do linfocito T pela interagdo de CTLA-4 as molécula
B7(CD80 ou CD86), promovendo um sinal (-). Modificado de ALEGRE & FALLARINO,
2006.

A célula T regulatéria CD25" também, tem um importante papel na imunopatologia de
diversos patogenos (WALSH et al., 2007). Na infeccdo experimental de Schistosoma mansoni,
as células CD4'CD25" possuem um importante papel sendo fonte de IL-10, que previne o
avanco desta parasitose em camundongos (SADLER et al., 2003; HESSE et al., 2004). Existe

alguma evidéncia também, de que as células T regulatérias (TREG) desempenham um
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importante papel na regulacdo da resposta imune do hospedeiro contra o M. tuberculosis,
como ja demonstrado para outras infec¢des (BELKAID & ROUSE, 2005). Recentemente,

alguns trabalhos tém mostrado o envolvimento das TREGS na tuberculose humana

(RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006; GUYOT-REVOL et al, 2006).

RIBEIRO-RODRIGUES e colaboradores (2006) mostraram que had um aumento da freqiiéncia
de células T expressando CD4'CD25" durante a fase ativa da doenga. Estes autores mostraram
ainda que células TREGs se encontrem envolvendo os pulmdes dos pacientes com
tuberculose. GUYOT-REVOL e colaboradores (2006) mostraram também uma correlagdo
direta na expressdo do marcador CD25+ e a expressdo de RNAm de FoxP3 em células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com tuberculose. Neste trabalho foi
observado um aumento de IFN-y in vitro quando as células CD4 CD25" foram depletadas,
além de mostrar que pacientes com a forma extrapulmonar da doenca apresentam uma maior

expressdo de FoxP3 do que os pacientes com a forma pulmonar.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a resposta imune no pulmdo de camundongos co-infectados em dois pontos da(s)

infeccdo (des) por S. venezuelensis e M. bovis.

2. 2 Objetivos Especificos

* Avaliar o indice de infectividade do S. venezuelensis através da contagem do niimero de
vermes no intestino e do numero de ovos nas fezes dos animais infectados;

* Detectar por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a presenca do M bovis no pulmio dos
animais infectados;

* Quantificar os niveis de citocinas do perfil Th1/Th2 (IFN-y, IL-10 e IL-4) em células de
pulmdo de camundongos BALB/c co-infectados com S. venezuelensis € M. bovis;

* Quantificar os niveis das quimiocinas CCL2 e CCLS5 em cé¢lulas de pulmao de camundongos
BALBY/c co-infectados com S. venezuelensis € M. bovis,

* Avaliar o envolvimento de eosin6filos e neutréfilos em animais co-infectados através da
quantificagdo de EPO e MPO em células de pulmao;

* Analisar a expressao de moléculas imunomodulatérias (CD-80, CD-86, CD28, CD25 e
CTLA-4), por citometria de fluxo em células do pulmio de camundongos BALB/c infectados
ou ndo com S. venezuelensis e/ou com M bovis;

* Avaliar alteracdes histopatologicas em pulmdes de animais infectados ou ndo com S.

venezuelensis e/ou com M bovis por microscopia de luz.
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3-METODOLOGIA

3. 1 Animais

Foram utilizados grupos de 4 a 5 camundongos da linhagem BALB/c, machos, com
aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducao (CBR-UFJF) e mantidos no setor de manutencdo e experimentacdo do
Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF. Os camundongos foram mantidos em gaiolas
padrdes e estante climatizada, tendo como forma de alimentacio exclusivamente ragdo propria

e agua.

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica de Experimentagdo Animal da Universidade

Federal de Juiz de Fora, protocolado pelo nimero 034/2006.

3. 2 Infec¢ao com S. venezuelensis

Para verificar se os animais utilizados nos experimentos apresentavam alguma parasitose
intestinal por helmintos, foi realizado em todos os individuos, o teste de “swab” anal
(BELTRAN et al, 2005). Independente do resultado do teste, todos os animais foram tratados
com anti-helminticos, contra cestddeos e nematddeos, e apds o periodo de eliminagdo residual
dos anti-helminticos (14 dias apos a administragdo dos anti-helminticos), os animais foram

infectados com S. venezuelensis. S. venezuelensis utilizado nos experimentos foram isoladas



20
de Rattus norvegicus e mantidas no Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais por meio de passagens em ratos Wistar, gentilmente cedidas para o presente
estudo. Larvas filariformes (L3) foram obtidas de ratos infectados e cultivadas em carvao
vegetal. As larvas foram cultivadas por 48-72 horas a 28° C e as formas infectantes coletadas,
concentradas pela técnica de Baermam-Moraes, de acordo com Moraes (1948). Em seguida as
larvas foram lavadas quatro vezes em salina tamponada com fosfato (PBS), contadas e
ajustadas para a concentracdo de 7000 L3/ml de PBS para serem utilizadas na infeccdo dos
animais. Os animais foram infectados através de injecdo por via subcutdnea na regido

peritoneal, com 700 larvas em um volume de 100ul de PBS.

3.3 Infeccio com M. bovis

Os animais foram infectados por via intravenosa, no plexo oftalmico, com 1x10° CFU
(Unidades Formadoras de Colonia) de M. bovis virulento (ATCC19274) em 0,2 mL de PBS. A
cepa selvagem de M. bovis utilizada nesse trabalho foi adquirida no Instituto Nacional de

Controle de Qualidade e Saude (INQS-FIOCRUZ-RYJ).

3.4 Co-infeccao

Trés dias apds infec¢do (d.p.i.) com S. venezuelensis por via subcutanea (Figura 3), os
camundongos BALB/c foram co-infectados com o M. bovis por via intravenosa (grupo COIN).
Apds 7 e 10 de infeccdo com S. venezuelensis ou 4° e 7° apos infeccdo com M. bovis, os
animais foram sacrificados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal e os pulmdes foram coletados para realizacdo das andlises. As andlises foram

realizadas nos tempos de infeccdo denominados como Ponto 1, correspondente aos 4° ¢ 7°
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d.p.i. por M. bovis e S. venezuelensis, respectivamente. Ponto 2, correspondente aos 7° ¢ 10°
d.p.i. por M. bovis e S. venezuelensis, respectivamente. Os pontos de andlise da(s)
infeccao(0es) foram estabelecidos levando-se em conta o ciclo de vida do  S. venezuelensis, o
pico de postura de ovos (7 dias apds a infec¢do) e o tempo de estabelecimento do M. bovis no

pulmado.



Camundongos infectados
com 1x 10° CFU de M. bovis
selvagem (ATCC 19274)
por via intravenosa

Necropsia dos animais e
obtencio dos pulmdes
para as analises

Ponto 2: 7 dias apés a
infec¢iio por M. bovis e 10
dias apés a infeccdo por S.

Camundongos infectados
com 700 larvas (L3) de S.
venezuelensis pela via
subcutinea

A A

I I I I | I I I I Dias de infec¢io
1 2 3 5 7 7 K |71
A 4 A 4

Ponto 1: 4 dias apés a
infec¢iio por M. bovis e 7
dias apés a infeccdo por
S. venezuelensis

Necropsia dos animais e
obtencio dos pulmdes
para as analises

Quantificacdo do niimero de ovos e vermes de S. venezuelensis

Figura 3: Protocolo de experimento da(s) infeccao(0es) realizada(s)

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

C: Animais ndo infectados (grupo controle);

SV: Animais infectados apenas por S. venezuelensis;

MB: Animais infectados apenas por M. bovis;

COIN: Animais co-infectados por S. venezuelensis € M. bovis.

22
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3.5 Contagem de ovos e vermes

A constatacdo da infec¢do e a analise da infectividade foram feitas através da contagem de
ovos nas fezes e de vermes retirados do intestino delgado nos dois pontos da infecgdo por S.
venezuelensis. Para a coleta dos vermes os camundongos foram sacrificados e utilizados a
metade superior do intestino delgado de cada um. Foi feito lavado e uma abertura longitudinal
para exposi¢do da mucosa intestinal, que foi incubada em PBS por 4 horas a 37°C. As formas
emergentes do intestino foram quantificadas através de estereomicroscopia. O tecido intestinal
foi deixado novamente sob incubagdo em PBS por 16 horas a 4°C e o nimero total de vermes
foi determinado. Para a determinacdo de ovos as fezes foram coletadas individualmente do
reto, pesadas e homogeneizadas em igual volume de PBS. Para cada animal, trés amostras
(100pl) fecais foram avaliadas por microscopia e o niimero total de ovos determinado e

expresso por gramas de fezes/animal (NEGRAO-CORREA et al., 2003).

3.6 Extracdo de DNA para PCR de pulméio para a deteccdo do M. bovis

Para a obtencdo do DNA, 100mg de tecido pulmonar foi macerado em 440ul de Tris EDTA
(TE) e incubado a 80°C por 30 minutos em banho-maria. Apos esta incubag¢do, foi adicionado
50pl de lisozima na concentracdo de 10mg/mL e deixado em banho-maria a 37°C por 16
horas. Apos esta etapa, foi adicionado 50pl de SDS a 10% e 10l de proteinase K (10mg/mL),
a suspensdo foi homogeneizada e incubada novamente em banho-maria a 65°C por 20
minutos. Em seguida adicionou-se 53ul de CTAB na concentragdo de 0,5 M, 13ul de NaCl
(5M) e 44l de 4gua destilada. A suspensdao foi homogeneizada e acrescida de mais 90l de

NaCl (5M) e incubou-se novamente em banho-maria por mais 10 minutos. Terminada esta
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etapa, foi adicionado 750ul de cloroférmio e alcool isoamilico (2:1), agitou-se vigorosamente
(vortex, IKA®-Woks). A suspensio foi centrifugada por 5 minutos a 13000g para a separagio
da fase aquosa, contendo o DNA bacteriano. Um volume de 500l da fase aquosa, contendo o
DNA, foi retirada e o material genético precipitado com 50 pl de acetato de potassio SM e 1,2
mL de etanol gelado. A mistura foi homogeneizada delicadamente e acondicionada em freezer
(-20°C) por 20minutos, seguido de centrifuga¢do a 14000xg por 30 minutos a 4°C. Apods a
precipitacdo, descartou-se o sobrenadante e deixou o sedimento de DNA secar a temperatura
ambiente por 10 minutos. O material precipitado foi utilizado como molde para as reagdes da

cadeia da polimerase (PCR), na dilui¢do de 1:10.

3.7 PCR para a deteccao de M. bovis no tecido pulmonar

Os ciclos objetivaram amplificar a regido RDI, utilizando os iniciadores ET1: 5" -
AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC -3; ET2: 5'- CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG —-3" ¢
ET3: 5'-GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG-3" (Invitrogen Custom Primer; TALBOT et al.,
1997), que gerariam um produto de PCR de 150pb. A reagdo PCR foi realizada com 5l de
cada DNA para um volume total de 50pl do mix (10 mM de Tris-HCI com PH 8,3, 50 mM de
KCL 2mM MgCl,, 200uM de DNTP, 1,25 U de TAQDNA, 5pmol de iniciadores ET1 e ET3
e 25pmol de iniciador ET2 (Invitrogen Ltda Brasil ). As reagdes de amplificagdo foram
realizadas com um ciclo de 95°C/3 min, 40 ciclos de 94°/30segundos, 65°C/1 min para o
anelamento e 72°C/10 min para a extensdo final em termociclador (Apollo, ATC201, USA).
Os produtos da amplificagdo do DNA foram separados no gel de poliacrilamida(6%) e os
produtos visualizados apds a coloracdo com Brometo de etidio em transluminador de luz

ultravioleta e identificados usando a escala de 150pb. Foi utilizado o padrao de peso molecular

de 100pb DNA Ladder (Promega, USA).
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3.8 Obtencao de sobrenadante de macerado de pulmao

Camundongos BALB/c infectados com S. venezuelensis e/ou M. bovis foram sacrificados com
dose letal de xilasina e quetamina por via intra-peritoneal e 100mg de pulmao de cada animal
foram macerado em ImL de tampao de lise (0,4 M de NaCl, 10 mM de NaPO4, 0,1 mM de
metil sulfonil fluoride, 0,1mM cloreto de benzetonio, 10 mM de EDTA e 20 pM de aprotinina
e 0,05% de Tween 20). Em seguida, o macerado de pulmao foi centrifugado a 3.000xg por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante coletado e utilizado na detec¢do de citocinas e quimiocinas

por ELISA.

3.9 Dosagem de citocinas e quimiocinas por ELISA

Placas de 96 pogos (NUNC) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em
tampao carbonato-bicarbonato pH 9, 6, incubadas 2 horas a temperatura ambiente e
bloqueadas com PBS-Tween 20 (PBST) + 10% SFB, por 30 minutos. Apds este periodo, as
placas foram lavadas 4 vezes em PBST e, em seguida, adicionadas as curvas padrdes para as
citocinas (IFN-y, IL-10, IL-4, IL-5) e as quimiocinas (CCL2 e CCLS), diluidas na razdo de
1:2. Nas fileiras seguintes as amostras de sobrenadantes de cultura foram distribuidas. As
placas foram entdio incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a incubagdo as placas foram
lavadas ¢ o 2° anticorpo biotinilado foi adicionado e incubado por mais 1 hora a temperatura
ambiente. Mais 4 lavagens foram feitas e colocado o conjugado enzimatico que foi incubado
por mais 1 hora. Apos este periodo, a reagdo foi revelada pela adicdo do substrato contendo
acido citrico 0,1 M, fosfato de sodio 0,2 M, 4gua destilada, cromégeno ABTS e agua
oxigenada 30%. A reacgdo foi bloqueada com 4cido citrico 0,2 M e a leitura realizada em leitor

de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 410nm. As quantidades de
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citocinas e quimiocinas foram calculadas a partir das curvas-padrdo, obtidas pelas diferentes

concentragdes das citocinas e quimiocinas recombinantes.

3. 10 Determinaciao da Mieloperoxidase (MPO)

O nivel da peroxidase de neutréfilos, a mieloperoxidase (MPO), presente em amostras de
pulmado, foi utilizado para estimar o envolvimento de neutréfilos na infec¢do de camundongos
BALB/c por S. venezuelensis e/ou M. bovis. Foi utilizado 100mg de pulmdo em 1,9 ml do
Tampao 1 (pH =7,4), constituido por: 0,1M de NaCl, 0,2M de Tampao fosfato com o pH 4,7),
0,015M de NaEDTA. Em seguida, a suspensdo do homogeinizado do pulmao foi centrifugada
a 10.000xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 1,5 ml de
salina 0,2% e apo6s 15 segundos acrescentou-se 1,5mL de salina 1,6% + glicose 0,5%. A
suspensdo foi novamente centrifugada a 10.000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Adicionou-se 1,9ml para 100mg de tecido do Tampao 2 (pH= 5,4), constituido
por: 0,05 M de Tampao fosfato, 0,5% de H-TAB, 1,6% NaCl + 0,5% de Glicose. O material
foi armazenado em micro tubos e centrifugado a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. Apds esse
processo, foi adicionado 25UL das amostras (diluidas em concentragdo de 1:3) em uma placa
de 96 pocos, em duplicata. Em seguida, adicionou-se 25ul do substrato TMB (3,3', 5,5'-
tetrametilbenzidina) e incubou a 37°C por 5 minutos. Apds 5 minutos, acrescentou-se 100l
de H,O, (0,002%) e incubou a 37°C por mais 5 minutos. Finalmente, adicinou-se 100l de

H,SO4 (1M) e procedeu-se a leitura no leitor de microplacas a 450nm.
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3.11 Ensaio de Eoperoxidase(EPO)

O nivel da peroxidase de eosindfilos, a eoperoxidase (EPO), presente em amostras de pulmao,
foi utilizada para estimar o envolvimento de eosinofilos infec¢ao por S. venezuelensis e/ou M.
bovis.. Foi utilizado 100mg de pulmdo homogeneizado em 1,9mL de PBS a 5%. Esta
suspensao foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi ressuspendido em salina 0,2%. Apds 15 segundos foi adicionado salina a 1,6%
+ glicose a 5%, em um volume de 1,5mL de salina + glicose gelado para 100mg de tecido. O
material foi novamente centrifugado a 10.000xg por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em PBS com HTAB (0,5%), em um volume de 1,9ml
para cada 100mg de tecido. A suspensdo foi homogeneizada e acondicionada em microtubos.
Em seguida, foi adicionado 75UL de amostra em placa de 96 pocos e em seguida, acrescentou-
se 75ul de substrato (1,5mM, de em tampao Tris-HCL- 0.075mM, pH 8 acrescido de H,O;
6.6mM) e a solucdo ficou no escuro por aproximadamente 30 minutos. A reacdo foi
interrompida com 50pl de H,SO,4 1M e procedeu-se a leitura no leitor de microplacas a 492

nm.

3.12 Citometria de Fluxo

Para a obtencdo das células do tecido pulmonar, 100mg de pulmdo foram divulcionados e
colocados em tubos de 15mL contendo SmL de RPMI e em seguida, foi adicionado 500pL da
colagenase a 0,5% (Gibco) em salina balanceada de Hanks (HBSS), homogeneizado no vortex
(IKA®-Woks). Apos a incubagio de 1 hora, a suspensdo foi filtrada, centrifugada a 1.100g por
10 minutos e ressuspendida em tampao de lise por 4 minutos. As células obtidas foram

utilizadas para a marcagd@o e andlise por citometria de fluxo.
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As células foram lavadas em PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (tampao de
lavagem) e os sedimentos de células foram marcados com anticorpos contra linfocitos T com
tripla marcacdo (anti-CD3/anti-CD4/anti-CD8) e com dupla marcacdo para avaliagdo de
moléculas  co-estimulatorias  (anti-CD3/CD28,  anti-CD3/CTLA-4) e  molécula
imunorregulatéria (CD3/CD25).

Foi feita também dupla marcacdo para células APC (anti-CD11/ CD80 e anti-CD11/CD86). A
marcagdo das células ocorreu em um periodo de 45 minutos. Foram utilizados controles
isotipicos de rato marcados com ficoeritrina e fluoresceina. Em seguida foi adicionado 70ul de
SFB, e entdo lavadas trés vezes. As células foram ressuspendidas em 1mL de paraformaldeido

(1% em PBS) coletadas e analisadas em citometro de fluxo - FACScalibur-BD software

CellQuest R (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

3.13 Avaliacao Histopatologica

Para avalia¢do histopatologica, fragmentos do pulmdo dos animais dos grupos controle e
infectados foram fixados em solu¢do de formol tamponado 10% por 24 horas. Apds os
procedimentos rotineiros para inclusdo em parafina, foram realizados cortes de Sum de
espessura, semi-seriados, que foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas
foram analisadas em microscopio Optico (Olympus Bx51) e fotografadas na cdmara digital

(Coolsnap-pro-color) com magnificancia de 400x.
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3.14 Analise Estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de
D'Agostino & Pearson para distribuicdo gaussiana dos dados. Foi utilizado também o teste
paramétrico ANOVA e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para determinagdo das

diferencas significantes entre os grupos de camundongos, com nivel de significincia menor

que 5% (p<0,05).
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4- RESULTADOS

4.1 Cinética da Infeccao por S. venezuelensis

A tabela 1 expressa o niimero de ovos e vermes de S. venezuelensis coletados respectivamente
nas fezes e intestino dos animais infectados. Em ambos os pontos da(s) infec¢do (des). O
numero de ovos e vermes foi maior no grupo de animais co-infectados quando comparado ao
grupo de animais infectados apenas com S. venezuelensis (P<0,05). Do ponto 1 para o ponto 2,
ocorreu uma diminui¢cdo do nimero de ovos nas fezes, tanto nos animais infectados apenas
com S. venezuelensis quanto no grupo de animais co-infectados. Porém o nimero de vermes

aumentou do ponto 1 para o ponto 2 da(s) infecgao (des).
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Tabela 1 — Determinacdo do niimero de ovos e vermes em camundongos infectados por S.

venezuelensis
Me¢édia do Numero de ovos e vermes
Ovos/gramas de fezes Vermes
Grupos 1° ponto' 2° ponto” 1° ponto 2° ponto
SV? 35.944+£95%  1.775+5,6° 141 £26 ¢ 244 + 48 ¢
COIN* 75254+73%  9.733+1,7° 200 + 55 ° 35180

; ; < ) : ; p .
17° dia de infeccdo por S. venezuelensis, “10° dia de infecgdo por S. venezuelensis,
*animais infectados por S. venezuelensis, *animais infectados por S. venezuelensis e M.

bovis. As letras a, b, ¢ e d representam a diferenca estatistica entre os grupos com p<0,05.
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4.2 Determinagio da presenca do M. bovis por PCR no Pulmio dos Animais Infectados

Através reacdo da cadeia da polimerase (PCR) foi possivel detectar a presenga do M. bovis no
pulmdo dos animais infectados (Figura 4). Nas canaletas 1 e 2, foram colocadas as amostras
dos animais co-infectados e nas canaletas 3 e 4 amostras de animais infectados apenas com M.
bovis. A presenca do M. bovis foi observada na regido denominada RD1 apresentando cerca de

150 pb.

1000
900
800
700
600
500
400

300 <4+— 150b

200

Figura 4: Padrdao de PM 100bp. Aplicado 20ul de produto de PCR. Canaletas 1 e 2:
Animais controles ndo infectados; 3 e 4: co-infectado com S. venezuelensis e M. bovis:
3 — extrato de DNA total da amostra de pulmao; 4 — diluicdo de 1:10 do extrato de
DNA total. Canaletas 5 e 6: Animais infectados com M. bovis: 5 — extrato de DNA
total da amostra de pulmao 6 — diluicdo de 1:10 do extrato de DNA total.
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4.3 Niveis de Citocinas presentes no pulmiao de Camundongos Balb/c infectados ou niao

com . venezuelensis e/ou M. bovis

Foram avaliados os niveis de IFN-y IL-10, IL-4 e IL-5 em macerados do pulmdo dos animais
nos dois pontos da(s) infeccdo (des). A Figura SA mostra os valores de IFN-y que ndo houve
diferencas significativas no ponto 1 das infec¢des, apresentando inclusive uma tendéncia de
diminui¢do no grupo de animais infectados apenas com S. venezuelensis. Entretanto no ponto 2
houve um aumento significativo (p<0,05) de IFN-y, quando se compara o grupo COIN com o

grupo SV. Observou-se também uma tendéncia de aumento entre os dois pontos da(s) infec¢ao

(des) nos grupos MB e COIN.

Com relagdo a produgdo de IL-10 (Figura 5B) observa-se uma maior producdo dessa citocina no
ponto 1 da(s) infeccdo (des) nos grupos MB e COIN, quando se compara com o grupo C e SV
(P<0,05), sendo que o grupo COIN, foi maior do que o MB. Entretanto no ponto 2 da(s)
infeccdo (Oes), apesar do mesmo perfil de produgdo de IL-10, as diferencas ndo foram
significativas. Comparando-se o ponto 1 com o ponto 2, observou-se uma tendéncia de

diminui¢@o nos niveis de IL-10 nos grupos MB e COIN.

Os niveis de IL-4 apresentados na Figura 5C, mostram uma tendéncia de aumento dessa citocina
ja a partir do ponto 1 de analise, nos grupos SV e COIN, sendo este aumento foi maior no grupo
COIN. Entretanto no ponto 2 da(s) infec¢do (des) houve um aumento significativo apenas no
grupo SV (p<0,05) e uma menor produgdo no grupo COIN, quando comparado com o grupo

SV.
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Figura 5: Niveis das Citocinas IFN-y (A), IL-10 (B) e IL-4 (C) nos pontos 1 € 2 da (s)
infec¢@o (Oes) com os seguintes grupos: C = animais ndo infectados; SV = animais infectados
apenas com S. venezuelensis; MB = animais infectados apenas com M. bovis; COIN = animais

co-infetados com S. venezuelensis e M. bovis. * Representa diferenga significativa (p<0,05).
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4.4 Niveis de Quimiocinas (CCL2 e CCLS5) do Pulmao de Camundongos Balb/c

infectados ou nao com S. venezuelensis e/ou M. bovis

Analisando a producdo das quimiocinas CCL2 e CCLS5, observa-se que os niveis de CCL2
(Figura 6A) apresentaram uma tendéncia em aumentar em todos os grupos de animais
infectados ou co-infectados, quando comparados ao grupo controle nos dois pontos da(s)
infeccdo (Oes), com excecao do grupo MB no ponto 2 da infec¢do. Entretanto nota-se uma
tendéncia de aumento desta quimiocina do pontol para o ponto 2 nos grupos SV e COIN e

uma diminui¢do no grupo MB.

A andlise da produgdo de CCL5 (Figura 6B) mostra uma tendéncia de aumento no grupo SV
no ponto 1 da infec¢do, sendo que este aumento ¢ mantido no grupo SV e aumenta quanto no

grupo COIN no ponto 2 da(s) infeccao (des).
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Figura 6: Niveis das Quimiocinas CCL2 (A) e CCL5 (B) nos pontos 1 e 2 da (s) infecgdo
(0es) com os seguintes: grupos: C = animais ndo infectados; SV = animais infectados apenas
com S. venezuelensis; MB = animais infectados apenas com M. bovis; COIN = animais co-

infetados com S. venezuelensis € M. bovis.
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4.5 Niveis de MPO e EPO no Pulmio de Camundongos Balb/c infectados ou nio com S.

venezuelensis e/ou M. bovis

O envolvimento de neutrdfilos foi avaliado através da quantificagio MPO. A Figura 7A
mostra que houve um aumento de MPO, quando se compara os grupos SV, MB e COIN com o
grupo controle, tanto no ponto 1 quanto no ponto 2 da avaliacdo (p<0,05 e p<0, 01,
respectivamente). Entretanto ndo houve diferencas significativas entre os grupos SV, MB e
COIN. Os resultados mostram também uma tendéncia de diminui¢do de MPO no grupo SV do
ponto 1 para o ponto 2 da(s) infec¢do (des) e um aumento no grupo MB quando se compara os

dois pontos da(s) infec¢ao (des).

O envolvimento de eosindfilos foi avaliado através da quantificacdo de EPO. A Figura 7B,
mostra que houve aumento de EPO, quando se compara os grupos SV, MB e COIN com o
grupo controle, no ponto 1 da infec¢do (p<0,05). Neste mesmo ponto de infec¢do houve uma
tendéncia em aumentar a quantidade de EPO nos animais infectados apenas com M. bovis em
relacdo aos grupos SV e COIN. Do pontol para o ponto 2 da(s) infec¢do (des) o nivel de EPO
apresentou tendéncia em aumentar no grupo SV, porém nos animais infectados apenas com M.
bovis e nos animais infectados ocorreu uma diminui¢do nos niveis de EPO. No ponto 2 da
infeccdo também ocorreu maior producdo de EPO nos animais dos grupos SV e MB quando
comparados aos animais do grupo controle (p<0,05). No entanto, ocorreu uma diminui¢ao
significativa nos animais do grupo COIN (p<0,01), quando comparados aos animais do grupo

SV.
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Figura 7(A e B): Niveis da mieloperoxidase (MPO) para a quantificacdo de neutrofilos (A) e
da peroxidase (EPO) para a quantificacdo de eosinofilos (B) nos pontos 1 e 2 da (s) infec¢ao
(0es) com os seguintes: grupos: C = animais ndo infectados; SV = animais infectados apenas
com S. venezuelensis; MB = animais infectados apenas com M. bovis; COIN = animais co-
infetados com S. venezuelensis e M. bovis. . * Representa diferenca significativa (p<0,05) e **

Representa diferenca significativa (p< 0,01).
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4.6 Expressao de Moléculas Co-estimulatorias e Regulatorias em Células do Pulmio de

Camundongos infectados ou nio com S. venezuelensis e/ou M. bovis

Foi avaliada a expressdao das moléculas co-estimulatorias CD80", CD86" sobre células APC,
isto ¢ marcadas com anti-CD11 e de CD28 e CTLA-4 ¢ da T expressando CD25" sobre células
T, isto € marcadas também com anti-CD3 nos dois pontos da(s) infeccdo (des). As figuras 8A
e 8B apresentam as porcentagens da expressdo de CD80", CD86", CD28, CTLA-4 e CD25 nos
dois pontos das infecgdes. Com relagdo a expressio de CD80" no ponto 1 observou-se um
aumento significativo (p<0,05) na expressdo dessa molécula no grupo de animais COIN,
quando comparado ao grupo SV. J4, os animais infectados apenas com M. bovis, isto ¢ do
grupo MB apresentaram uma tendéncia em aumentar a expressdo dessa molécula em relagao
aos animais infectados apenas com S. venezuelensis (grupo SV), neste 1° ponto da (s) infecgdo
(¢cdes). Do pontol para o ponto 2 da (s) infec¢do (¢des) ocorreu um aumento (p<0,001) na
expressio de CD80", no grupo SV e uma diminui¢io (p<0,05) nos animais do grupo MB. No
entanto, no ponto 2, ocorreu uma diminuigdo (p<0,001) na expressio de CDS80" nos grupos
MB e COIN em relagdo ao grupo SV. A expressio de CD86" no ponto 1 foi marcada por um
aumento que ndo foi significativo nos animais do grupo MB e COIN, quando comparados aos
animais do grupo SV. No entanto, neste mesmo periodo de infeccdo, houve uma maior
tendéncia na expressdo dessa molécula nas células dos animais do grupo COIN do que nos
animais do grupo MB. Do pontol para o ponto 2 da (s) infec¢dao (¢des) ocorreu um aumento
também ndo significativo na expressdo de CD86 nos animais infectados apenas com S.
venezuelensis (SV) e co-infectados (COIN) e diminuigdo na expressdo dessa molécula nas
células de animais infectados apenas com M. bovis (MB). No ponto 2 da (s) infec¢ao (¢des)
houve um aumento (p<0,05) na expressio de CD86" nos grupos de animais SV e COIN em
relagdo ao grupo controle. Neste mesmo ponto de infeccdo, a expressdo dessa molécula foi

menor nos animais infectados apenas com M. bovis, embora ndo tenha significativa (Figura 8).
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Os niveis da molécula co-estimulatoria CD28" (Figura 8) expressos no ponto 1 foram baixos
em todos os grupos, porém, neste ponto da infeccdo, houve uma tendéncia em aumentar o
nivel de expressdo dessa molécula no grupo COIN. Do ponto 1 para o ponto 2, houve uma
tendéncia no aumento da expressio de CD28" em todos os grupos, sendo que esta foi mais

elevada nos animais infectados apenas com M. bovis (grupo MB).

Com relagdo a CTLA-4" no ponto 1, observou-se uma expressao minima dessa molécula em
todos os grupos de animais. Do ponto 1 para o ponto 2 da (s) infec¢do (¢des), houve um
aumento que ndo foi significativo, na expressdo de CTLA-4" em todos os grupos de animais,
sendo que este aumento foi mais elevado nos grupos MB e COIN, quando comparados aos
animais do grupo SV. Porém, neste mesmo periodo de infecgdo, a expressdo de CTLA-4" foi

um pouco mais elevada no grupo COIN do que nos animais do grupo MB (Figura 8).

No que se refere a expressio de CD25" no ponto 1 da (s) infecgdo (¢des), observou-se uma
tendéncia minima na maior expressdo dessa molécula nos animais do grupo SV do que os
animais dos grupos MB e COIN. Do pontol para o ponto 2 da (s) infec¢do (¢des), ocorreu um
aumento na expressio de CD25" nos animais dos grupos MB e COIN, porém, esta expressio
parece ter sido diminuida nos animais do grupo SV. Entretanto, os animais do grupo MB

expressaram um pouco mais CD25" do que os animais do grupo COIN (Figura 8).

A Tabela 2 mostra também as porcentagens e o numero total de células marcadas com anti-
CD3, anti-CD4, anti-CDS8 e anti-CD19 nos dois pontos da (s) infeccdo (¢des). Com relagdo a
expressdo de CD3", observou-se um aumento de expressdo no grupo MB, sendo que os demais
grupos nao houve alteracdo na expressdo desta molécula. Do ponto 1 para o ponto 2 houve
uma diminui¢do na expressdo desta molécula, principalmente no grupo MB. A expressdo de
CD4" foi um pouco maior no grupo SV, sendo que do ponto 1 para o ponto 2 houve um
aumento maior nos grupos MB e COIN. A expressio de CD8" no ponto 1 foi menor no grupo
MB, ndo apresentando maiores alteragdes nos grupos na comparacdo com o ponto 2. A

expressio de CD19" foi semelhante nos grupos C e SV, um pouco menor no grupo MB e
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drasticamente menor no grupo COIN. Ja no ponto 2 da (s) infeccdo (des) a expressdo de

CD19" aumentou para os 4 grupos, ndo apresentando diferencas.
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Figura 8: Porcentagem de marcadores celulares nos pontos 1 e 2 da (s) infec¢do (des) com os
seguintes grupos analisados: C = animais ndo infectados; SV = animais infectados apenas com
S. venezuelensis; MB = animais infectados apenas com M. bovis; COIN = animais co-
infetados com S. venezuelensis e M. bovis. As letras a e b representam diferenca significativa

(p<0,05) e as letras c e d representam diferenca significativa (p<0,001).
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Tabela 2: Porcentagens (%) e nimeros (N°) de células expressando marcadores de superficie

1° Ponto da (s) infecgao (Oes)

2° Ponto da (s) infecg@o (oes)

C' SV? MB’ COIN* | C' SV? MB’ COIN’
%CD3 27,03 +0,07 2747+43 43315+52  27,625+68 | 2393+03 21,56+ 1,4 25,08 + 1,8 19,12 £1,1
N°CD3 3,434 0,009 2,8+0,3 443+0,6 2,7+0,3 2,92+ 0,06 2,36+0,11 1,341 £0,6 1,2+0,5
% CD4 19,405 £ 0,4 23,14 41,2 16,78 2,2 18,11+£1,9 | 248704 24,14 0,6 24,88 +2,1 25,75+0,3
N°CD4  215+0,2 2,0+0,1 1,68 % 0,1 1,96+0,4 | 3,12£0,05  2,17+04 1,64+04 2,55 +0,07
%CD8  996+0,1 11,09 0,6 8,13+1,5 1045+05 | 12,760 10,08 0,2 11,00 £0,2 10,6 £0,3
N°CD8 1 11+0,1 1,14£0,03 081201  1,11£0,1 1584001 08940, 0,972 £0,1 1,03 £0,06
v cplo  2655% 1.1 29,31 £2,0 20,7529  1,11£0,1 3839+ 1,1 364105 354313 3519+ 1,9
NeCDlg 30005 3,10£0,00  2,05+0,2 2,404+04 | 486+0, 4,05+0,1 247+0,6 2,38 1,06

. . - . 2 . . . 3. .
'animais ndo infectados (C), “animais infectados por S. venezuelensis (SV), >animais

infectados por M. bovis (MB), *animais co-infectados por S. venezuelensis e M. bovis (COIN),

nos dois pontos da(s) infecgdes. O ponto 1, referente aos 4° e 7° dias apds a infecgdo por M.

bovis e S. venezuelensis, respectivamente e o ponto 2 referente aos 7° e 10° dias apos a

infeccdo por M. bovis e S. venezuelensis, respectivamente.
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4.6 Histopatologia do Pulmao no primeiro ponto da Infec¢io

A andlise histopatologica revela que o pulmdo do animal ndo infectado (controle) esta
totalmente preservado (Figura 9A). Nos animais infectados apenas com S. venezuelensis existe
uma acentuada inflamacdo nos alvéolos e uma grande infiltragdo de células monucleares.
Além disso, verifica-se também que a luz desses alvéolos esta invadida por linfocitos,
eosinofilos, neutrofilos e macrofagos (Figura 9B). No grupo de animais infectados apenas com
M. bovis, ¢ possivel perceber a formacdo de um granuloma com um grande acumulo de
neutrofilos na regido central, macrofagos e células epitelidides na periferia (Figura 9C). Nos
animais co-infectados, nota-se um granuloma em estagio bastante avancado com a presenca de

um centro necrético (necrose caseosa) caracteristico de infeccdo com micobactéria (Figura

9D).
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Figura 9: Histopatologia do pulmao no ponto 1 da infeccdo, referentes aos 4° e 7° dias apos a infecgdo por M.
bovis e S. venezuelensis, respectivamente: A = animais ndo infectados (C), = Tecido sem alteragdo e com
aspecto normal; B = animais infectados apenas com S. venezuelensis (SV), = Infiltracao celular, = Alvéolos
com aspecto alterado; C = animais infectados apenas com M. bovis (MB), = Infiltracdo celular, ™ Granuloma
em estagio inicial; D = animais co-infetados com S. venezuelensis e M. bovis (COIN), = Granuloma em estagio
avangado, = Centro necrético (Necrose caseosa). O tecido pulmonar foi fixado em formalina 10% e incluido na

parafinas e cortes de 5 pm foram corados em Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram analisadas em

microscopio optico e fotografadas com magnificancia 400x.
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5- DISCUSSAO

As infecgdes provocadas por patdgenos intracelulares, como por exemplo, por micobactérias,
sdo preferencialmente controladas pela resposta imune com perfil Thl, desencadeando uma
resposta imune celular, na qual desempenham importante papel o NO e IFN-y, os quais
participam da morte da micobactéria (CONCHEDDA et al, 1997; MACMICKING et al,
1997; TEIXEIRA et al., 2007; ELIAS et al, 2005b). Por outro lado, as infecgdes helminticas,
tanto em animais (NEGRAO-CORREA et al., 2004) quanto em humanos (PORTO et al.,
2001), induzem um padrdo de resposta Th2, do qual participam as citocinas IL-3, IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13, as quais estdo associadas a prote¢do do hospedeiro (MURRAY & YOUNG,
1999; LAWRENCE, 2003; LITTLE et al, 2005).

A pré-existéncia da resposta Th2 induzida por diferentes infecgdes parasitarias pode alterar o
perfil da resposta Thl em detrimento a presenca de outros patéogenos (SOBOSLAY et al.,
2005; TALAAT et al., 2006). Alguns trabalhos sugerem que o desenvolvimento da
tuberculose ativa pode ser associado com o aumento da resposta Th2 induzida por infecgdes

helminticas (TALREJA et al., 2003; ELIAS et al., 2006).

Neste estudo o principal objetivo foi avaliar a influéncia da co-infeccdo com o S. venezuelenis
e 0 M. bovis no perfil de resposta imunoloégica de ambas as infec¢des no pulmao dos animais.
Observou-se influéncia direta da infecgdo por M. bovis na suscetibilidade dos animais
infectados apenas por S. venezuelensis, resultando em aumento significativo do niimero de
ovos e de vermes nos animais co-infectados. Esses dados sugerem que a presenga do M. bovis
nos animais co-infectados, aumenta a suscetibilidade desses animais a infeccdo pelo verme,

consequentemente, resultando no aumento da sobrevivéncia do parasito. Observou-se também
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nos dois grupos, uma diminui¢do do numero de ovos do ponto 1 para o ponto 2 da infecgdo
com S. venezuelensis, com um aumento no nimero de vermes em relagdo ao ponto 1 da
infeccdo, sugerindo diminuicdo na fecundidade desses vermes. Relacdo semelhante entre o
aumento de vermes e diminuigdo de ovos foi observada em ratos infectados com S.
venezuelensis e tratados com salbutamol, um broncodilatador, onde o nimero de ovos também
diminuiu e o nimero de vermes recolhido no intestino aumentou apds 12 dias de infeccao,
sugerindo a existéncia de competi¢do entre os vermes e a diminui¢do da fecundidade desses
parasitos (FERREIRA et al, 2007). Além disso, no presente estudo observou-se maior
diferenca, principalmente com relagdo ao numero de ovos, entre os dois pontos da infec¢ao
analisados, maior no grupo de animais infectados apenas com S. venezuelensis, do que no
grupo de animais co-infectados sugerindo que a presenga do M. bovis retardou a fecundidade

dos vermes.

Apesar do presente trabalho ndo mostrar resultados referentes a contagem de unidades
formadoras de colonias (CFU) de M. bovis no pulmdo dos animais, possibilitando-se avaliar o
efeito da infeccdo por S. venezuelensis na infec¢do com M. bovis, foi possivel demonstrar a
presenca do M. bovis no pulmio pela reacdo de PCR, confirmando que os animais estavam

infectados com a micobactéria.

Os resultados referentes aos niveis de MPO e EPO no pulmdo dos animais utilizados neste
estudo, mostraram tendéncia a diminuicdo do envolvimento de neutrofilos e eosindfilos do
ponto 1 para o ponto 2 das infeccdes nos animais co-infectados, sugerindo um papel
importante destas células na suscetibilidade desses animais a infec¢do pelo S. venezuelensis.
Com relagdo ao EPO, observou-se que no pulmio dos animais infectados apenas por S.
venezuelensis (SV) houve aumento do ponto 1 para o ponto 2 da infec¢do, contrastando com a
tendéncia de diminuicdo nos grupos de animais infectados apenas por M. bovis (MB) e co-
infectados (COIN), sugerindo assim, que M. bovis exerce influéncia na migracdo de
eosindfilos para o pulmdo dos animais co-infectados. Ja foi demonstrado que eosinofilos sao

capazes de infiltrarem dentro da camada do intestino delgado do hospedeiro parasitado por
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helmintos e contribuirem na expulsdo destes parasitos (EL-MALKY et al., 2002; NEGRAO-
CORREA et al., 2006). Com relagio ao MPO quantificado no pulmio dos animais, observou-
se tendéncia a diminui¢do de neutréfilos nos grupos de animais infectados apenas por S.
venezuelensis (SV) e co-infectados (COIN) do ponto 1 para o ponto 2, contrastando com um
aumento no grupo de animais infectados apenas por M. bovis (MB). Entretanto, vale ressaltar
que os niveis de MPO no pulmao dos animais do grupo SV e COIN, ja se encontravam mais
elevados do que no grupo MB, no ponto 1 da infeccdo. J& foi sugerido também, que os
neutrofilos participam da resposta imune ao S. venezuelensis, atuando no mecanismo de morte
de larvas deste helminto em hospedeiros infectados naturalmente (FERNANDES et al., 2008).
Nossos resultados apontam aumento no numero de vermes no intestino de animais co-
infectados, sugerindo que a diminui¢do dos neutréfilos possa ter contribuido para este fato,
uma vez que mais larvas permaneceram vivas € migraram para o intestino. Provavelmente, se
a quantidade de neutréfilos fosse maior, talvez evitasse que tantas larvas completassem a rota

migratoria do pulmado para intestino.

Interessantemente, neste trabalho pode-se observar uma produ¢do de IFN-y, mais alta no
pulmdo dos animais infectados apenas com M.bovis e nos animais co-infectados, confirmando
um perfil Thl em resposta ao M. bovis. Esses dados reforgam a hipotese de que a resposta
imune contra M. bovis, com a producdo principalmente de IFN-y modula a resposta Th2 contra
S. venezuelensis, contribuindo assim, para o aumento do niumero de ovos e vermes. Outro
trabalho demonstrou que individuos co-infectados com HTLV-1 e S. stercoralis apresentam
producao reduzida de citocinas do perfil Th2, associado ao aumento do nimero de vermes. E
ainda, aumentou os niveis de IFN-y induzido pelo virus em associagdo com a presenga do
verme (PORTO et al., 2001). Por outro lado, camundongos com infeccdo cronica de
Schistosoma mansoni apresentaram acentuada reducdo na eficacia da vacina BCG (ELIAS at
al., 2005a). Pacientes co-infectados com HIV e Oncocerca volvules ndo produziram IL-4 e IL-
5 em resposta a infec¢do helmintica e nem IFN-y em resposta ao M. bovis (SENTONGO et al.,
1998).
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O perfil de resposta Th2, caracteristico de infec¢do por helmintos foi observado em nosso
trabalho e apontou uma tendéncia de diminui¢do das citocinas IL-4 e IL-10 nos pulmdes dos
animais co-infectados, refor¢ando a hipotese de que o aumento na produgdo de IFN-y em
resposta ao M. bovis presente nesses animais, modula a diminui¢do dessas citocinas do ponto 1
para o ponto 2 da(s) infeccdo(des). Varios estudos mostram o papel dessas citocinas na
expulsdo de helmintos intestinais, incluindo S. venezuelensis (KHAN et al., 1993; CARA et
al., 2000; LAWRENCE, 2003; LITTLE et al., 2005; MACHADO et al., 2007). Células Th2
inibem a resposta Thl principalmente pela producdo de IL-4. Foi visto também que
camundongos deficientes de IL-4 e infectados com Schistosoma mansoni apresentam severa
patologia na fase aguda dessa parasitose e que esta citocina tem um papel essencial na
prevengdo de mortalidade provocada por este helminto (WALSH et al., 2007). Negrao-Corréa
e colaboradores (2006) demonstram que em camundongos deficientes do gene receptor de IL-
4 (IL-4R) e infectados com S. venezuelensis, o aumento desta citocina no intestino coincidiu
com uma baixa producdo de ovos e eliminagdo do verme. Além disso, sabe-se que a IL-10
apresenta papel imunomodulatorio, pois ja foi sugerido que o aumento da producdo de IL-10
pode ser associado com a supressdo da imunidade, aumentando assim, a suscetibilidade a

infec¢do micobacteriana (BOUSSIOTIS et al., 2000).

Estudos sugerem que o desenvolvimento da resposta imune primaria do tipo Th2 contra
infecgdes por patdogenos seja dependente das moléculas co-estimulatorias CD80™ ¢ CD86"
expressas por células APCs, que auxiliam na maturagdo de células T CD4 “naive” que
produzem IL-4 (EKKENS ef al, 2002). O bloqueio das moléculas co-estimulatorias
CD80/CD86" inibe o desenvolvimento da resposta Th2 primaria na infec¢io por H. polygyrus
(LU et al., 1994). Os resultados aqui apresentados mostram um aumento na expressdo de
CD80" sobre células pulmonares dos animais em todos os grupos, sendo a expressio maior
nos pulmdes dos animais co-infectados quando comparados ao grupo de animais infectados
apenas com S. venezuelensis, no ponto 1 da infeccdo. No ponto 2 da infec¢do ocorreu um
aumento na expressio da molécula co-estimulatoria CD80" nas células de pulmio dos animais

do grupo infectados apenas com S. venezuelensis (SV) e uma diminui¢do nas células
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pulmonares do grupo de animais co-infectados (COIN). A expressdo da molécula co-
estimulatéria CD86" foi menor nas células pulmonares dos animais nos dois pontos de
infec¢do, quando se compara com a expressdo da molécula CDS80". De um modo geral, esta
maior expressdo da molécula CD80" e a menor expressio da molécula CD86" nas células
pulmonares podem ser correlacionadas com a produgdo de citocinas, ja que houve também
aumento na producao de IFN-y, em resposta ao M. bovis levando a diminui¢ao de IL-10 e IL-4
produzidas pelas células pulmonares dos animais co-infectados, do ponto 1 para o ponto 2,
sugerindo o favorecimento da resposta Thl local. J& foi descrito que as moléculas co-
estimulatorias CD80" e CD86" podem influenciar no perfil de citocinas produzidas durante a
infec¢do helmintica (LU et al., 1994; NAKAJIMA et al., 1996; EKKENS, et al., 2002). Além
disso, existem evidéncias de que a molécula CD80" tem maior influéncia sobre a produgio de
citocinas Thl e a molécula CD86" maior influéncia sobre a producio de citocinas Th2
(NAKAJIMA et al., 1996, MUELLER, 2000; EKKENS et al., 2002). Na infecgao
experimental de camundongos BALB/c com Nippostrongylus brasiliensis, o bloqueio da
molécula co-estimulatéria CD86" com anticorpo monoclonal anti-CD86 diminuiu a produgio
de IL-4 e ndo alterou a producdo de IFN-y (NAKAJIMA et al., 1996). Em nosso estudo, vale
ressaltar a tendéncia de diminuicdo na producdo de IL-4 nos animais co-infectados, quando

comparados aos animais do grupo SV no ponto 2 da(s) infecao(des).

A molécula co-estimulatéria CD28" possui papel importante na ativagdo de células T, além de
participar da produgdo de IL-2 e do aumento da expressdo de proteinas do ciclo celular e de
moléculas anti-apoptdticas, como Bcl-x (ALEGRE & FALLARINO, 2006; BOISE et al.,
1995). CD28" também é necessaria para otimizar a producdo e a proliferagdo de citocinas
(GREENWALD et al., 2002), além de promover a diferenciagcdo da célula T em seus subtipos
Thl e Th2 (ALEGRE et al., 2001). Nossos resultados sugerem baixa expressao de CD28" em
células pulmonares dos animais de todos os grupos analisados. Porém, esta expressdo, mesmo
baixa, parece ter sido suficiente para ativar a resposta imune, pela producdo de citocinas de

ambos os perfis, tanto Thl, quanto Th2.
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Os niveis de expressdo da molécula co-estimulatéria CTLA-4" foram baixos nos dois pontos
das infecgdes, sendo que no ponto 2 houve um aumento nesta expressao, principalmente nas
células pulmonares dos animais dos grupos infectados apenas por M. bovis (MB) e co-
infectados (COIN), onde o aumento da expressdo foi maior nas células dos animais co-
infectados. Este fato pode estar correlacionado com a diminui¢do das citocinas IL-4,e IL-10
nos pulmdes dos animais co-infectados no ponto 2 da(s) infeccao(des), favorecendo assim, o
aumento do numero de ovos e vermes, conforme foi observado. Além disso, foi claramente
demonstrado, que a expressdo da molécula CTLA-4" estava baixa nas células pulmonares dos
animais do grupo infectados apenas por S. venezuelensis, em ambos os pontos da(s) infeccao
(0es). E ainda, no pulmado dos animais do grupo SV, os niveis das citocinas [L.-4 aumentaram
do ponto 1 para o ponto 2 da(s) infecgdo(des), coincidindo com a diminuigdo do numero de
ovos no grupo de animais infectados apenas por S. venezuelensis. Assim, o aumento de
CTLA-4" parece promover a diferenciagdo de células Th1 (KATO et al., 2000) e que células T
deficientes de CTLA-4" produzem preferencialmente citocinas Th2 (OOSTERWEGEL et al.,
1999), ¢ o bloqueio desta molécula (CTLA-4") em infecgdes helminticas, parece induzir
aumento na producdo de citocinas Th2 (WASH et al., 2007). Em modelos experimentais
utilizando camundongos infectados com Nippostrongylus brasiliensis ou com Schistosoma
mansoni o bloqueio de CTLA-4" promoveu aumento das citocinas IL-4 ¢ IL-5 e de eosinofilos
(MCCOQOY et al., 1997, WASH et al, 2007). Individuos infectados com a filaria do nematodeo
Brugya malay apresentaram elevada expressio de CTLA-4", quando comparados com
individuos ndo infectados, sugerindo supressdo na ativacao de células T. Porém, quando se fez
o bloqueio in vitro da molécula co-estimulatoria CTLA-4" em PBMC (Células mononucleares
do sangue periférico) desses pacientes observou-se aumento de IL-5 e decréscimo de IFN-y
em resposta ao antigeno deste helminto (STEEL & NUTMAN, 2003). Em modelos
experimentais de alergia pulmonar tipo 2, o bloqueio da molécula CTLA-4 com mAb ,
também induziu aumento de IL-4, IL-5, IgE e de eosinofilia pulmonar (HELLING et al.,
2002).
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Os resultados aqui apresentados apontam aumento na expressao da célula T regulatoria CD25"
do ponto 1 para o ponto 2 da (s) infec¢ao (des) em células pulmonares dos animais dos grupos
infectados apenas M. bovis e co-infectados e, uma diminuigao dessas moléculas (CD25") nas
células pulmonares dos animais infectados apenas por S. venezuelensis. Estes resultados
sugerem que a células T expressando CD25" estejam aumentando no ponto 2 da(s) infecgio
(6es) nos pulmdes de animais dos grupos MB e COIN, em fun¢do da presenga do M. bovis.
Entretanto no ponto 2 ha uma tendéncia de diminuicdo da expressdo desta molécula pelas
células pulmonares dos animais do grupo COIN, em comparagdo aos animais do grupo MB.
Tem sido sugerido que essas células T regulatérias CD25" apresentam papel importante na
regulacdo da resposta imune contra infec¢des por diferentes patégenos, como por exemplo,
Mycobacterium tuberculosis e Schistosoma mansoni (BELKAID & ROUSE, 2005; WALSH
et al., 2007). Ja foi visto que ha aumento na expressio da molécula CD25" durante a fase ativa
da tuberculose em humanos e que a deplegdo de células T CD25" in vitro resulta em aumento
de IFN-y em resposta ao antigeno da micobactéria (GUYOT-REVOL et al, 2006; RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2006). Na infeccdo experimental de camundongos por Schistosoma
mansoni, as células T CD25" tém papel importante, sendo fonte de IL-10 que previne a
evolucdo da infecgcdo deste helminto (SADLER et al., 2003). Em outro trabalho, foi
demonstrado que a expressio de CD25'em células de camundongos infectados com .

mansoni pode contribuir para a polarizacdo de células Th2 durante a infec¢do. (McKEE &

PEARCE, 2004).

Através da andlise histopatologica feita no 4° e 7° dia das infec¢des com o M. bovis e o S.
venezuelensis, respectivamente, foi possivel perceber que os animais infectados apenas com S.
venezuelensis apresentaram inflamacgdo alveolar acentuada, acompanhada de grande infiltracao
de linfécitos, eosindfilos, neutrdfilos e macroéfagos. Durante a migragdo pulmonar (2° dia apos
a infec¢@o) foi demonstrado que S. venezuelensis induziu severa hemorragia, edema pulmonar
e destrui¢do alveolar com infiltracdo de células mononucleares no parénquima pulmonar,
sendo que apo6s cinco dias de infec¢ao ocorreu diminuicdo da hemorragia, porém, a inflamagao

permaneceu alta com a presenca de grande nimero de eosindfilos (SILVEIRA et al., 2002).
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No presente trabalho, no pulmdo dos animais infectados apenas com M. bovis (MB) e nos
animais co-infectados (COIN) foi detectado a presenga de granulomas, indicando forte
resposta Thl em fungdo da presenga da micobactéria. Este resultado sugere que a presenca do
verme nos animais co-infectados interferiu na resposta imune ao M. bovis, pois nesses animais
o granuloma se apresentou em estdgio bastante avancado, com a presenca de um centro
necrotico (necrose caseosa) caracteristico de infec¢do com micobactéria. Esta formacao
granulomatosa mais severa no pulmao dos animais co-infectados (COIN) pode ser justificada
pela presenca de citocinas do perfil Th2, aumento na expressio de CTLA-4" e diminui¢io da
expressdo de CD25" em células pulmonares, que possivelmente regularam a severidade do
granuloma pulmonar. Ha fortes evidéncias de que as citocinas do perfil Thl, como por
exemplo, o IFN-y, TNF-a e reativos de nitrogénio tais como NO sdo importantes na ativacao
dos macrofagos, uma das primeiras barreiras de defesa frente a micobactéria (OTTENHOFF et
al., 2005). Porém estas mesmas citocinas induzem a formacdo de granulomas que acabam
levando a destruicdo do tecido pulmonar, ndo implicando necessariamente na destruicdo da

bactéria (COOPER et al., 2002).

Portanto, baseado nos resultados aqui apresentados, pode-se concluir que nos pulmdes dos
animais co-infectados houve um predominio da resposta Thl sobre a resposta Th2. Essa idéia
¢ sustentada pelo aumento do nimero de ovos e vermes do nematodeo S. venezuelensis, pela
diminui¢do das citocinas IL4 e IL-10, e pelo aumento do IFN-y. Além disso, houve aumento
da severidade dos granulomas nos pulmdes dos animais co-infectados, que pode ser

correlacionados com a presenca de citocina do perfil Th2 no inicio da infeccdo.
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6- CONCLUSOES

- As infecgdes simultaneas com S. venezuelensis € M. bovis no grupo de animais co-infectados

favoreceu aumento do nimero de ovos € vermes nesses animais;

- A reagdo da PCR foi efetiva na detec¢do do M. bovis no tecido pulmonar dos animais

infectados com M.bovis e co-infectados;

- Os niveis de IFN-y, IL-10, IL-4, assim como de EPO ¢ MPO, demonstraram modulagao
entre os perfis de resposta imune Thl e Th2, observado principalmente, pelo aumento de IFN-

y e IL-10 e diminui¢do de IL-4 ¢ EPO nos animais co-infectados.

- A expressdo das moléculas co-estimulatorias/imunomodulatorias CD80 e CD86 em células
do pulmio de camundongos infectados ou co-infectados por S. venezuelensis e/ou M. bovis

mostrou modulagdo da resposta imune frente as infecgdes helminticas e micobacterianas;

- A histopatologia evidenciou aumento na severidade da formacdo de granuloma no pulmao

dos animais co-infectados no primeiro ponto da infeccao.
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